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Resumen

En los ultimos afios, el microbioma intestinal ha cobrado importancia cientifica, ya que se ha
comprobado que posee relevancia para la salud del hospedero. Se ha estudiado su
composicion, los factores que lo modifican y las interacciones que éste tiene en los procesos
de salud-enfermedad. El presente proyecto busca mejorar la comprensidn de cémo la dieta
modifica la composicidn de la microbiota intestinal

Existen multiples publicaciones en las que se ha buscado caracterizar el microbioma intestinal
tras diferentes intervenciones clinicas y subclinicas, sin embargo, resulta dificil comparar
dichos estudios entre si, para asi llegar a conclusiones significativas.

En la primera parte de este trabajo doctoral, se buscd generar una metodologia para crear
revisiones sistematicas basada en el Peso de la evidencia y el Valor de la informacién (WoE /
IV) tras una binarizacidn de los datos. Esto se realizd con la intencién de comparar estudios
de microbioma intestinal y buscar poder predictivo entre las diferentes variables dietéticas y
microbianas, que, debido a las diferencias metodoldgicas, no serian comparables entre si
utlizando las herramientas estadisticas disponibles en la actualidad, pues los resultados
numéricos de abundancia microbioldgica tendrian una gran variabilidad entre estudios.

Se obtivieron resultados que por un lado, coinciden con relaciones conocidas entre la
composicidn de la dieta y ciertos taxones bacterianos y por otro lado se observan posibles
relaciones de interés cientifico en las que valdria la pena profundizar. Se observé que el filo
microbiano que se modifica con mayor cantidad de intervenciones dietéticas es Firmicutes,
asi como los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus

Finalmente, en la segunda parte de este proyecto se realizé el andlisis completo de una base
de datos publica,! correspondiente a un anélisis de microbioma intestinal en un modelo
murino con una intervencion dietética utilizando oligosacaridos extraidos de Hylocereus
undatus, con el objetivo de desarrollar una metodologia estandar para el estudio de este tipo
de datos.

Los resultados de la primera parte, arrojaron que el consumo de fibra soluble tiene un alto
poder predictivo para el aumento en la abundancia del género Bacteroides, la fibra insoluble
tiene un alto poder predictivo para el aumento del género Bacteroides y el phylum
Actinobacteria, asi como la disminucién del pylum Firmicutes. Los oligosacaridos tienen un
alto poder predictivo para la disminucién en la abundancia del género Enterococcus vy el
incremento del género Lactobacillus. Los almidones gelatinizados tienen un alto poder
predictivo para el incremento del género Prevotella. Los almidones resistentes predicen la
disminucion del género Blautia y aumento del phylum Firmicutes.

Por otro lado, los resultados de la segunda parte arrojaron resultados similares al articulo
publicado por Peerakietkhajorn y colaboradores !, mostrando que el género Prevotellaceae
se encuentra presente en todos los grupos correspondientes a 14 dias de intervencién y
ausente completamente a los 7 dias de intervencidn.
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1. Introduccion

1.1. Problema a investigar

En la actualidad, existen muchas investigaciones clinicas y preclinicas, acerca de la
composicion del microbioma intestinal, pues se ha observado que dicha composicidn influye
de forma directa en la salud fisica y emocional del hospedero 23. Sin embargo, es dificil
comparar dichos estudios debido a las diferencias metodoldgicas que presentan; la diversidad
de técnicas experimentales para cuantificar y caracterizar el microbioma intestinal, iniciando
con el modelo experimental, la caracterizacion que se puede realizar con técnicas
tradicionales o a partir de técnicas de secuenciacion genética ya sea del gen 16S del RNA
ribosomal (16S rRNA) o de genoma completo. Asi mismo, los algoritmos bioinformaticos
disponibles para el analisis taxondmico y las bases de datos de referencia taxondmica pueden
generar resultados no comparables entre estudios.

Dado lo anterior, para poder generar una revision amplia, que permita comparar los
resultados entre diferentes estudios, es necesario, por un lado, comprender los analisis
bioinformaticos actuales, ser capaces de replicarlos, y por otro lado, recurrir a herramientas
estadisticas que hasta el momento no han sido utilizadas en esta rama particular de la ciencia,
tal es el caso del peso de la evidencia (Weight of Evidence /WoE) y el valor de la informacion
(Information Value /IV ) 48 Ambas técnicas, son medidas estadisticas que se utilizan en
anadlisis de datos para modelar y evaluar el poder predictivo de variables independientes
sobre variables potencialmente dependientes (variables de respuesta). El WoE usa el nimero
de eventos en los que una variable independiente podria modificar a una variable respuesta,
mientras que el IV cuantifica la posible relacién o poder predictivo entre una variable
independiente y una potencialmente dependiente en problemas de clasificacidn binaria.

Por otro lado, los hidratos de carbono son la principal fuente de energia para el ser
humano®1°. Son un tipo de biomoléculas compuestas por carbono, hidrégeno y oxigeno.
Estan presentes en practicamente todos los alimentos y clasificados de acuerdo con su
tamafio, digestibilidad, composicidon quimica y tipos de enlaces.

En la actualidad, se ha evidenciado que los hidratos de carbono que llegan sin digerir al
intestino grueso tienen un efecto importante sobre la composicion del microbioma
intestinal'®!, Sin embargo, los estudios actuales, de forma general, se enfocan en analizar de
forma puntual algun alimento o algunos hidratos de carbono especificos, dado que estudios
mas amplios, realizados de forma experimental, requieren una inversidon considerable y
corren el riesgo de incorporar variables confusoras. En la actualidad, es necesaria una revision
mas amplia de la literatura existente, que utilice técnicas diferentes a las que se han utilizado
en el pasado, para interpretar las relaciones entre los hidratos de carbono y el microbioma
intestinal.

Por lo anterior, los analisis bioinformaticos elaborados en este tipo de estudios presentan una
gran variabilidad metodolégica, dada la existencia de diferentes librerias y bases de datos
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genéticos 213, Con el objetivo de estandarizar dicho proceso, se busca crear un método
bioinformatico capaz de asignar taxonomia a nivel de phylum y género a las bacterias
presentes en el microbioma intestinal a partir de secuenciamiento de regiones de
hipervariabilidad V3 y V4 del gen 16S rRNA 1417,

1.2. Pregunta de investigacion

Dada la variabilidad de metodologias existentes para analizar el microbioma intestinal, ¢Es
posible evidenciar la relaciéon entre los hidratos de carbono y el microbioma intestinal
mediante el uso de algoritmos computacionales estadisticos y bioinformaticos utilizando
librerias existentes en Qiime2 y Python? y éEs posible replicar el analisis bioinformatico de
una base de datos publica y obtener resultados similares a los ya publicados por otro grupo
de investigacion?

1.3. Hipotesis

Al aplicar técnicas estadisticas como el Peso de la informacién (mejor conocido como Weight
of Evidence) y el Valor de la Informacion (Information Value) en una revision sistematica de
la literatura, sobre el efecto del consumo de diferentes hidratos de carbono sobre la
microbiota intestinal, se podran identificar relaciones entre tipos especificos de hidratos de
carbono y phylum y géneros bacterianos, lo cual permitira comparar los resultados de
estudios ya publicados realizados por diversos autores.

Asi mismo, la informacién obtenida de dicha revisidon sistematica permitira localizar una base
de datos publica de gen 16S rRNA a la cual se le asignara taxonomia y obtendran
visualizaciones de alfa y beta diversidad utilizando el software QIIME2 y la base de datos de
referencia SILVA 132.

1.4. Objetivo general

Desarrollar una técnica de revisiones sistematicas para examinar las relaciones potenciales
entre las caracteristicas de los hidratos de carbono ingeridos, que se denominaron como
variables predictivas, y los cambios en la abundancia relativa de filos y géneros bacterianos
del microbioma intestinal, que se denominaron como variables de respuesta, con el fin de
identificar patrones y correlaciones que puedan informar sobre el impacto dietético en la
composicidon del microbioma intestinal en humanos. Adicionalmente, elaborar un flujo de
procesamiento de datos bioinformaticos, capaz de generar visualizaciones de alfa y beta
diversidad y asignar taxonomia a secuencias de gen 16S rRNA utilizando una base de datos
publica de ratones cuya dieta incluye diferentes dosis de fructooligosacdridos o extracto de
Hylocereus undatus.
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1.5. Objetivos especificos

e Adaptar las técnicas WoE e IV a una revision sistematica en las ciencias biolégicas que
permita relacionar el consumo de diferentes hidratos de carbono (oligosacaridos y
polisacdridos) con la composicién del microbioma intestinal.

e Construir un flujo de procesamiento de datos bioinformaticos que sea capaz de
generar visualizaciones de alfa y beta diversidad, asi como asignar taxonomia a bases
de datos que contengan secuencias de gen 16S rRNA pertenecientes a microbiota
intestinal.

e Desarrollar una revision sistematica de la literatura actual, tomando en cuenta los 5
afios previos al 9 de marzo de 2021, evaluando los cambios en el microbioma intestinal
tras el consumo de hidratos de carbono especificos, usando la herramienta SPIDER
1819 para revisiones sistematicas cumpliendo con las recomendaciones de las guias
PRISMA.

e Establecer el poder predictivo del consumo de diferentes hidratos de carbono,
clasificados segun su estructura general y la procedencia de dichas moléculas, ya sea
qgue se encuentren presentes en los alimentos, o que se utilicen como ingredientes
funcionales y aditivos, sobre diferentes variables de diversidad bacteriana que forman
parte de la microbiota intestinal, utilizando los articulos de la revision sistematica.

e Determinar si algunos grupos de hidratos de carbono tienen influencia sobre la
abundancia de diferentes phylum y géneros bacterianos.

e Experimentar el flujo de procesamiento de datos bioinformaticos en una base de
datos publica de ratones cuya dieta incluye diferentes dosis de H. undatus vy
fructooligosacaridos.

1.6. Justificacion

En la actualidad existen muchas metodologias para caracterizar la composiciéon del
microbioma intestinal. Sin embargo, dichas metodologias en pocas ocasiones son
comparables entre si debido a varios factores. Entre estos factores se encuentran el uso de
diferentes especies en el modelo experimental, las condiciones experimentales, las técnicas
de secuenciacidn utilizadas tanto de genoma completo como de gen 16S rRNA, las bases de
datos y programas bioinformaticos para asignar taxonomia, que son diversos y se encuentran
en constante actualizacién 1>17:20,

Ademas, la asociacién entre la microbiota y los hidratos de carbono es complicada de
interpretar por varias razones, entre las cuales se incluyen las fuentes de hidratos de carbono,
y las concentraciones utilizadas en cada estudio.

Para poder concluir, es fundamental comprender las técnicas bioinformaticas avanzadas que

permiten la caracterizacion de la microbiota a partir del secuenciamiento del gen 16S rRNA o
de genoma completo.
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Mediante la aplicacion de las técnicas WoE-IV y la técnica de binarizacién de variables, el
presente proyecto busca mejorar la comprensién de cdmo la dieta, a partir del consumo de
diferentes carbohidratos, modifica la composicién de la microbiota intestinal. Dichas
metodologias fueron desarrolladas en la década de 1950 con el objetivo de resolver
problemas de clasificaciéon en el analisis de créditos bancarios y predecir un resultado
especifico 4.

Al observar los datos que se obtienen de un andlisis de microbioma intestinal, el tipo de datos
en forma y objetivo es similar a las metodologias de clasificacidon crediticia, puesto que la
abundancia relativa de cada género o phylum microbiano se puede binarizar de la misma
forma que las variables econdmicas. El uso de técnicas estadisticas aplicadas, que no se
habian utilizado en este tipo de revisién, permitiria obtener mejores conclusiones y podria
indicar nuevas lineas de investigacion para asi, buscar eventualmente modular la microbiota
intestinal generando intervenciones dietéticas con un mejor impacto sobre la salud del
hospedero 3621724,

El proyecto de investigacion aqui presente, es relevante debido a la creciente evidencia que
sugiere que la composicién de la dieta tiene un impacto sobre la microbiota intestinal que a
su vez tiene influencia sobre la salud sistémica del hospedero 32>7%7,

Existe evidencia acerca del papel de la dieta en la modulaciéon de la composicion de la
microbiota intestinal, siendo quiza el factor modificable, que permita modificarla de forma
mas significativa 3. Uno de los componentes mds importantes son los hidratos de carbono que
llegan al intestino grueso sin digerir, ya que son fuente importante de nutrientes para los
microorganismos alli presentes presentando un efecto modulador sobre el microbioma
intestinal.

Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre la influencia de los hidratos de carbono en Ia
microbiota intestinal, se han centrado en la evaluacion de un alimento especifico o un hidrato
de carbono especifico, sin adoptar una perspectiva global. Por lo anterior existe una
necesidad de realizar una revisién sistematica exhaustiva, utilizando técnicas estadisticas
como WOoE-IV, para identificar los hidratos de carbono que podrian tener un impacto
significativo en la composicidn de la microbiota intestinal.
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2. Marco teodrico

2.1. El uso de algoritmos computacionales en las revisiones
sistematicas

2.1.1. Revision sistematica

Una revision sistematica es un tipo de investigacion que busca identificar, evaluar y sintetizar
toda la evidencia disponible en torno a una pregunta o tema de investigacion especifica y bien
delimitada 1928,

Consiste en una metodologia rigurosa para encontrar la literatura existente, extraer su
informacidn, clasificarla y sintetizarla para llegar a conclusiones. Implica necesariamente la
busqueda en diferentes bases de datos, la determinacidn de palabras claves para determinar
una consulta o “search query”, la evaluacién de la calidad de dichos estudios, la sintesis de la
informacién en una forma transparente y libre de sesgos metodoldgicos.

En una revisidn sistematica se deben determinar criterios de inclusion y exclusion, asi como
los métodos para analizar la literatura. Los resultados se pueden sintetizar de manera
narrativa, o en caso de que las metodologias sean comparables, sera posible hacer un
metaanalisis 2°.

Las revisiones sistematicas son ampliamente utilizadas en temas relacionados con la salud y
llevan consigo un nivel de evidencia tal, que pueden ayudar a la creacion de guias de practicas
clinicas y tomas de decisiones. También se utilizan en otras dreas como ciencias sociales y
ambientales para evaluar la efectividad de intervenciones 3.

2.1.2. Jerarquia de la evidencia cientifica

La jerarquia de la evidencia cientifica se utiliza en la investigacidn cientifica para clasificar los
diferentes estudios dependiendo de la confiabilidad de sus resultados y el nivel de evidencia
gue aportan (Figura 1), entre mas arriba se encuentre un tipo de estudio en la pirdmide, se
considera que la evidencia obtenida es mas fuerte 2°. A continuacion se describen cada uno
de los niveles representados en la Figura 1.
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Jerarquia de la evidencia cientifica

e Ensayos clinicos
controlados

Estudios transverales

[ ]

Figura 1:Jerarquia de la evidencia cientifica (Adaptado de S. Wallace y col, 2022) 2°

a) Metaanalisis y Revisiones Sistematicas (01)

Son el nivel mas alto de evidencia cientifica ya que agrupan datos de multiples estudios para
proveer un analisis completo tratando de dar respuesta a una pregunta de investigaciéon en
particular. Se considera que son menos propensos a tener sesgos y deben seguir ciertas reglas
al momento de ser elaborados, dichas reglas se encuentran estandarizadas en documentos
de acceso publico, el mas conocido y utilizado es el “PRISMA statement” 28 (Preferred
Reporting Items for Systemaric Reviews and Meta-Analyses) 3° o en el caso de revisiones
elaboradas en el drea de salud, también se pueden seguir los lineamientos de Cochrane,
mismos que piden registrar el protocolo y actualizar los resultados con el paso del tiempo 3.

Al plantear una pregunta de investigacion para la realizacién de una revision sistematica, se
debe utilizar una herramienta para estandarizar la busqueda de la informacién. Esto asegura
la inclusion del mayor nimero posible de articulos relevantes y minimiza la posibilidad de
exclusién de articulos potencialmente importantes. Para lo anterior, se han planteado tres
estrategias principales, PICO, PICOS y SPIDER por sus siglas en inglés °.

e PICO: “Population, Intervention, Comparaison and Outcomes”, es decir: Poblacidn,
Intervencion, Comparacién y Resultados.

e PICOS: En dénde la S viene por “Study design”, es decir: Disefio del estudio o tipo de
estudio.

e SPIDER: “Sample, Phenomenon of Interest, Design, Evaluation, Research type” es

decir: Muestra, Fendmeno de Interés, Disefo experimental, Evaluacién y Tipo de
investigacion. 3931
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b) Ensayos aleatorios controlados (02)

Estos son estudios en los que se asigna a los participantes de manera aleatoria a un grupo
control o uno con intervencidn para asi medir los resultados. Se considera que son los mas
eficaces para evaluar la eficacia de una intervencion en particular 29,

c) Estudios de cohorte (03)

En estos estudios se sigue a un grupo de individuos a lo largo del tiempo para observar la
incidencia de un efecto en particular, son utiles para medir la asociacion entre un factor de
riesgo y un efecto %°.

d) Estudios transversales (04)

Se utilizan para medir la prevalencia de un efecto y exposicién en un punto en el tiempo, son
utiles para medir asociaciones entre variables, pero no pueden establecer causalidad 2°. Por
ejemplo, pueden identificar una asociacidon entre el consumo de un hidrato de carbono
especifico y la mejora de la salud gastrointestinal pero no pueden confirmar que el consumo
de dicho hidrato de carbono sea la causa directa de la mejora en la salud gastrointestinal.
Para establecer causalidad, se necesitan estudios adicionales, como ensayos aleatorios
controlados.

e) Estudios de caso-control (05)

Son estudios que comparan individuos con un resultado en particular (casos) con otros que
no tienen dicho resultado (controles) y buscan diferencias de exposicién entre esos dos
grupos, son Utiles para buscar factores de riesgo o proteccién 2°.

f) Reportes de caso y series de caso (06)

Son aquellos que describen casos individuales o un grupo pequefo de casos, son utiles para
generar hipdtesis, pero no permiten generalizar resultados 2°

g) Estudios de ciencia basica y ciencia traslacional (07)

La ciencia basica consiste en estudios de laboratorio, in vitro o en animales para lograr
entender un fendmeno. La ciencia traslacional busca cerrar la brecha entre la ciencia basica 'y
la aplicacion en salud, se usa para generar formas de prevenir, diagnosticar o tratar ciertas

enfermedades, esta implica estudios en laboratorio, animales y estudios clinicos en humanos
29
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2.1.3. “Weight of evidence” / “Information value”

La comparacién entre la evidencia obtenida de diferentes estudios puede ser complicada
debido a las diversas metodologias utilizadas, sin embargo, una propuesta es la binarizacion
de los datos, a modo de no tomar en cuenta la magnitud del efecto, sino la aparicion o falta
de dicho efecto. Para la realizacion de este tipo de andlisis, se han desarrollado diferentes
técnicas, entre las cuales se encuentran el WoE y el IV .

La categorizacién de variables y la binarizacién de los datos puede facilitar el uso de
algoritmos especializados para comparar informacion perteneciente a un amplio rango de
temas, incluyendo estudios cuya metodologia puede tener diferencias metodolégicas
importantes, formalmente ambos términos se pueden definir de la siguiente forma:

La categorizacion de variables es el proceso de dividir un grupo de variables en categorias
basandose en sus caracteristicas. El proceso es utilizado en analisis estadistico y manejo de
datos para organizar y analizar mejor los datos 32.

La binarizacion de datos es una técnica de procesamiento que involucra convertir variables
categdricas o continuas en una variable que puede Unicamente tomar dos valores. En algunos
casos, esto involucra la creacién de diferentes variables para cada categoria de la variable
original 33.

Sin embargo, confiar Unicamente en estas técnicas puede dejar pasar ciertos patrones o
repeticiones en los datos. Para superar dicha limitacidn, el uso de WoE- IV ha sido sugerido.
El WoE es una transformacion que usa el nimero de “bins” o eventos en los que la variable
independiente puede afectar a la variable de respuesta. IV es una técnica que se obtiene del
WoE que identifica las variables importantes dentro de un modelo predictivo 4. Estos valores
se calculan de la forma siguiente °.

N;
=1 N;
b

n
i=1Pi

WoE; =log

Ecuacion 1: Weight of evidence

Donde:
-  WOoE; es la medida de la contribucién de una variable predictora en el analisis.
- N;es la frecuencia con la que ocurren juntas la variable de respuesta y la variable
predictora en el analisis.
- P; eslafrecuencia con la que ocurre la variable de respuesta en el analisis.
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14 i[( N, i )W E]
=1 ?:1 Ni Z?=1 Pi '

Ecuacion 2: Information Value

Donde:

- IV es la medida del valor de la informacién.
-  WOoE; es la medida de la contribucién de una variable predictora en el analisis.

N; . . . .
— es la frecuencia con la que ocurren juntas la variable de respuesta y la variable

i=1°"1

predictora en el analisis.

P . . JTT
— LP es la frecuencia con la que ocurre la variable de respuesta en el andlisis.

i=1ti

Las técnicas antes mencionadas son utiles para evaluar el IV de variables independientes,
también conocidas como variables predictivas, contra variables potencialmente
dependientes, también llamadas variables de respuesta 3, permitiendo asi la seleccion de
variables binarias que pueden predecir un resultado especifico 2.

En los ultimos afios, este enfoque se ha aplicado exitosamente para comparar entre
diferentes ensayos clinicos, incluso generando metodologias que unifican el uso de estas
técnicas.

Entre las limitaciones de este modelo se encuentran que asume una relacidn entre dos
variables, pero puede pasar por alto interacciones con otras variables. Asi mismo, este
modelo Unicamente funciona para variables binarias, no para variables continuas.

A continuacion, se definiran los conceptos bioinformaticos pertinentes para la realizacion de
este trabajo.

2.2. Secuenciacion genética y Bioinformatica

La bioinformatica es el campo interdisciplinar que aplica los métodos y herramientas
computacionales para analizar e interpretar datos bioldgicos. Involucra el desarrollo y uso de
programas y algoritmos para recolectar, almacenar, analizar y visualizar la informacién
bioldgica.

De acuerdo con Luscombe y colaboradores, 20013°: La bioinformatica es la conceptualizacion
de la biologia en términos de macromoléculas y la aplicacion de técnicas informaticas
provenientes de disciplinas tales como las matematicas o las ciencias computacionales para
organizar la informacién asociada a dichas macromoléculas a gran escala 3.
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En la actualidad, la bioinformatica juega un rol critico en areas como las actualmente
conocidas “Ciencias OMICAS”, aquellas que estudian las moléculas bioldgicas a gran escala
utilizando técnicas de alto rendimiento, tales como la protedmica, gendmica, transcriptémica,
metaboldmica y en la biologia de sistemas, habilitando a los investigadores a comprender
mejor la estructura, funcion y evolucién de los sistemas bioldgicos 3’. Para el estudio del
microbioma intestinal, en la actualidad, se utilizan principalmente las siguientes técnicas de
secuenciacion.

2.2.1. Tipos de secuenciacidon

a) Secuenciacion de gen 16s rRNA

La secuenciacion del gen 16S rRNA es una técnica utilizada en biologia molecular para
identificar y clasificar las bacterias basadas en la secuencia del gen completo o una region
especifica de dicho gen. Este gen, esta presente en todas las bacterias, pero al mismo tiempo
su secuencia varia entre las diferentes especies bacterianas, permitiendo asi identificarlas. El
gen 16S rRNA es altamente conservado, lo que significa que es relativamente similar entre
todas las especies bacterianas, pero difiere en sitios especificos para cada especie 138,

Para la secuenciacion, como ya se menciond antes, se puede identificar el gen 16S rRNA
completo, o ciertas regiones hipervariables, en el caso del analisis del microbioma intestinal,
las regiones de interés son la region V3 y V4 las mas cominmente utilizadas 390,

El gen 16S rRNA tiene nueve regiones hipervariables que comprenden de V1 a V9. Para el
analisis de microbioma intestinal se utilizan principalmente las regiones V3 y V4, ya que tienen
suficiente variabilidad para la diferenciacién a diferentes niveles taxondmicos, incluso
especie, pero también son lo suficientemente constantes, lo que hace posible su amplificacion
con primers comerciales disefados para géneros que se sabe pueden estar presentes en el
intestino. Ademas, dichas regiones, cuando se amplifican juntas producen un fragmento de
al menos 300 pares de bases 441,

El proceso de secuenciacidn, para analizar la microbiota intestinal o fecal, implica la extraccién
de ADN de una muestra de heces o de los microorganismos adheridos al tejido intestinal,
amplificarlo utilizando la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
posteriormente secuenciarlo utilizando tecnologias de “High- throughput” tales como
lllumina o Nanopore “2.
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b) Secuenciacion de genoma completo

La secuenciacion de genoma completo, o WGS por sus siglas en inglés consiste en la utilizacién
de “primers” aleatorios, para secuenciar regiones que se traslapan en el genoma para
después ensamblarlos utilizando herramientas bioinformaticas. Entre las ventajas que esta
metodologia tiene, se encuentran que la taxonomia se puede asignar de una forma mas
precisa y definida al nivel de especie e incluso de cepa. Sin embargo, es una técnica cara y que
requiere un poder de cmputo mayor para ser interpretada “°.

A partir de la informacién de secuencias obtenidas mediante estos procesos, se obtienen
grandes cantidades de texto con secuencias genéticas, que no pueden ser interpretadas a
simple vista o con programas computacionales comunes, estas se deben analizar desde
diferentes perspectivas para caracterizar asi la microbiota intestinal.

2.2.2. Parametros que se utilizan en el analisis e interpretacion del microbioma
intestinal

Los parametros utilizados en el analisis e interpretacion del microbioma intestinal sirven para
analizar la complejidad del ecosistema microbiano, entre ellos se incluyen los arboles
filogenéticos, la composicidon taxondmica y la diversidad microbiana, tanto a nivel evolutivo o
microbiano, como al compararla entre diferentes hospederos.

a) Arbol filogenético

Los arboles evolutivos o filogenéticos son representaciones que muestran la relacién
evolutiva entre diferentes especies o taxones de microorganismos. Se construyen a partir de
datos moleculares o morfolégicos, como secuencias de ADN. En el analisis del microbioma
intestinal permiten analizar y predecir las funciones de las comunidades microbianas que se
encuentran en el tracto gastrointestinal. También permiten conocer las posibles rutas
metabdlicas que se llevan a cabo en un taxon especifico y obtener informacién al combinar
esto con otras ciencias omicas como metagendmica o metabolédmica %’.

b) Alfa diversidad

Es una medida que se utiliza para describir la diversidad y riqueza de un microbioma tomando
en cuenta una sola muestra. Es una medida que observa los diferentes taxones presentes en
una muestra y que tan uniformemente estan distribuidos. En general se utilizan diferentes
indices para observarla y compararla con los datos obtenidos de otras muestras, el mas
comun es el indice de Shannon.

Una mayor alfa diversidad indica un mayor numero de taxones microbianos y mayor
abundancia relativa en la muestra, es decir mayor cantidad de especies y sub-especies de
microorganismos. Se utiliza para conocer informacion en estudios de microbioma como la
respuesta a cambios medioambientales, por ejemplo, dentro del microbioma intestinal, para
conocer la respuesta a cambios de edad, farmacos, suplementos, cambios dietéticos entre
otros.*3
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- indice de Shannon

El indice de Shannon (Ecuacién 3) toma en cuenta el nimero de especies y su abundancia
relativa en una comunidad (microbioma). Se calcula de la siguiente manera:

n
H= — Zpl lnpi!
i=1

Donde p; es la proporcion de individuos en la comunidad que pertenecen al nimero total de
especies especie. Su rango maximo es el nimero total de especies en la comunidad. Un
valor de cero indicaria que la comunidad contiene Unicamente una especie #44>%°

Ecuacidn 3: Indice de Shannon

- Beta diversidad

La beta diversidad es una medida de la variacidn en la composicidon de especies entre dos
muestras (esto puede ser habitats, lugares, grupos experimentales o cambios a lo largo del
tiempo). Al igual que la alpha diversidad utiliza una variedad de indices entre los que se

encuentran el indice Jaccard, Distancia de Bray-Curtis y Unifrac ponderado y no ponderado
46

- indice de Jaccard

Es un coeficiente de similitud que no toma en cuenta la abundancia del taxon, sino que toma
en cuenta la presencia o ausencia de dicho taxon en una muestra %. Se representa de la
siguiente forma (Ecuacién 4):

|AN B
|Al +|B| — |AN B

J(4,B) =
Ecuacidn 4: indice de Jaccard
Donde:

Se dividen el numero de elementos en comun sobre el niUmero de elementos diferentes entre
las muestras.

- Ladistancia de Bray-Curtis

Es una medida de similitud o diferencia entre dos muestras, toma en cuenta tanto la presencia
como la abundancia de un taxon #, se calcula de la siguiente forma (ecuacién 5):

BC. — 2 lx — x5
d 2(x; + xp)

Ecuacion 5: Distancia de Bray-Curtis
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Donde:
|x; — x| es la resta de la abundancia de una especie en una muestra al compararla con otra

muestra.
2.(x; + x;) es la sumatoria de la abundancia de dicha especie en las diferentes muestras.

- Unifrac

Es una métrica que calcula las diferencias entre las comunidades microbianas basandose en
su cercania filogenética 4’°1. Existen dos formas de calcularlo, ponderado (ecuacién 7) o no
ponderado (ecuacidn 6). El Unifrac ponderado no toma en cuenta la abundancia, mientras
que el no ponderado toma en cuenta la abundancia de diferentes taxones .

YL, LA — Bl
M1 limax(4; — B)

Ecuacion 6: Unifrac no ponderado

Donde:

N es el nimero de nodos en el arbol filogenético

[; es la distancia entre un nodo y el ultimo punto compartido

A; y B; son indicadores que equivalen a 0 o 1 si en una comunidad (muestra) se encuentran
descendientes de un nodo determinado

A; B;
N 2 260
_ Zi:lLll AT BTI

S
j=1Lj

w

Ecuacion 7: Unifrac ponderado

Donde:

N es el nimero de nodos en un arbol

LI es el la distancia entre un nodo y el ultimo punto compartido

L; es la longitud total de la rama desde la raiz hasta la punta del arbol filogenético para la
secuencia j

A; y B; son el numero de secuencias de las comunidades microbianas que decienden del
mismo nodo.

A7y Br el numero total de secuencias en la comunidad Ay en la comunidad B
respectivamente
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c) Agrupacion de las secuencias: OTUS y ASV’s

Para realizar una correcta clasificacion de las secuencias se deben clusterizar o agrupar. La
forma mas comun de agrupacién son los OTU’s (Operational Taxonomic Units) que son grupos
de secuencias similares basadas en un limite de similaridad, se han utilizado durante muchos
anos, pues los requerimientos a nivel de poder de cédmputo disponible son menores,
permitiendo generar agrupaciones que se pueden analizar >2.

Los ASV’s (Amplicon Sequence Variants), también llamados previamente ZOTU’s son una
forma de agrupamiento mas reciente que se basa en un algoritmo que toma en cuenta la
secuencia exacta de cada lectura, se considera un método mas preciso de agrupamiento e
identificacion porque son capaces de distinguir algunos de los errores de secuenciamiento 3.
A partir de ello podemos realizar el analisis taxondmico que se describe en la siguiente
seccion.

2.2.3. Analisis taxondmico

De acuerdo con la Real Academia Espaiola, la taxonomia es la “ciencia que trata de los
principios, métodos y fines de la clasificacion. Se aplica en particular, dentro de la biologia,
para la ordenacidn jerarquizada y sistematica, con sus nombres, de los grupos de animales y
de vegetales”. >4,

La taxonomia es la disciplina bioldgica que identifica, describe y clasifica y nombra a las
especies existentes y extintas. En la actualidad se enfrenta al reto de incorporar teorias,
métodos y datos de disciplinas que estudian el origen, genética, limites y evolucién de las
especies. °°

En el anadlisis bioinformatico, la asignacion de taxonomia se realiza para conocer la
composicion del microbioma con tanta exactitud y profundidad como sea posible, es decir, lo
mas cerca de la categoria taxondmica “especie”, (Figura 2), que la profundidad de
secuenciamiento lo permita. Lo anterior se realiza mediante la comparacién de las secuencias
obtenidas de una muestra con bases de datos existentes. Una vez que se tienen clusterizadas
(agrupadas) las secuencias en ASV’s u OTU’s se debe asignar taxonomia a cada uno de éstos,
para lo anterior se debe seleccionar la base de datos que mejor se adapte al tipo de secuencias
gue se tienen y los clasificadores que dardn resultados adecuados.

23



Jerarquias taxonomicas

Dominio
Clase

Filo

Orden

Familia

Género

Subespecia\[

i

Especie

Figura 2: Jerarquias taxondmicas 5657

a) Principales bases de datos para analisis taxonémico

- SILVA

Esta base de datos contiene informacidon de gen 16S rRNA para procariotas y 18S rRNA para
eucariotas. Obtiene la informacién de Bergey’s Taxonomic Outlines y de la “L24ist of
Prokaryotic Names with Standing in Nomencature” (LPSN) mientras que para las especies
eucariotas se basa en la International Society of Protistologists (ISOP) 12:13:58,

- Greengenes

Esta base de datos esta dedicada a Bacterias y Arqueas, se basa en el mapeo de otras fuentes
como National Center for Biotechnology Information (NCBI), y en la construccién de arboles
filogenéticos, la base de datos no ha sido actualizada desde 2013 129,

- NCBI (National Center of Biotechnology Information)

Esta base de datos contiene los nombres de todos los organismos que se han enviado a NCBI
y utiliza mas de 150 fuentes, la base de datos se actualiza diariamente. Ademas de la
informacién de 16S rRNA y genoma completo, contiene los nombres de cada especie, los
linajes taxondmicos. Esta base de datos se encuentra almacenada en un servidor SQL 120,

- EzBioCloud

Esta base de datos contiene secuencias de 16S rRNA, pero también secuencias de genoma
completo tanto para bacterias como archeas y se actualiza constantemente ©%.
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- TYGS (Type Genome Server)

La base de datos y plataforma por un lado extrae las secuencias de 16S rRNA y posteriormente
compara las lecturas con otros genomas para crear arboles filogenéticos basados en el
genoma completo calculando la distancia con otros genomas y estableciendo umbrales de
dDDH (DNA-DNA hibridacion) para buscar el taxdn mas parecido a la lectura 2.

- RDP (Ribosomal Database Project)

Es una base de datos que contiene informacion de bacterias, arqueas y hongos. Al mismo
tiempo contiene herramientas para la busqueda de datos, clasificacion taxondmica y
construccién de arboles filogenéticos 2.

b) Clasificadores y “pipelines” existentes

- Qiime 2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2)

Es una plataforma gratuita, open-source disefiada para manejar bases de datos complejos.
Tiene muchas herramientas y métodos programados para analizar, procesar, visualizar e
interpretar datos relacionados con microbiologia y microbioma 2°.

Asi mismo, existe un flujo de trabajo o pipeline estandar que permite asignar taxonomia a
secuencias de gen 16S rRNA con un clasificador basado en Naive Bayes, uno de los mas
utilizados para modelos de machine learning, pues permite que se modifique la probabilidad
representada de que ocurra un evento con informacién que se va adquiriendo, asumiendo
que la ocurrencia de los eventos es independiente entre si 3.

- Clasificadores binarios

Los clasificadores binarios de Naive Bayes, son modelos de aprendizaje supervisado que se
basan en el teorema de Bayes para la clasificacién de datos en dos categorias diferentes (en
este caso corresponde a esta taxonomia o no)®*. El teorema de Bayes describe la probabilidad
de un evento basandose en el conocimiento previo de condiciones que podrian estar
relacionadas con este evento, se utiliza para calcular la probabilidad de que una secuencia
pertenezca a una categoria en funcidn de las bases nitrogenadas que tiene® .En el caso de los
modelos Naive se asume que las caracteristicas son independientes entre si para simplificar
los calculos del modelo y que asi se pueda entrenar con mayor rapidez y menor cantidad de
datos. Este tipo de clasificadores disminuyen considerablemente el poder de cémputo
necesario para asignar taxonomia .
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- Mothur

Es un programa bioinformatico que se utiliza para analizar secuencias de 16S rRNA, provee
muchas herramientas y métodos que permiten procesar, analizar y visualizar los datos
generados por diferentes plataformas de secuenciamiento.

Permite controlar la calidad de las lecturas, clusterizacién, creacién de arboles filogenéticos y
la clasificacion basada en Bayes desarrollado por RDP entre otras herramientas °7:8,

Lo anterior es de gran importancia para estudios de microbioma, donde la precisién y la
calidad del analisis de secuencias es crucial para entender la composicién y funciones de las
comunidades bacterianas.

2.3. Microbiota y microbioma

2.3.1. Microbiota

La microbiota se refiere a una comunidad de microorganismos que habitan un ambiente
especifico . Particularmente, a aquellos que residen en el tracto gastrointestinal humano, se
les conoce como la microbiota intestinal humana.

2.3.2. El microbioma intestinal humano

El microbioma intestinal humano, se estima que tiene en promedio 150 veces mads genes que
el genoma humano y que contiene unos 10 '* microorganismos que pertenecen a diferentes
especies 2%'7° que habitan en diferentes secciones del tracto intestinal.

Cada seccion intestinal alberga una composicidn Unica de microorganismos que
desempefan diferentes roles. El intestino delgado tiene una diversidad de bacterias que
incluye principalmente Firmicutes como Lactobacillus y Streptococcus, y Bacteroidetes como
Prevotella. Estas bacterias contribuyen a la digestion y absorcién de nutrientes’?.

Los géneros mas encontrados en el intestino delgado de acuerdo con Blaut 7%son:

- Firmicutes: Streptococcus, Lactobacillus, Coprococcus, Megasphaera, Brevibacillus,
Veillonella, Gemella

- Bacteroidetes: Porphyromonas, Prevotella

- Actinobacteria: Actinomyces

- Fusobacteria: Leptotrichia, Fusobacterium

- Proteobacteria: Neisseria, Hoemophilus
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El colon es el segmento mas densamente poblado del tracto gastrointestinal, con una
predominancia de Firmicutes y Bacteroidetes. En esta region, las bacterias desempefan
funciones cruciales en la fermentacidn de fibras dietéticas, la produccién de acidos grasos de
cadena corta, y la modulacién del sistema inmunoldgico’. De acuerdo con Blaut 72, los
géneros que se han encontrado con mayor frecuencia en el colon son los siguientes:

- Firmicutes (<50%): Clostridium, Eubacterium, Ruminococcus, Roseburia, Butyrivibrio,
Coprococcus, Dorea, Faecalibacterium, Lachnospira, Subdoligranulum, Anaerostipes,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus

- Bacteroidetes (<40%): Bacteroides, Parabacteroides, Porphyromonas, Prevotella,
Alistipes

- Proteobacteria (<2%): Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, Desulfovibrio, Bilophila

- Actinobacteria (<10%): Bifidobacterium, Atopobium, Collinsella, Adlercreutzia,
Slackia, Eggerthella

- Fusobacteria (<2%): Fusobacterium

- Verrucomicrobia (<3%): Akkermansia

2.3.3 Microbioma

Por otro lado, existen muchas definiciones de microbioma, pero para los propdsitos de este
proyecto se utilizara la de Laderberg y McCray 3/, pues es la mas aceptada en la actualidad, y
describe el microbioma como “La comunidad ecolégica de microorganismos comensales,
simbidticos y patdgenos que residen en un lugar del cuerpo o en un ambiente especifico”.

Otra definicidn que es importante mencionar define al microbioma como “Una comunidad
microbiana caracteristica que ocupa un habitat con propiedades fisicoquimicas especificas y
razonablemente bien definido” 74.

a) La composicion general del microbioma intestinal

El dominio mas estudiado que se encuentra en el microbioma intestinal es “bacteria”. Se ha
demostrado que la presencia de algunos filos, familias, géneros y especies en el intestino
grueso se asocian con un riesgo aumentado o disminuido de desarrollar ciertas enfermedades
y con el estado de salud general del hospedero (Figura 3) 7782,

Los filos bacterianos mas importantes que se encuentran en el intestino humano son:
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Cyanobacteria,
Verrumicrobia y Spirochaetes 8 de los anteriores, los mas abundantes son Firmicutes y
Bacteroidetes que representan a mas del 87% de la microbiota intestinal total 8387,

27



b) Factores que modifican el microbioma intestinal

Existen un amplio rango de factores que influencian la microbiota y el microbioma intestinal,
(Figura 3). Los factores que pueden modificar la microbiota se pueden clasificar como no
modificables: incluyendo la genética del hospedero %, la colonizacién temprana 8, la
alimentacion temprana 2%°9°1 situacidon habitacional %2, tener hermanos mayores 7’6,
mascotas &, el consumo de ciertos medicamentos, especialmente antibidticos %3, y los
factores modificables como la dieta y el estilo de vida en general 4,

Dentro de los factores modificables, la dieta, especialmente los hidratos de carbono
contenidos en ella parecen tener un efecto significativo en la modulacidon del microbioma
intestinal *°.

Factores que pueden modificar el microbioma intestinal

cailbdavin  Actividad fisica (Mailing

* Enfermedad de Chron etal2019)
(Henke et al 2019) estado de salud

* Enfermedad Celiaca \|
(Rubin etal 2019)
a genética del  Estudios elaborados en

hospedero gemelos resaltan la
e Composicion de la dieta d importancia de la
2 ieta — - . A :
patrones alimentarios Microbioma ggr;z;lca (Goodrich et al
(Sekirov et al 2010) intestinal
. colonizacién  Nacimientoy lactancia
¢ temprana (Martin et al 2016)
*/ Comunicacion eje intestino/cerebro ~»
bidireccional entre el
intestino y el cerebro
(Osadchiy et al. 2019)
medicamentos e Uso de antibidticos y
Factores modificables otros medicamentos

(Ramirez et al 2020)

Figura 3: Factores que pueden modificar el microbioma intestinal %6

2.4. Hidratos de carbono
2.4.1 Clasificacion general de los hidratos de carbono

Los hidratos de carbono son la fuente principal de energia para los seres humanos, debido a
que estas sustancias son relativamente faciles de romper y obtener energia de ellas
comparadas con otros macronutrimentos °.
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Su férmula general es Cn(H,0)»; sus propiedades quimicas, fisicoquimicas y biolégicas estan
determinadas por su estructura molecular. Por ejemplo, la celulosa y el almidén son ambos
polimeros de glucosa, pero sus diferentes estructuras moleculares resultan en propiedades
diferentes, afectando incluso su digestibilidad. Para efectos de esta tesis se utilizaran las
clasificaciones de Toussaint y col °7 y de Leong y col ° que dividen a los hidratos de carbono
en azUcares, oligosacdridos y polisacdridos. También se tomarda en cuenta la clasificacidon de
Sajilata y col °® para 29los azlcares simples, (Figura 4).

Clasificacion general de los hidratos de carbono

Monosacdridos Disacdridos
1unidad

2 unidades
* Fructosa
* Glucosa

* Galactosa
* Xilosa

 Lactosa
* Maltosa
* Sacarosa

Azicares Almidén
simples Polimeros de glucosa

* Amilosa-

¢ Amilopectina

Cadenas cortas de o
monosacaridos Hidratos de Hidratos de carbono
« Rafinosa complejos/

+ Estaciosa Oligosacéridos carbono
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u Almidén resistente
+ Oligofructanos

Polisacdridos Polimeros de glucosa

almidones con
componentes solubles

* RS1-Fisicamente inaccesible
* RS2- Granulgs no gelathi:ados
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o Celulosa lipido

* Glucdgeno
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* Pectin

* Arabinoxilanos
* B-glucanos

* Xiloglucanos

Figura 4: Clasificacion general de los hidratos de carbono %

a) Azucares (monosacdridos y disacaridos)

Los azucares son hidratos de carbono simples que se absorben en los primeros minutos tras
la ingesta. Los monosacdridos y disacaridos son tipos de hidratos de carbono simples, que
estdn compuestos de una o dos moléculas de azlcares. Los ejemplos mas comunes de
monosacaridos son la glucosa y la fructosa, mientras que los ejemplos mas comunes de
disacéridos son la sacarosa (azucar de mesa) y la lactosa °.

Estos compuestos se encuentran cominmente en frutas y son absorbidos por el intestino
delgado como una fuente inmediata de energia. Los disacdridos normalmente son
hidrolizados por las enzimas presentes en el intestino delgado, pero en los casos que estas
enzimas no se encuentren disponibles, por ejemplo, en el caso de la intolerancia a la lactosa
cuando hay una deficiencia de la enzima lactasa, estos compuestos llegaran al intestino
grueso, en donde serdn degradados por la microbiota intestinal *°.
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b) Oligosacaridos

Los oligosacaridos, como la inulina y los fructanos, se encuentran en fuentes vegetales y no
son digestibles por las enzimas humanas presentes en el intestino delgado. En cambio, estos
compuestos llegan al intestino grueso sin dirigir, en dénde su hidrdlisis depende de las
enzimas denominadas glucdsido hidrolasas (GHs) producidas por la microbiota intestinal. Es
decir, no son digeridas por los humanos, sino fermentadas por la microbiota intestinal 1%,

c) Polisacaridos-no almidones con componentes solubles

A este grupo de polisacaridos se les conoce como fibras solubles, en esta clasificacion se
encuentra la pectina, que es un polisacarido soluble en agua, se encuentran en las paredes
celulares de los vegetales, pueden ser parcialmente hidrolizadas por enzimas humanas en el
intestino delgado, pero, casi en todas las ocasiones, una parte importante llega al colon 1°%,
algo similar sucede con los beta glucanos, polisacaridos no amilaceos que se encuentran en
cereales como el trigo, centeno y la avena. Los arabinoxilanos y xiloglucanos son hidratos de
carbono compuestos que también se encuentran en fuentes vegetales y llegan al intestino
grueso sin digerir.

d) Polisacaridos-no almidones insolubles

Los polisacaridos no almidones o no amilaceos, como la quitina, pueden no ser digeribles por
los seres humanos ni por la microbiota intestinal y salen del tracto gastrointestinal intactos,
contribuyendo en el proceso de digestion Gnicamente de manera fisica 102,

e) Almidones y almidones resistentes

Los almidones pueden ser los hidratos de carbono mds comunes, contrario a lo que
anteriormente se pensaba no todos los almidones son digeridos facilmente en el tracto
gastrointestinal humano. De acuerdo con Sajilata y col %8 los hidratos de carbono se pueden
clasificar segun el tiempo que se requiere para realizar su hidrolisis enzimatica.

e Almidones rapidamente digeribles — Se hidrolizan en menos de 20 minutos de
digestion enzimatica.

e Almidones lentamente digeribles — Se absorben en el intestino delgado,
hidrolizdandose en menos de 100 minutos de digestion enzimatica.

e Almidones resistentes — No se hidrolizan tras 120 minutos de incubacion enzimatica.
Estos pueden ocurrir de manera natural, como en el caso del almidén de papa 13, pero
también pueden ocurrir como resultado del procesamiento de alimentos, tanto en la
transformacién causada por diferentes técnicas culinarias, como en los tipos de
procesamiento que se utilizan a nivel industrial. Existen cinco tipos de almidones
resistentes, dependiendo de la razén por la cual, dicha molécula resiste la hidrdlisis °.
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o Tipo 1: Se encuentra protegido por la matriz del alimento.

Tipo 2: No ha sido gelatinizado.

o Tipo 3: Ha sido retrogradado debido a cambios de temperatura, por ejemplo,
procesos de calentamiento y enfriamiento en multiples ocasiones.

o Tipo 4: Ha sido modificado quimicamente, ahora tiene enlaces que no son a 1-
4 ni a 1-6, lo que hace que las enzimas presentes no sean capaces de
degradarlo.

o Tipo 5: Son hidratos de carbono que se encuentran unidos a otros compuestos,
por ejemplo, lipidos formando complejo amilosa-lipido %4,

©)

2.4.2. Los hidratos de carbono como componentes de los alimentos

Historicamente, los alimentos con un alto contenido de hidratos de carbono (cereales,
tubérculos, leguminosas, frutas y vegetales, asi como otros alimentos con un contenido
interesante de hidratos de carbono como los hongos (macromicetos y micromicetos), las
algas y alimentos de origen animal, sin parte importante de la dieta humana. En algunos
casos, estas fuentes de hidratos de carbono se han convertido en parte de la cultura
gastrondmica tradicional o incluso han sido adoptados por la medicina tradicional 1%,

En afos recientes, el efecto del consumo de hidratos de carbono sobre la salud, asi como
sobre el microbioma intestinal y las interacciones que puede generar con el hospedero, ha
ganado la atencién de investigadores en el ambito de la medicina y la nutricién. Existe un
creciente interés en estudiar los hidratos de carbono que se encuentran en fuentes
alimentarias variadas, tales como cereales, tubérculos y leguminosas que se cocinan vy
procesan en diferentes formas, asi como aquellos que se consideran ingredientes bioactivos
y aquellos que se utilizan como aditivos alimentarios 1°.

a) Hidratos de carbono como componentes funcionales o bioactivos

Los compuestos bioactivos son sustancias que tienen un efecto sobre las funciones biolédgicas
y metabdlicas, teniendo el potencial de impactar la salud humana de manera positiva 1.

Como un resultado del avance en las tecnologias para el procesamiento de alimentos y la
evolucidn de la medicina tradicional, en la actualidad, existen ciertos hidratos de carbono que
se incorporan a los alimentos como ingredientes funcionales, esperando que traigan consigo
un beneficio para el consumidor %7,

Varias especies vegetales y de hongos macromicetos han sido consideradas por su potencial
para sanar o tratar ciertos padecimientos y se han convertido en parte de la medicina
tradicional de diferentes culturas, tales como Dendrobium sonia 1%, algas marinas'® ,
extractos de pepinos de mar 19 H. undatus !, entre otros. En algunos casos, estas sustancias
también se agregan a los alimentos o suplementos para obtener beneficios a la salud. El
interés cientifico por estas sustancias ha aumentado llevando a descubrir que, en algunos
casos, como los antes mencionados, algunas de estas sustancias pueden estar generando

cambios en el ambiente gastrointestinal e influenciando la salud del hospedero.
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Algunos de los carbohidratos funcionales que han sido estudiados como moduladores del
microbioma intestinal son:  H. undatus 1, Artemisia ordosica *'2, Cyclocarya paliurus 113,
Enteromorpha clatharata 14, y el sulfato de condroitina un polisacarido de origen animal que
se encuentra cominmente en el tejido conectivo de los animales 11°,

b) Hidratos de carbono como aditivos alimentarios

Los aditivos alimentarios, son sustancias que modifican alguna propiedad de los alimentos, ya
sean sus caracteristicas sensoriales o de conservacion. Existe un amplio rango de hidratos de
carbono utilizados como aditivos alimentarios para modificar las propiedades fisicas de los
alimentos procesados, tales como viscosidad, textura, capacidad de formar geles,
emulsionantes, estabilizantes, control de cristalizacidn entre otros. Estos hidratos de carbono
forman polimeros largos que se clasifican como hidrocoloides 1°.

Estos hidrocoloides a base de hidratos de carbono han sido evaluados en busqueda de efectos
toxicoldgicos y aprobados por entidades internacionales, estableciendo su ingesta diaria
admisible o dejandola libre cuando la sustancia se considera segura GRAS, por sus siglas del
inglés Generally Recognized As Safe 117118 Algunos ejemplos son la goma guar 11°, almidén de
taro /3, pectina 2%, almidon de papa 21, y el almidon transglicosilado 122,
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3. Metodologia

3.1. Parte 1 Revision sistematica
3.1.1. Estrategia de busqueda

La revisidn sistematica se llevé a cabo utilizando la herramienta SPIDER *81°  que es un marco
para sintetizar la evidencia cualitativa, que se utiliza para revisiones sistematicas,
particularmente en ciencias sociales y en investigacion de salud. Se eligié esta herramienta,
debido a que permite realizar revisiones sistematicas de estudios cuyos resultados no pueden
ser comparados de forma directa y numérica, como se puede observar en la Tabla 1 en dénde
se explica a detalle su funcionamiento. El fendmeno de interés son los posibles cambios que
pueden ocurrir en el microbioma intestinal cuando los hidratos de carbono (oligosacaridos y
polisacaridos) con diferentes propiedades, funciones y origenes son consumidos.

El disefio de la revisidn incluye estudios que se llevaron a cabo hasta cinco afos antes de la
fecha de inicio de la revisidon debido a que la comparabilidad de los resultados no podia
asegurarse previo a este tiempo, dado que las técnicas de secuenciamiento y las bases de
datos utilizadas como referencia para elaborar el analisis taxondmico han cambiado
significativamente en los ultimos afos.

Adicionalmente, los tiempos de intervencién menores a 14 dias de consumo continuo del
hidrato del carbono seleccionado en cada estudio, se excluyeron para asi asegurar que se
observan las variaciones en la microbiota intestinal o fecal de forma adecuada tomando como
referencia el analisis de Schlomann y col, 2019 123, Los articulos que analizan el consumo de
monosacaridos y disacaridos también se excluyeron, pues estas sustancias son digeridas antes
de llegar al intestino grueso y los mecanismos por los que podrian modificar el microbioma
intestinal son mucho mas complejos y deben analizarse desde el punto de vista
metaboldomico. También se excluyeron todas las intervenciones que usaban aditivos cuya
composicion no fuera de oligosacaridos o polisacaridos.

Se incluyeron en la seleccion unicamente los articulos, que aparecieron en la busqueda, que
involucraban a humanos o a mamiferos en el laboratorio que pudieran proveer informacion
relevante y comparable con la microbiota intestinal humana. Los estudios en neonatos se
excluyeron, con el objetivo de comparar Unicamente microbiotas maduras. Los modelos
realizados en padecimientos especificos sin un grupo de intervencidn sano, también fueron
excluidos para evitar variables confusoras. Asi mismo, los articulos de revisidn, aquellos que
utilizaron técnicas in vitro o aquellos con propdsitos veterinarios también fueron excluidos.

Para los propodsitos de esta revision, solo aquellos articulos con metodologias de

secuenciacion masiva, tales como 16S rRNA o secuenciacion de genoma completo fueron
incluidos.
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Tabla 1: Descripcién de la herramienta SPIDER

DESCRIPCION DE HERRAMIENTA SPIDER

S

Muestra
(Sample)
Fenémeno
interés
(Phenomenon
interest)

Disefio
(Design)

Evaluacion
(Evaluation)
Tipo
investigacion
(Research type)

Muestras de microbiota fecal o intestinal de humanos o animales
relevantes para estudios preclinicos en humanos
de Investigar los cambios que ocurren en la composicion del
microbioma intestinal relacionados con intervenciones dietéticas
of con diferentes oligosacdridos y polisacaridos que se pueden
encontrar de forma natural en los alimentos, son afiadidos como
aditivos alimentarios o se consideran ingredientes funcionales que
se encuentran en la naturaleza.
Criterios de inclusion:

O

Articulos escritos en inglés publicados en los ultimos cinco
afios (previo a la realizacion de la busqueda).

Estudios preclinicos (en modelos murinos) o clinicos
(modelos humanos).

Estudios que tienen grupos experimentales con individuos
sanos, excluyendo aquellos en los que todos los grupos de
intervencidn tienen patologias intrinsecas o estas han sido
generadas para el modelo experimental mediante
modificacion genética, administracion de sustancias o
intervenciones en la dieta.

Disefio experimental con un periodo minimo de
intervencién de 14 dias incluyendo el hidrato de carbono
en la dieta.

Uso de técnicas moleculares para secuenciamiento tales
como 16S rRNA o secuenciamiento de genoma completo.

Criterios de exclusion

(@)
(@)

Estudios elaborados en neonatos.

Intervenciones que utilicen mono y disacdridos como
intervencién experimental

Estudios cuya intervencion se relacione con aditivos
alimentarios que no sean polisacaridos.

Articulos de revision y modelos que usan técnicas in vitro
Estudios clinicos con enfoque veterinario

Articulos que se llevaron a cabo en modelos de enfermedad
sin un grupo sano con la intervencion.

Composicion del microbioma fecal o intestinal.

de Cuantitativa
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3.1.2. Busqueda

La busqueda se redacté de la siguiente forma:

((((“gut microbiome”[Title]) OR (“gut microbiota”[Title]) OR (faecal microbiota[Title]) OR
(faecal microbiome([Title]) OR (fecal microbiota[Title]) OR (fecal microbiome[Title]) ) AND (
(food additive[Title]) OR (dietary fiber[Title]) OR (polysaccharide[Title]) OR
(polysaccharide[Title]) OR (oligosaccharide([Title]) OR (starch[Title]) OR (maltodextrin[Title])
))) NOT (“in vitro”[Title]) NOT (review(Title]).

Se llevd a cabo el dia 09/03/2021 utilizando dos bases de datos diferentes: Scopus y PubMed,
de acuerdo con las recomendaciones de Siddaway y col, 2019 .

Se generd una visualizacion del panorama cientifico utilizando el software VOSviewer
software Mac version 1.6.16 124125 para analizar los resimenes o “abstracts” obtenidos de la
busqueda y visualizar las palabras clave mas importantes.

3.1.3. Tamizaje

Los articulos duplicados se eliminaron y aquellos que permanecieron fueron eliminados y
aquellas entradas restantes fueron revisadas para verificar que el titulo y la metodologia
fueran acorde con el interés y objetivo del articulo cientifico. Aquellos articulos restantes
fueron filtrados de acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion (Tabla 1).

3.1.4. Sintesis de la informacion y categorizacion de las variables

Los articulos que cumplieron con los criterios de inclusién y no tuvieron ninguno de los
criterios de exclusién fueron leidos a profundidad para comprender la metodologia de
investigacidn, la intervencién dietética, la fuente de los hidratos de carbono y los resultados
obtenidos de dicha intervencion.

Posteriormente los articulos se etiquetaron para categorizar la informacién de acuerdo con
la funcién o funciones de los hidratos de carbono (componente de los alimentos, aditivo
alimentario o hidrato de carbono funcional). También se clasificaron tomando en cuenta las
propiedades y estructura quimica de los hidratos de carbono presentes en dicha intervencion.

Finalmente, se tomaron los datos de las bacterias o taxones reportados a nivel de filo, orden,
familia, género y especie cuya abundancia relativa fue significativamente diferente del grupo
control.

Subsecuentemente, esta informacién se categorizé en variables binarias para asi, comparar

los estudios que cumplieron con los criterios antes establecidos, y sobrellevar las diferencias
metodoldgicas que existieron entre ellos.
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Para los propdsitos de este estudio, las variables se dividieron en dos clasificaciones
principales:

- Variables predictivas: Son las que se definieron como variables independientes y se
subdividen en dos categorias:

= Tipo 1: Uso del hidrato de carbono: aditivo alimentario, hidrato de carbono
funcional o componente de los alimentos.

= Tipo 2: Descripcion general del hidrato de carbono: polisacarido sulfatado,
fructano, inulina, oligosacarido, polisacarido, almidén, almidén gelatinizado,
almiddn resistente, fibra soluble, fibra insoluble y capacidad antioxidante.

- Variables de respuesta o variables tipo 3: estas son las variables de diversidad
bacteriana (BDV) por sus siglas en inglés “Bacterial Diversity Variables”. Se definen
como taxones bacterianos cuya abundancia relativa mostré un cambio significativo
comparado con el grupo control tras la intervencion.

Las variables independientes se transformaron en variables binarias mediante un proceso de
binarizacidn, en el que la presencia de ese uso o caracteristica del hidrato de carbono se le
asigno el valor de uno “1” y a la ausencia se le asigno el valor de cero “0”.

Estas variables no se definieron como mutuamente excluyentes, por ejemplo, una
intervencion puede contener un alimento especifico que sea rico en almiddn, pero al mismo
tiempo rico en inulina. Otro ejemplo seria que un hidrato de carbono especifico puede ser
utilizado como aditivo alimentario, pero también puede encontrarse de forma natural dentro
de algun alimento.

En cuanto a las variables de diversidad bacteriana (BDV) cada una se subdividié en dos
categorias, el aumento y la disminucién de dicho taxon bacteriano al comparar al grupo
experimental con el grupo control, de este modo se logrd la creacién de una tabla que
contiene unicamente variables binarias.

Las BDV que Unicamente aparecieron en uno de los 47 articulos fueron excluidas, debido a
gue no se contaban con datos suficientes para llevar a cabo el analisis estadistico sobre ellas.
Para efectos de este trabajo, se definirda un “Bin” como la coocurrencia de una variable
predictiva y de una variable de respuesta.
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3.1.5. Analisis estadistico y co-ocurrencia de variables categdricas

Finalmente, un analisis de WoE-IV se llevd a cabo, utilizando cada BDV como variable de
respuesta y las variables tipo 1 y 2 como variables predictivas. Los resultados de IV se
obtuvieron para cada par de variables y aquellos con un valor de IV arriba de 0.5 y al menos
dos bins se discutieron de forma profunda.

El andlisis estadistico y matematico se llevd a cabo utilizando Python 3.10.4 %6 y se
implementd a través de un Jupyter notebook 1?7, Se utilizaron las librerias para Python Pandas
128 para poder trabajar con la tabla de los datos y Numpy !?° para realizar los calculos
matematicos.

Utilizando el siguiente cédigo desarrollado en colaboracién con el Dr. José Gustavo Fuentes
Cabrera.

df.columns=[ "additive', 'functional', 'food', 'mushroom', 'antioxidant', 'sulfated’, 'fr
uctan', 'inulin', 'oligosaccharides', 'polysaccharides"', 'starch', 'gelatinized_starch’
, 'resistant_starch', 'insoluble_fiber', 'soluble_ fiber', 'bacteroidetesfirmicutes','d
isminucion_firmicutes/bacteroidetes', 'firmicutes/bacteroidetes', 'disminucion_Actin
obacteria', 'Actinobacteria’, 'Actinobacteria_Bifidobacterium', 'disminucion_bacteroi
detes', 'Bacteroidetes’', 'Bacteroidetes_odoribacter', 'disminucion_Bacteroidetes_Bact
eroidales_oscillospira', 'Bacteroidetes Bacteroidales oscillospira’', 'disminucion_Ba
cteroidetes Oscillospira_Ruminococcus', 'Bacteroidetes_Oscillospira_Ruminococcus','
Bacteroidetes_ Alistipes', 'disminucion_Bacteroidetes _bacteroides', 'Bacteroidetes
_bacteroides', 'Bacteroidetes_prevotellaceae', 'Bacteroidetes Prevotellaceae_prevote
11a', 'disminucion_Firmicutes','Firmicutes’', 'disminucion_Firmicutes_Enterococcus',"
Firmicutes_Enterococcus', 'disminucion_Firmicutes_lactobacillus', 'Firmicutes_lactob
acillus', 'Firmicutes_Clostridia’, 'disminucion_Firmicutes_Clostridium’', 'Firmicutes_
Clostridium', 'disminucion_Firmicutes_Lachnospiraceae_blautia', 'Firmicutes_Lachnosp
iraceae_blautia', 'disminucion_Firmicutes_Ruminococcaceae', 'Firmicutes_Ruminococcac
eae', 'Firmicutes_Ruminococcaceae_Faecalibacterium', 'disminucion_Firmicutes_Coproco
ccus', 'Firmicutes_Coprococcus', 'disminucion_Firmicutes_Lachnospira','Firmicutes_La
chnospira', '"disminucion_Firmicutes_Lachnospiraceae_unclassified', 'Firmicutes_Lachn
ospiraceae_unclassified', 'disminucion_Firmicutes_Anaerostipes','Firmicutes_Anaeros
tipes','Firmicutes_Roseburia', 'disminucion_Firmicutes_Turicibacter', 'Firmicutes_Tu
ricibacter', 'dsminucion_Proteobacteria', 'Proteobacteria', 'disminucion_Proteobacter
ia_Sutterella’, 'Proteobacteria_Sutterella', 'disminucion_Proteobacteria_Desulfovibr
io', 'Proteobacteria_Desulfovibrio', 'disminucion_Proteobacteria_ Helicobacter', 'Prot
eobacteria_Helicobacter', 'disminucion_Tenericutes', 'Tenericutes', 'disminucion_Verr
ucomicrobia_Akkermansia', 'Verrucomicrobia_ Akkermansia', 'Verrucomicrobia
_Akkermansia _muciniphila']

objetivo = 'Actinobacteria_Bifidobacterium’
predictoras = [c for c¢ in df.columns if c!=objetivo]

def calculo_valor_informacion(df,variable,objetivo):
aux = df[[variable,objetivo]].copy().assign(n=1)
aux =
aux.pivot_table(index=variable,columns=objetivo,values="n',aggfunc="sum',fill_valu
e=0)
for i in range(2):
aux[i]/=aux[i].sum()

aux['woe'] = np.log(aux[@]/aux[1])
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aux['iv'] = (aux[@]-aux[1])*aux[ 'woe"]
return variable,aux['iv'].sum()

IV = pd.DataFrame(map(lambda
variable:calculo_valor_informacion(df,variable,objetivo),
predictoras),columns=["predictora’, 'valor de la informacién'])

IV.replace({np.inf:np.nan}).dropna().sort_values(by="valor de 1la
informacién',ascending=False)

3.2. Parte 2 Analisis bioinformatico de microbioma intestinal
de una base de datos publica generada a partir de una
intervencion murina con Fructooligosacaridos y extracto de
H. undatus

3.2.1. Seleccion de base de datos a trabajar

A partir de los articulos que formaron parte de la revisidn sistematica, se seleccioné una base
de datos publica a la que se tuviera facil acceso y el método de secuenciamiento fuera 16S
rRNA a modo de contar con el poder de cémputo necesario para elaborar un algoritmo que
permitiera el andlisis de los diferentes indices de alfa y beta diversidad, asi como la asignacién
taxondmica utilizando la base de datos SILVA 132 1358,

EI38 articulo 38cuya base de datos se utilizé fue “Effects of Plant Oligosaccharides Derived
from Dragon Fruit on Gut Microbiota in Proximal and Distal Colon of Mice” !, un estudio
publicado en 2020 en el cual se trataron 25 ratones divididos en 5 subgrupos segun la dosis y
tipo de polisacdridos de intervencion.

e Grupo 1: Control, se administré agua destilada (DW), por sus siglas en inglés

e Grupo 2: Fructooligosacéridos (FOS), por sus siglas en inglés 1000 mg/kg (FOS 1000)

e Grupo 3: Oligosacaridos de fruto del dragdn o H. undatus (DFO), por sus siglas en inglés 100
mg/kg (DFO 100)

e Grupo 4: Oligosacaridos de fruto del dragdn o H. undatus 500 mg/kg (DFO 500)

e Grupo 5: Oligosacaridos de fruto del dragén o H. undatus 1000 mg/kg (DFO 1000)

En el articulo se utilizé el método de secuenciacién lllumina Miseq'* y la base de datos
Greengenes para asignar taxonomia >,
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3.2.2. Obtencidn y organizacion de los datos

De acuerdo con lo mencionado en el articulo, los datos se encontraron en el repositorio de
NCBI SRA con el ndmero de acceso PRJNA516321
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=PRINA516321, Unicamente se trabajé con los
datos disponibles en la pagina antes mencionada.

Se cred una tabla para el uso de los datos, tomando en cuenta el tiempo de exposicion a la
intervencion y el grupo al que pertenecia cada muestra/individuo, (Tabla 5 en la seccién de
resultados).

3.2.3. Desarrollo de algoritmo computacional para analisis del microbioma

a) Preparacion de los datos

Para el desarrollo del algoritmo se utilizé el software QIIME2 version 2023.7 1720

Los datos, obtenidos del repositorio del NCBI en el formato fastq.gz, se importaron al software
con el siguiente algoritmo:

giime tools import \
--type ‘SampleData[SequencesWithQuality]’ \
--input-path manifest.tsv \
--output-path single-end-demux.qza \
--input-format SingleEndFastqManifestPhred33v2

Los datos que se obtuvieron fueron sencillos “single-end”, es decir solamente se obtuvieron
lecturas en una direccién del ADN que va de 5’ — 3’. Posteriormente se generd una tabla con
los datos sintetizados para su analisis con el algoritmo, que generd ademas una visualizacién,
(Tabla 6y Figura 7) en la seccidn de resultados.

Qiime demux summarize \
--i-data single-end-demux.qza \
--0-visualization demux

Posteriormente se estandarizd la longitud de las lecturas a 300 bases nitrogenadas, se filtrd
la calidad, se removieron todas las lecturas con alta probabilidad de ser quimeras (secuencias
ensambladas de forma errénea durante la secuenciacidon) y se obtuvo una tabla de
“secuencias significativas”, es decir aquellas que pasaron el proceso de filrado, con el
programa denoise-16s 130,
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Qiime deblur denoise-16S \
--i-demultiplexed-seqs single-end-demux.qza \
--p-trim-length 300 \
--p-sample-stats \
--p-jobs-to-start 32 \
--o-stats deblur-stats.qza \
--o-representative-sequences rep-seqs-deblur.qza \
--o-table table-deblur.qgza

Se obtuvo una visualizacion de los nimeros de secuencias que se perdieron en cuanto a
tamanio, y probabilidad de quimera, asi como las frecuencias de cada lectura:

giime deblur visualize-stats \
--i-deblur-stats deblur-stats.qza \
--0-visualization deblur-stats.qzv

Se generd una tabla con las secuencias representativas:

giime feature-table tabulate-seqs \
--i-data rep-seqs-deblur.qza \
--o0-visualization rep-seqs-deblur.qzv

Y unatabla en la que se puede observar el detalle de cuantas veces se observa cada secuencia
representativa en cada muestra:

giime feature-table summarize \
--i-table table-deblur.qgza \
--m-sample-metadata-file metadata2.tsv \
--0-visualization table-deblur2.qzv

Posteriormente se alinearon las secuencias utilizando el programa Mafft 131

Qiime alignment mafft \
--i-sequences rep-seqs-deblur.qza \
--0-alignment aligned_rep_seqs.qza

Se cubrieron las posiciones alineadas que fueron altamente variables, debido a que estas se
considera que generan pérdida de precisidon en el resultado final

Qiime alignment mask \
--i-alignment aligned_rep_seqgs.qza \
--o-masked-alignment masked_aligned_rep_seqs.qza

Se utiliza el programa FastTree para generar un arbol filogenético 32

Qiime phylogeny fasttree \
--i-alignment masked_aligned_rep_seqs.qza \
--o-tree unrooted_tree

El arbol filogenético se centra para asignar una “raiz” en donde se encuentra la mayor
distancia de extremo a extremo

Qiime phylogeny midpoint-root \
--i-tree unrooted_tree.qza \
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--o0-rooted-tree rooted_tree
giime metadata tabulate \

--m-input-file metadata2.tsv \

--0-visualization tabulated-metadata2.qzv

b) Analisis de alfa y beta diversidad

Se analizaron los datos con el programa core-metrics de la siguiente manera para el andlisis
de la beta diversidad, se dividieron las muestras primero segln el hidrato de carbono
administrado y posteriormente segun el grupo experimental al que pertenecen:

giime diversity core-metrics-phylogenetic \

--i-phylogeny rooted_tree.qza \
--i-table table-deblur.qza \
--p-sampling-depth 2500 \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--output-dir core_metrics_results2

A modo de obtener las siguientes métricas:

O

O O O O O O O O O O o o o o o o

Tabla rarificada

indice de Faith

Vector de caracteristicas observadas
Indice de Shannon

indice de uniformidad

Unifrac ponderado

Unifrac no ponderado

indice de Jaccard

Distancia de Bray-Curtis

ANCOM de unifrac no ponderado
ANCOM de unifrac ponderado
ANCOM Jaccard

ANCOM Bray Curtis

Grafica tridimensional de no ponderado

Gréfica tridimensional de unifrac ponderado
Grafica tridimensional de Indice de Jaccard
Gréfica tridimensional de la distancia de Bray-Curtis

Alfa diversidad utilizando el indice de Faith

Para el analisis de alfa diversidad se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis

133

, que es un analisis

de varianza para datos no paramétricos, para todos los grupos y para cada grupo. Se analizo
la significancia estadistica del indice de Faith usando el siguiente programa:
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giime diversity alpha-group-significance \

--i-alpha-diversity core_metrics_results2/faith_pd_vector.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--0-visualization core_metrics_results2/faith_pd_group_significance

Alfa diversidad basada en el nimero de secuencias observadas

Se analizd la alfa diversidad basandose en las secuencias observadas sobre el total de las
secuencias significativas, ya filtradas, y realizando una prueba de Kruskal-Wallis 133 para todos
los grupos y comparando cada grupo de la siguiente forma:

giime diversity alpha-group-significance \

--i-alpha-diversity core_metrics_results2/observed_features_vector.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--0-visualization core_metrics_results2/observed_features_group_significance

Alfa diversidad basada en el indice de uniformidad de las secuencias

Se analizé la alfa diversidad basandose en la uniformidad de las secuencias observadas y
realizando una prueba de Kruskal-Wallis 133 para todos los grupos y comparando cada grupo
de la siguiente forma:

giime diversity alpha-group-significance \

--i-alpha-diversity core_metrics_results2/evenness_vector.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--0-visualization core_metrics_results2/evenness_significance

Alfa diversidad utilizando el indice de Shannon

Se obtuvo el indice se Shannon y se analizé la diferencia entre las muestras realizando la
prueba de Kruskal-Wallis 33 para todos los grupos y comparando cada grupo de la siguiente
forma:

giime diversity alpha-group-significance \

--i-alpha-diversity core_metrics_results2/42urtis42_vector.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--0-visualization core_metrics_results2/42urtis42_significance

Analisis de rarefaccion

El calculo y andlisis de la alfa rarefaccidn se utilizé para determinar si la profundidad de
secuenciamiento y de analisis fue la adecuada

Qiime diversity alpha-rarefaction \

--i-table core_metrics_results2/rarefied_table.qza \
--i-phylogeny rooted_tree.qza \

--p-max-depth 2500 \

--m-metadata-file metadata3.tsv \

--0-visualization 42urti-rarefaction.qzv
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PERMANOVA

Es un método no paramétrico para la comparaciéon de agrupaciones multivariantes,
aprovecha permutaciones para buscar diferencias entre las medidas centrales de los grupos,
sin depender de la normalidad de los datos.

Se hace generando una matriz de la medida de distancia (en este caso las medidas de beta
diversidad) de datos multivariables. En segundo lugar se divide la varianza total de los datos
en componentes atribuidos a los diferentes grupos. Posteriormente se realiza un niumero
limitado de permutaciones (en este caso 999) de los grupos para crear una distribucién
estadistica (Pseudo F) bajo la hipétesis nula (no hay diferencia significativa entre los grupos).
Cada permutacion implica barajear las etiquetas de los grupos y recalcular Pseudo F.

Pseudo F es similar a la estadistica F en el ANOVA pero se basa en las distancias entre los
datos. Finalmente se calcula el Valor P en el que se comparan las estadisticas pseudo F de
todos los datos con la distribucidon de las Pseudo F de las permutaciones. El valor P es la
proporcidn de estadisticas Pseudo F permutadas que son iguales o mayores que la original.
En general se rechaza la hipdtesis nula cuando el valor P es menor o igual a 0.05

El Unico supuesto de este modelo es que los datos dentro de cada grupo son intercambiables
bajo una hipodtesis nula, es decir las observaciones son independientes y tienen distribuciones
similares. Es un método relativamente sencillo de interpretar ya que prueba directamente la
hipdtesis nula comparando los datos originales con una distribucidn de referencia generada
a través de permutaciones.

Beta diversidad usando la distancia de Bray-Curtis

La Beta diversidad se analizd con los siguientes algoritmos, es importante formar conjuntos
de muestras para este tipo de analisis, en este caso las muestras se agruparon de dos formas,
segun el grupo experimental y segun el polisacarido administrado en la intervencién. Para el
analisis de la distancia de Bray-Curtis se generd el siguiente algoritmo. La prueba utilizada
para determinar si existe diferencia entre los grupos con significancia estadistica fue la
PERMANOVA 134 el uso de esta prueba estadistica (ANOVA con permutacion) se debe a que
las medidas de Beta diversidad son medidas de distancia entre muestras en el arbol
filogenético, evitando hacer suposiciones de normalidad u homogeneidad de varianzas.
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Qiime diversity beta-group-significance \

--i-distance-matrix core_metrics_results2/bray_curtis_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--m-metadata-column FOS/DFO \

--0-visualization bray_curtis-poli-significance.qzv

giime diversity beta-group-significance \

--i-distance-matrix core_metrics_results2/bray_curtis_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--m-metadata-column Group \

--0-visualization bray_curtis-group-significance.qzv

Beta diversidad usando el indice de Jaccard

Se obtuvo el indice de Jaccard, y se analizd la diferencia entre los conjuntos de muestras
realizando una PERMANOVA 134 para todos los conjuntos y comparando entre ellos de la
siguiente forma:

giime diversity beta-group-significance \

--i-distance-matrix core_metrics_results2/jaccard_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--m-metadata-column FOS/DFO \

--0-visualization jaccard-poli-significance.qzv

giime diversity beta-group-significance \

--i-distance-matrix core_metrics_results2/jaccard_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--m-metadata-column Group \

--0-visualization jaccard-group-significance.qzv

Anadlisis de beta diversidad usando la distancia Unifrac no ponderada

Se obtuvo la distancia, y se analizé la diferencia entre los conjuntos de muestras realizando
una PERMANOVA 134 para todos los conjuntos y comparando entre ellos de la siguiente forma:

giime diversity beta-group-significance \

--i-distance-matrix core_metrics_results2/unweighted_unifrac_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--m-metadata-column FOS/DFO \

--0-visualization unweighted-unifrac-poli-significance.qzv

giime diversity beta-group-significance \

--i-distance-matrix core_metrics_results2/unweighted_unifrac_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--m-metadata-column Group \

--0-visualization unweighted-unifrac-group-significance.qzv
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Anadlisis de Beta diversidad usando la distancia Unifrac ponderada

Se obtuvo la distancia, y se analizé la diferencia entre los conjuntos de muestras realizando
una PERMANOVA 134 para todos los conjuntos y comparando entre ellos de la siguiente forma:

giime diversity beta-group-significance \

--i-distance-matrix core_metrics_results2/weighted_unifrac_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--m-metadata-column FOS/DFO \

--0-visualization weighted-unifrac-poli-significance.qzv

giime diversity beta-group-significance \

--i-distance-matrix core_metrics_results2/weighted_unifrac_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \

--m-metadata-column Group \

--0-visualization weighted-unifrac-group-significance.qzv

c) Desarrollo de clasificador de Naive-Bayes para asignar taxonomia utilizando la base
de datos SILVA132

Se utilizé la base de datos SILVA 132 358, utilizando el archivo disefiado especialmente para
el software Qiime 2, se descargaron e importaron los archivos correspondientes a la base de
datos que contiene las secuencias y taxonomia para gen 16S rRNA.

Importacion a Qiime2 del archivo de secuencias de la base de datos

giime tools import \

--type 'FeatureData[Sequence]’ \

--input-path
/Users/lorenapatriciamoraflores/Downloads/SILVA 132 QIIME release/rep_set/rep_set_
16S_only/99/silva_132 99 16S.fna \

--output-path /Users/lorenapatriciamoraflores/dragonfruit/silval32_99

Importacién a Qiime2 del archivo correspondiente a taxonomia de la base de datos

giime tools import \

--type 'FeatureData[Taxonomy]' \

--input-format HeaderlessTSVTaxonomyFormat \

--input-path

/Users/lorenapatriciamoraflores/Downloads/SILVA_132 QIIME_release/taxonomy/16S_onl
y/99/taxonomy_7_ levels.txt \

--output-path
/Users/lorenapatriciamoraflores/dragonfruit/silval32_99_ ref_taxonomy.qza
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Extraccion de las secuencias tomando en cuenta los primers de secuenciacidon que se utilizaron en
la experimentacion

Este paso busca crear secuencias de referencia que tengan una longitud maxima de 300 pares
de bases (bp), se eligié este valor pues al analizar la calidad de las lecturas y alinearlas se
determind que era la longitud idénea. Asi mismo, las lecturas fueron generadas de manera
experimental en la plataforma lllumina, y es el estandar de la longitud de secuencia que se
obtiene.

La longitud de 300 bp es practicamente la misma que mas del 99.9% de las secuencias filtradas
que forman el archivo de secuencias representativas de la experimentacion ©°.

giime feature-classifier extract-reads \
--i-sequences silval32 99.qza \
--p-f-primer CCTACGGGNGGCWGCAG \
--p-r-primer GACTACHVGGGTATCTAATCC \
--p-trunc-len 300 \

--0-reads ref_seqgs

Entrenamiento del clasificador

Se busca entrenar el clasificador utilizando un modelo de Naive-Bayes uno de los modelos de
machine learning o aprendizaje automatizado con menor requerimiento de poder de
computo, pero que busca reducir el tiempo y poder de cOmputo requerido para asignar
taxonomia a cada una de las secuencias . El algoritmo Naive-Bayes es capaz de manejar de
forma eficaz grandes voliumenes de datos categdricos (en este caso secuencias). Se eligio este
método de entrenamiento del modelo pues se adaptaba al poder de cémputo que se tenia
disponible durante la realizacidn de este trabajo.

Qiime feature-classifier fit-classifier-I-bayes \
--i-reference-reads ref_seqgs.qza \
--i-reference-taxonomy silval32 99 ref_taxonomy.qgza \
--0-classifier classifier.qza

d) Analisis taxonémico

Tras obtener el clasificador entrenado utilizando el modelo de Naive-Bayes, se puede
proceder a la asignacidn de taxonomia para cada una de las secuencias presentes en el archivo
rep utilizando el clasificador entrenado a las secuencias representativas:
masked_aligned_rep_seqs.qza 13°

giime feature-classifier classify-sklearn \
--i-classifier classifier.qza \
--i-reads rep-seqs-deblur.qza \
--o0-classification taxonomy.qza

giime metadata tabulate \
--m-input-file taxonomy.qza \
--0-visualization taxonomy.qzv
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Creacion de grafica de barras representando la taxonomia

giime taxa barplot \

--i-table core_metrics_results/rarefied_table.qza \
--i-taxonomy taxonomy.qza \

--m-metadata-file metadata2.tsv \

--0-visualization taxa_bar_plots2.qzv

Analisis de composicion bacteriana por nivel taxonémico

Para este analisis se empled ANCOM “Analysis of compositions of microbioms” 43, el cual fue
aplicado individualmente para cada grupo experimental segun el tipo de polisacarido afiadido
a la dieta. De este modo, se identificaron taxones bacterianos cuya abundancia mostro
diferencias significativas entre los grupos analizados.

ANCOM es un método estadistico utilizado para detectar taxones con abundancia diferente
entre muestras. Se realiza con una tabla de abundancias relativas de taxones de diferentes
muestras, se hace una transformacion logaritmica de dicha tabla utilizando una ANOVA , se
realizan comparaciones pareadas de los rangos logaritmicos entre grupos o condiciones lo
gue resulta en un grupo de pruebas estadisticas pareadas para cada taxon y finalmente se le
aplica una prueba de hipétesis multiple.

Los supuestos de este modelo son que asume que las muestras son independientes. Las
limitaciones de este modelo son su sensibilidad a |la presencia de ceros, lo que requiere filtrar
estos datos, y que se puede requerir un alto poder computacional en bases de datos largas
con demasiados taxones.

En este caso se utilizd ANCOM ya que la base de datos es relativamente pequefia y la cantidad
de ASVs presente es limitada. A pesar de que es un estudio longitudinal, muy pocos ASVs
mostraron diferencias significativas a lo largo del tiempo, a modo que se decidié no realizar
otro tipo de prueba estadistica.

Nivel 2 —filo

giime composition add-pseudocount \
--i-table tabla-nivel-2.qza \
--o-composition-table comp-pseuto-nivel2.qgza

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-nivel2.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column FOS/DFO \
--0-visualization ancom2_poli.qzv

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-nivel2.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column Group \
--0-visualization ancom2_grupo.qzv
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Nivel 3 clase

giime taxa collapse \

--i-table table-deblur.qza \
--i-taxonomy taxonomy.qza \

--p-level 3 \

--0-collapsed-table tabla-nivel-3.qza

giime composition add-pseudocount \
--i-table tabla-nivel-3.qza \
--o-composition-table comp-pseuto-nivel3.qgza

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-nivel3.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column FOS/DFO \
--0-visualization ancom3_poli.qzv

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-nivel3.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column Group \
--0-visualization ancom3_grupo.qzv

Nivel 4 — 6rden

giime taxa collapse \

--i-table table-deblur.qza \
--i-taxonomy taxonomy.qza \

--p-level 4 \

--0-collapsed-table tabla-nivel-4.qza

giime composition add-pseudocount \
--i-table tabla-nivel-4.qza \
--o-composition-table comp-pseuto-nivel4.qgza

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-niveld.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column FOS/DFO \
--0-visualization ancom4 _poli.qzv

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-niveld.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column Group \
--0-visualization ancom4_grupo.qzv
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Nivel 5 — Familia

giime taxa collapse \

--i-table table-deblur.qza \
--i-taxonomy taxonomy.qza \

--p-level 5 \

--0-collapsed-table tabla-nivel-5.qza

giime composition add-pseudocount \
--i-table tabla-nivel-5.qza \
--o-composition-table comp-pseuto-nivel5.qgza

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-nivel5.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column FOS/DFO \
--0-visualization ancom5_poli.qzv

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-nivel5.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column Group \
--0-visualization ancom5_grupo.qzv

Nivel 6 — género

giime taxa collapse \

--i-table table-deblur.qza \
--i-taxonomy taxonomy.qza \

--p-level 6 \

--0-collapsed-table tabla-nivel-6.qza

giime composition add-pseudocount \
--i-table tabla-nivel-6.qza \
--o-composition-table comp-pseuto-nivel6.qgza

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-nivel6.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column FOS/DFO \
--0-visualization ancom6_poli.qzv

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-nivel6.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column Group \
--0-visualization ancom6_grupo.qzv
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Nivel 7 — Especie

giime taxa collapse \

--i-table table-deblur.qza \
--i-taxonomy taxonomy.qza \

--p-level 7 \

--0-collapsed-table tabla-nivel-7.qza

giime composition add-pseudocount \
--i-table tabla-nivel-7.qza \
--o-composition-table comp-pseuto-nivel7.qza

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-nivel7.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column FOS/DFO \
--0-visualization ancom7_poli.qzv

giime composition ancom \
--i-table comp-pseuto-nivel7.qza \
--m-metadata-file metadata2.tsv \
--m-metadata-column Group \
--0-visualization ancom7_grupo.qzv
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4. Resultados

4.1. Parte 1 Revision sistematica

4.1.1. Estrategia de busqueda y busqueda

La estrategia de busqueda lanzé un total de 284 articulos, de los cuales, el motor de busqueda
Scopus mostrd 255 y el motor PubMed 150. De los anteriores, 121 articulos se encontraron
duplicados.

Con los articulos resultantes se obtuvo un modelo de panorama cientifico (Figura 5) , del que
se puede consultar una version interactiva en:
https://app.vosviewer.com/?json=https://drive.google.com/uc?id=1vGFc1sE_zyTH-
uGcevguk1j3PrYp6Gpcq
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Figura 5: Panorama cientifico — Co-ocurrencia de términos que aparecen juntos en los documentos arrojados por los
buscadores. Se pueden observar 4 principales grupos: rojo (microbiota humana), azul (modelos murinos) verde (estudios
metabdlicos) y amarillo (modelos patoldgicos).
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4.1.2. Tamizaje

Un total de 47 articulos se incluyeron en el estudio, es decir tras remover los articulos
duplicados de las dos bases de datos, el 16.5% de los 284 articulos fueron incluidos en el
analisis.

De los articulos resultantes, el 47.2% se excluyeron debido a que el estudio se realizd en un
modelo de enfermedad o problema de salud sin un grupo de intervencién sano del que se
pudieran extraer resultados.

El 13% de los estudios se excluyd debido a que la experimentacidn se llevd a cabo utilizando
técnicas microbioldgicas tradicionales para caracterizar la microbiota intestinal o debido a
gue el tiempo de intervencién fue menor a 14 dias; el 7.7% de los estudios se excluyé debido
a que se llevé a cabo in vitro, el 6.7% de los estudios utilizé6 metodologias con miras a conocer
la microbiota desde un punto de vista veterinario o marino, el 5.6% de las publicaciones
fueron revisiones literarias y el 2.8% de los estudios fueron llevados a cabo en neonatos
humanos, cuya microbiota no es estable y no se puede comparar con un microbioma maduro,
finalmente un articulo no estaba escrito en inglés.

Revision y filtrado de los articulos

Scopus 255
PubMed 150

121
= dsnienicngedad Eliminar duplicados >

e 22invitro

¢ 19 otras especies
e 16 revisiones 37 estudios uso de mono %

¢ 8 neonatal disacaridos,

- intervenciones menores a
47 publicaciones

e 1otros idiomas
* 14 dias y metodologia no

WGS ni 16s rRNA

Figura 6: Revision y tamizaje de los articulos

Algunos ejemplos de estudios que se mostraron en la busqueda, pero no cumplieron con los
criterios de inclusién fueron:

e Estudios sin un grupo de intervencién sano 367140,
e Estudios en bebés recién nacidos 4142,

e Estudios que se llevaron a cabo en otras especies con un punto de vista veterinario
102,143,144
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De los 47 articulos que se incluyeron en la revision,
o 36 fueron estudios en animales, es decir, 75.6% 173111,112,114,115,120-122,145-171
11 fueron estudios en humanos 23.4% 11%172-181  Ademds, 34 de ellos hablan

de hidratos de carbono funcionales (72.4%); 1,73,111,112,114,115,119~
121,145,146,148,150,152,154,155,157-161,163,164,167-170,172-176,179,182

o 31 sobre hidratos de carbono que se encuentran de forma natural en los
alimentos (66%); 1,73,111,114,115,120,121,146,148,150,151,153,155-159,161,162,164,165,168,170,171,173,175-178,181,183 _

o 12 son acerca de hidratos de carbono que se utilizan como aditivos
alimentarios (25 5%) 73,119-122,153,162,164,166,167,173,178

Es importante mencionar que estas tres categorias no son mutuamente excluyentes. Una
sintesis de los articulos evaluados y las razones de exclusion se puede observar en la seccién
de resultados del presente documento (Figura 6).

a) Sintesis de la informacion y categorizacion de las variables

Para la construccidn de la matriz de variables categoricas, las variables tipo 1y 2 se extrajeron
del texto y se incluyeron como posibles variables predictivas (Tabla 2), para el caso de las
variables tipo 3 (BDV) se identificaron un total de 74 variables, sin embargo, 43 de estas
fueron eliminadas del analisis puesto que solamente eran mencionadas en una publicacién,
dejando Unicamente 31 BDV para el andlisis utilizando WoE-IV como posibles variables de
respuesta, (Tabla 3).

Tabla 2: Variables categdricas utilizadas como posibles variables predictivas

TIPO NOMBRE DE LA NUMERO DE REFERENCIAS
VARIABLE APARICIONES
1 Hidratos de carbono 12 73,119-122,153,162,164,166,167,173,178
como aditivos
alimentarios
1 Hidratos de carbono 34 1,73,111,112,114,115,119-121,145,146,148,150,152,154,155,157-161,163,164,167—

como componentes 170,172-176,179,182
funcionales (hidratos

de carbono

funcionales)

1 Hidratos de carbono 31 1,73,111,114,115,120,121,146,148,150,151,153,155—
qUe se encuentran en 159,161,162,164,165,168,170,171,173,175-178,181,183
alimentos de forma
natural

2 Hidratos de carbono 3 157,159,171
provenientes de
hongos

2 HidratOS de Carbono 10 112-114,145,146,148,152,158,159,171
con capacidad
antioxidante reportada
en el articulo original
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TIPO NOMBRE DE LA NUMERO DE REFERENCIAS

VARIABLE APARICIONES
2 Hidratos de carbono 3 115,145,154
sulfatados
2 Fructanos 4 1,172,176,179
2 Inulina 4 149,172,176,179
2 Oligosacaridos 11 1,111,115,120,152,155,163,166,168,170,179
2 Polisacaridos 18 112,114,145,146,148,150,154,157-160,162,164,165,169,171,173,177
2 Almidodn 11 73,121,122,147,151,153,173-175,177,178
2 Almidon gelatinizado 3 73,147,151
2 Almiddn resistente 11 121,122,147,153,167,173-175,177,178,180
2 Fibra insoluble 11 146,147,149,150,154,156,161,165,167,168,181
2 Fibra soluble 16 119,120,146,147,149,150,154,155,161,165-167,169,176,179,181

Tabla 3: Aumento y disminucion reportada de variables de diversidad bacteriana (BDVs) utilizadas como variables de
respuesta.

Variables de diversidad bacteriana (BDV) Disminucion Aumento
Actinobacteria 1158 3 119,168,184
Actinobacteria_Bifidobacterium n/a 13
1,73,111,114,120,147,152,170,172,174,176,177,179
Bacteroidetes 2 153,175 8 112,120,151,156,157,161,164,167
Bacteroidetes Odoribacter 2 115,156 n/a
Bacteroidetes_Bacteroidales_oscillospira n/a D 160,164
Bacteroidetes_Oscillospira_Ruminococcus n/a 4 112,166,177,180
Bacteroidetes_Alistipes n/a 2 112,156
Bacteroidetes _Bacteroides n/a 7 147,149,154,166,168~170
Bacteroidetes_Prevotellaceae n/a 3 115,148,180
Bacteroidetes_Prevotellaceae_Prevotella n/a 4 73,147,155,160
Firmicutes 9 4 148,151,153,175
120,151,156,157,164,165,167,168,181
Firmicutes_Enterococcus 3 1,120,154 n/a
Firmicutes Lactobacillus 3 111,112,145 10 1114,115,120,148,152,162,168-170
Firmicutes_Clostridia n/a 2 153,160
Firmicutes_Clostridium D 168,170 2 173,181
Firmicutes_Lachnospiraceae_Blautia 3 150,173,178 n/a
Firmicutes_Ruminococcaceae_Faecalibacteriu  n/a 2 177179
m
Firmicutes_Coprococcus 2 178179 n/a
Firmicutes_Lachnospira 2 (172178 n/a
Firmicutes_Roseburia n/a 3 112,154,177
Firmicutes_Turicibacter n/a 9 121,154
Proteobacteria 2 151171 9 148,165
Proteobacteria_Sutterella n/a 2 73121
Proteobacteria_Desulfovibrio n/a 9 115,166
Tenericutes 3 121,158,179 n/a
Verrucomicrobia_Akkermansia n/a 3 121,148,161
Verrucomicrobia _Akkermansia_Muciniphila n/a 2 114,180

Tabla 4: Aumento y disminucion reportada de variables de diversidad bacteriana (BDVs) utilizadas como variables de
respuesta.
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4.1.3. Analisis estadistico y co-ocurrencia de variables categoricas

Como se menciond previamente, a partir de una revision manual, se obtuvo el nimero de
bins o repeticiones para cada combinacién de variable predictiva y BDV; posteriormente se
realizo el cdlculo para obtener su puntaje de valor de la informacion (IV). La (Tabla 4) presenta
el numero de bins para cada par de variables que obtuvieron un puntaje de IV de al menos
0.5.

Tabla 5: Variables predictivas y de respuesta con valor de la Informacion (IV) y repeticiones

Variable predictiva Variable de respuesta Valor de la Bins o repeticiones Referencias

BDV informacio
n (IV)

Polisacaridos Lactibacillus 1.808 1 145

sulfatados reduccion

Almidén gelatinizado  Prevotella aumento  1.781 2 73,147

Fructanos Faecalibacterium 1.435 179
aumento

Polisacaridos Desulfovibrio 1,398 1 115

sulfatados aumento

Polisacaridos de Proteobacteria 1.398 1 71

hongos reduccion

Almiddn gelatinizado  Proteobacteria 1.398 1 151
reduccion

Polisacaridos Turicibacter 1.398 1 154

sulfatados aumento

Polisacaridos Odoribacter 1.397 1 115

sulfatados aumento

Fructanos Coprococcus 1.144 1 179
aumento

Inulina Faecalibacterium 1.144 1 179
aumento

Oligosacéridos Lactobacillus 1.051 6 1,115,120,152,168,170
aumento

Fibra insoluble Actinobacteria 0.95 2 168,185
aumento

Almidon Blautia disminucién  0.948 2 120,173

Almidon resistente Blautia disminucién  0.948 2 120,173

Oligosacéridos Enterococcus 0.947 2 1,120
disminucidn

Almidén resistente Firmicutes aumento  0.947 2 153,175

Almidén Firmicutes aumento  0.947 2 153,175

CH como adivitos Blautia disminucién 0.842 2 173,178

alimentarios

CH encontrados en Bacteroides 0.828 2 168,170

alimentos aumento

Fibra insoluble Bacteroides 0.828 4 147,149,154,168
aumento

Fibra insoluble Firmicutes 0.754 5 156,165,167,168,181
disminucidn
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Variable predictiva Variable de respuesta Valor de la Bins o repeticiones Referencias

BDV informacio
n (IV)

Fibra soluble Bacteroides 0.729 5 147,149,154,166,169
aumento

Polisacaridos Roseburia aumento  0.677 1 154

sulfatados

Polisacaridos Enterococcus 0.676 1 154

sulfatados disminucién

Inulina Bifidobacterium 0.538 3 172,176,179
aumento

Fructanos Enterococcus 0.509 1 1
disminucidn

Fibra soluble Actinobacteria 0.500 2 119,146
aumento

4.2. Parte 2 Analisis bioinformatico de microbioma intestinal
de una base de datos publica generada a partir de una
intervencion murina con Fructooligosacaridos y extracto de

H. undatus

4.2.1. Obtencidn y organizacion de datos

Con los datos obtenidos se cred la tabla de datos generales para cada
esta tabla se le conocerd mas adelante como metadata.tsv

Tabla 6: Metadatos utilizados para el andlisis del microbioma intestinal

muestra (Tabla 5), a

#SamplelD Ratén Dosis sitio FOS/DFO Grupo
mg/kgpeso/dia
SRR8468866 1 500 distal colon fecal DFO DFO_500_T1
SRR8468867 2 1000 proximal colon DFO DFO_1000_T1
fecal
SRR8468868 3 0 proximal colon CONTROL DW_T1
fecal
SRR8468869 4 100 proximal colon DFO DFO_100_T1
fecal
SRR8468870 5 100 distal colon fecal DFO DFO_100_T1
SRR8468871 6 500 distal colon fecal DFO DFO_500_T1
SRR8468872 7 1000 proximal colon FOS FOS_1000_T1
fecal
SRR8468873 8 0 distal colon fecal CONTROL DW_T1
SRR8468874 9 1000 distal colon fecal DFO DFO_1000_T1
SRR8468875 10 1000 distal colon fecal FOS FOS_1000_T1
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#SamplelD Ratén Dias Dosis sitio FOS/DFO Grupo

mg/kgpeso/dia
SRR8468876 11 14 500 proximal colon DFO DFO_500_T2
fecal
SRR8468877 12 14 1000 proximal colon DFO DFO_1000_T2
fecal
SRR8468878 13 14 0 proximal colon CONTROL DW_T2
fecal
SRR8468879 14 14 100 proximal colon DFO DFO_100_T2
fecal
SRR8468880 15 14 100 distal colon fecal DFO DFO_100_T2
SRR8468881 16 14 500 distal colon fecal DFO DFO_500_T2
SRR8468882 17 14 1000 proximal colon FOS FOS_1000_T2
fecal
SRR8468883 18 14 0 distal colon fecal CONTROL DW_T2
SRR8468884 19 14 1000 distal colon fecal DFO DFO_1000_T2
SRR8468885 20 14 1000 distal colon fecal FOS FOS_1000_T2

4.2.2. Desarrollo de algoritmo computacional para analisis de microbioma de
ratén

a) Preparacion de los datos

Tras importar los datos al software se obtuvo una tabla descriptiva, en la que se puede
observar cuantas secuencias se obtuvieron por cada una de las muestras

Tabla 7: Numero de secuencias por muestra

ID de la muestra Numero de secuencias
SRR8468873 912416
SRR8468866 822540
SRR8468874 741294
SRR8468867 692800
SRR8468871 638470
SRR8468881 635900
SRR8468885 604242
SRR8468869 557674
SRR8468878 538534
SRR8468876 508218
SRR8468882 507630
SRR8468879 503212
SRR8468883 493854
SRR8468868 482638
SRR8468872 480984
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ID de la muestra Numero de secuencias

SRR8468875 469430
SRR8468880 455444
SRR8468884 443012
SRR8468877 442726
SRR8468870 436752

Y a manera descriptiva se obtuvo el siguiente histograma (Figura 7) todas las muestras
contaron con un minimo de 436,752 secuencias

Number of samples

500000 600000 700000 800000 900000
Number of sequences

Figura 7: Histograma que representa el numero de secuencias por muestra.

Después de la limpieza inicial de las secuencias, se implementaron varios controles de calidad
para disminuir la probabilidad de error en los datos. Estos controles incluyen la eliminacion
de secuencias de baja calidad o demasiado cortas o largas (errores en el secuenciamiento),
asi como la eliminacidon de secuencias con errores en los adaptadores y se eliminaron
quimeras que se forman de manera normal durante las reacciones de PCR utilizadas para la
secuenciacion. Se obtuvo una tabla que permite observar el nimero de secuencias que no
pasaron los diferentes controles de calidad y cuantas secuencias permanecieron para el
analisis en cada muestra (Figura 8).
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fraction- unique- unique-

artifact- fraction- unique- unique- reads- reads- unique- reads- reads-
reads- with-  fraction- missed- reads- reads- reads- reads- hit- hit- reads- reads- hit- hit-
sample-id raw minsize  artifact reference derep derep deblur deblur artifact artifact chimeric chimeric reference reference

0 SRR8468877 442726 0.965276 0.0 0.000000 3089 15373 874 3643 0 0 246 491 270 2535
1 SRR8468882 507630 0.964370 0.0 0.000000 3881 18087 1204 4593 0 0 386 768 329 2945
10 SRR8468870 436752 0.912170 0.0 0.000000 6447 38360 1535 8126 0 0 627 1781 327 5323
11 SRR8468874 741294 0.910218 0.0 0.000000 10220 66555 1539 11861 0 0 700 2441 326 8506
12 SRR8468867 692800 0.902229 0.0 0.000000 10416 67736 2234 13965 0 0 893 2550 402 9745
13 SRR8468880 455444 0.899002 0.0 0.000000 6831 45999 1144 9150 0 0 253 765 422 7519
14 SRR8468872 480984 0.898866 0.0 0.000000 7745 48644 1915 11038 0 0 743 1801 394 7786
16 SRR8468885 604242 0.896616 0.0 0.000000 9150 62469 1999 12163 0 0 881 2612 351 8119
16 SRR8468871 638470 0.888668 0.0 0.000184 10610 71082 2277 14242 0 0 1002 3379 381 9227
17 SRR8468866 822540 0.885156 0.0 0.000138 13300 94464 2560 18227 0 0 1143 3699 420 12723
18 SRR8468881 635900 0.879541 0.0 0.000000 9645 76600 1137 12165 0 0 362 1371 360 10038
19 SRR8468884 443012 0.869739 0.0 0.000000 7200 57707 947 10614 0 0 209 1023 357 8904
2 SRR8468879 503212 0.934054 0.0 0.000333 6191 33185 1754 7557 0 0 638 1542 368 4631
3 SRR8468868 482638 0.933963 0.0 0.000333 6011 31872 1600 7348 0 0 543 1341 365 4771
4 SRR8468873 912416 0.933770 0.0 0.000000 10656 60429 2338 12167 0 0 91 2898 375 7439
5 SRR8468878 538534 0.929590 0.0 0.000000 6578 37918 1589 7776 0 0 581 1423 358 5205
6 SRR8468875 469430 0.928927 0.0 0.000000 5993 33364 1574 7669 0 0 614 1488 334 5056
7 SRR8468883 493854 0.927325 0.0 0.000000 6014 35891 1295 7170 0 0 530 1589 275 4702
8 SRR8468869 557674 0.918330 0.0 0.000000 7913 45545 2130 10316 0 0 810 2139 376 6442
9 SRR8468876 508218 0.912543 0.0 0.000380 7587 44447 2247 10234 0 0 889 2334 379 6079

Figura 8: Andlisis de secuencias que se pueden utilizar para el andlisis del microbioma tras filtracion y control de calidad.

b) Analisis de alfa y beta diversidad

- Alfa diversidad utilizando el indice de Faith

En el andlisis del indice de Faith, se observa que el valor p es de 0.406, es decir, no se puede
observar diferencia significativa en la alfa diversidad de los grupos.
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Figura 9: Alfa diversidad por indice de Faith
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- Alfa diversidad basada en el indice de uniformidad de las secuencias

En el analisis de alfa diversidad por uniformidad, se observa que el valor p es de 0.480, es
decir, no se puede observar diferencia significativa en la alfa diversidad de los grupos.

p = 0.480

0.89

0.88 _—

0.87

0.86 -

0.85 -

pielou_evenness

0.84

T
il
Il

0.83 -

0.82

0.81 -

=2)
(n=2)

=2)

(n=2)

(v=2)

P I
(n=2)

=

(n=2)

(n=2)

DFO_1000_T1 (n=;
DFO_1000_T2
DFO_100_T1 (n=:
DFO_100_T2
DFO_500_T1 (n=:
DFO_500_T2
DW_T1
Dw_T2
FOS_1000_T1
FOS_1000_T2

Group

Figura 10: Andlisis de alfa diversidad por uniformidad

- Alfa diversidad basada en el indice de Shannon

En el andlisis del indice de Shannon, se observa que el valor p es de 0.494, es decir, no se

puede observar diferencia significativa en la alfa diversidad de los grupos.
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Figura 11: Andlisis por grupo de alfa diversidad por indice de Shannon
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- Alfa diversidad basada en el nimero de secuencias observadas y profundidad de
secuenciamiento

En este andlisis se puede observar la cantidad de secuencias observadas de acuerdo con la
profundidad de secuenciamiento, en cada muestra. Se observa un comportamiento de
asintota horizontal al llegar a un nUmero maximo “features” o secuencias representativas lo
gue indica que se estd trabajando con una profundidad de secuenciamiento adecuada (figura
12).
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Figura 12: Alfa diversidad por profundidad de secuenciamiento y secuencias observadas

- Beta diversidad usando la distancia de Bray-Curtis
El andlisis de beta diversidad de acuerdo con el polisacarido utilizado no mostrd diferencia
significativa entre los polisacaridos administrados: Oligosacarido de fruto del dragdn,

Fructooligosacaridos (FOS) o el grupo control (DW).

En el caso de la distancia de Bray Curtis no se observé una diferencia significativa tras realizar
una PERMANOVA con 999 permutaciones, obteniéndose un valor p de 0.715.
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Figura 13: Andlisis de beta diversidad por distancia de Bray Curtis dividiendo las muestras de acuerdo con el polisacdrido
utilizado

Un resultado similar se obtuvo al analizar la beta diversidad, al agrupar por polisacdrido,
utilizando el indice de Jaccard p= 0.836, Unifrac no ponderado p= 0.836 y Unifrac ponderado
p=0.804.
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Figura 14: Andlisis de beta diversidad por indice de Jaccard dividiendo las muestras de acuerdo con el polisacdrido utilizado
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- Beta diversidad usando la distancia de Bray-Curtis

Al dividir las secuencias por grupo, se observaron diferencias significativas al comparar los
resultados con el grupo control en el tiempo inicial (Control_T1), p < 0.001 tras realizar una
PERMANOVA con 999 permutaciones.
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Figura 15: Beta diversidad por distancia de Bray Curtis dividiendo las muestras por grupo experimental

- Beta diversidad usando el indice de Jaccard

Un resultado similar se obtuvo al realizar el mismo analisis, pero utilizando el indice de Jaccard
con un valor p < 0.001
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Figura 16: Andlisis de beta diversidad por indice de Jaccard dividiendo las muestras segun el grupo experimental
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- Andlisis de beta diversidad usando la distancia Unifrac no ponderada

Al utilizar la distancia Unifrac no ponderada y el mismo método estadistico (PERMANOVA con
999 permutaciones) se obtiene un valor p de p < 0.001
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Figura 17: Andlisis de beta diversidad por distancia Unifrac no ponderada dividiendo las muestras segun el grupo
experimental

- Andlisis de beta diversidad usando la distancia Unifrac ponderada

Al utilizar la distancia Unifrac ponderada y el mismo método estadistico (PERMANOVA con
999 permutaciones) se obtiene un valor p de p < 0.001.
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Figura 18: Andlisis de beta diversidad por distancia Unifrac ponderada dividiendo las muestras segun el grupo experimental
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c) Analisis taxonémico

El andlisis de taxonomia, como se menciond en la seccién de metodologia se realizé usando
como referencia la base de datos Silva 132 138;

- Andlisis de composicion bacteriana por nivel taxonémico

- Nivel 2 -filo

Los filo dominantes fueron Firmicutes y Bacteroidetes. No se encontré ninguna diferencia
significativa entre los taxones bacterianos a nivel filo encontrados en cada grupo.

Figura 19: Asignacion taxondmica por muestra, nivel filo
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- Nivel 3 Clase

Las clases dominantes fueron Bacteroidia, Clostridia y Bacili.

Se encontré una diferencia significativa en la clase Bacteroidia, perteneciente al filo
Bacteroidetes, siendo ligeramente mayor en DFO_1000_T2 al comparar entre grupos con
DFO_500_T2 utilizando una prueba de Krsukal-Wallis con prueba de Dunn p=0.029.
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Figura 20: Asignacion taxondmica por muestra nivel Clase

- Nivel 4 - Orden
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Los ordenes dominantes fueron Bacteroidales, Clostridiales y Lactobacillales, el Unico que
mostré diferencias significativas al comparar entre grupos fue Bacteroidales, perteneciente
al filo Bacteroidetes, siendo consistentes con los resultados que se obtuvieron en el nivel

taxondmico anterior.
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Figura 21: Asignacion taxondmica por muestra nivel Orden
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- Nivel 5 - Familia

Las familias dominantes incluyeron: Muribaculaceae, Lachnospiraceae, Lactobacillaceae,
Ruminococcaceae, Bacteroidaceae y Prevotellaceae . La Unica familia que mostré diferencia
significativa fue Prevotellaceae, no encontrandose en los grupos DW_T1 (control 7 dias),
DFO_100_T1, DFO_500_T1, DFO_1000_T1 y FOS_1000_T1 mientras que se encuentra en

todos los grupos correspondientes al T2 (14 dias), incluido el control.
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Figura 22: Asignacion taxondmica por muestra nivel familia
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- Nivel 6 — Género

A nivel de género se observan diferencias significativas en Rominococcus 1 que se encuentra
presente en el grupo DFO_100_T2, DFO_1000_T2, DW_T2 y FOS_1000_T2 y se encuentra
completamente ausente en todos los grupos pertenecientes a T1 (7 dias) y en el grupo
DFO_500_T2.

Para el género Prevotellaceae UCG-001, se encuentra un comportamiento similar al
observado en la familia Prevotellaceae, es decir se encuentra presente en todos los grupos
correspondientes a T2 y ausente en todos los grupos pertenecientes a T1.
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Figura 23: Asignacion taxonémica por muestra nivel Género
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. D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminiclostridium 9

. D_0__ Bacteria;D_1__Patescibacteria;D_2 _Saccharimonadia;D_3__Saccharimonadales;D_4__Saccharimonadaceae;D_5__C:

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3 _Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Intestinimonas
D_0_ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__ Clostridia;D_3 _Clostridiales;D_4__Peptococcaceae;D_5__uncultured
D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3 _Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae UCG-0
D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3 _Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__ Ruminococcaceae UCG-(0
D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Roseburia

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3 _Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae UCG-0

. D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__uncultured

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Tyzzerella

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Negativibacillus
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__ Butyricicoccus
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Family XIll;D_5__[Eubacterium] nodatum group
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnospiraceae FCS020 ¢
D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__Rikenellaceae;D_5__Alistipes

. D_0_ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;__;_

. Unassigned;__;_ ;_;_;

. D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3 _Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__ [Eubacterium] coprostanol

. D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__ Bacilli;D_3__Lactobacillales;D_4__Streptococcaceae;D_5__ Streptococcus
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Erysipelotrichia;D_3__Erysipelotrichales;D_4__Erysipelotrichaceae;D_5__uncultured
D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3 _Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae NK4AZ
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Marvinbryantia
D_0_ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3 _Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnoclostridium

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Erysipelotrichia;D_3__Erysipelotrichales;D_4__Erysipelotrichaceae;D_5__uncultured ba

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminiclostridium 5

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Family XIII;D_5__Family XIll AD3011 group

. D_0__Bacteria;D_1__Tenericutes;D_2__Mollicutes;D_3__ Mollicutes RF39;D_4__uncultured Firmicutes bacterium;D_5__uncult
D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3 _Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnospiraceae UCG-006
D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3 _Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__GCA-900066575
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- Nivel 7 - Especie

A nivel de especie, no se encontraron diferencias significativas con suficiente profundidad de
secuenciamiento para ser mencionadas.

Frecuencia relativa

W T1
wW_T2

DW_T1
D
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FOS_1000_T2

Muestra

Figura 24: Asignacion taxondmica por muestra nivel Especie
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D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__ Muribaculaceae;D_5__uncultured Bacteroidales bacterium;D_6__uncultured E
D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__ Muribaculaceae;D_5__uncultured bacterium;D_6__uncultured bacterium
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;__;__
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Bacilli;D_3__Lactobacillales;D_4__Lactobacillaceae;D_5__Lactobacillus;D_6__Lactobacillus johnsonii
. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Bacilli;D_3__Lactobacillales;D_4__Lactobacillaceae;D_5__Lactobacillus;__
D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__ Muribaculaceae;D_5__mouse gut metagenome;D_6__mouse gut metagenom
. D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__ Bacteroidaceae;D_5__Bacteroides;__
. D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__Muribaculaceae;
)__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_*

__Ruminococcus 1;__

D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae UCG-014;D_6__unidentified
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__[Eubacterium] xylanophilum group;D_6__uncultured bacterit
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnospiraceae NK4A136 group;__
. D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__Prevotellaceae;D_5__Prevotellaceae UCG-001;D_6__uncultured bacterium
Bo
. D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__ Muribaculaceae;D_5__Muribaculum;D_6__uncultured bacterium
. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Clostridiales vadinBB60 group;D_5__uncultured bacterium;D_6__uncultured bacterit
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminiclostridium 6;D_6__uncultured Clostridiales bacteriu

)__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnospiraceae NK4A136 group;D_6__Lachnospiraceae b

D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Anaerotruncus;D_6__Anaerotruncus sp. G3(2012)
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae UCG-014;__
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__uncultured;__

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae UCG-014;D_6__uncultured bacterium

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Oscillibacter;D_6__unidentified

. D_0_ Bacteria;__;_ ;_ ;_;

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;__;__
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Bacilli;D_3__Lactobacillales;D_4__Lactobacillaceae;D_5__Lactobacillus;D_6__Lactobacillus murinus
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminiclostridium;D_6__uncultured bacterium
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__uncultured;D_6__uncultured bacterium
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Oscillibacter;__

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnospiraceae NK4A136 group;D_6__uncultured bacteriu

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Intestinimonas;D_6__uncultured bacterium

. D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__ Bacteroidaceae;D_5__Bacteroides;D_6__Bacteroides caecimuris

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcus 1;D_6__Ruminococcus flavefaciens
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Peptococcaceae;D_5__uncultured;D_6__uncultured bacterium
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnospiraceae NK4A136 group;D_6__Clostridiales bactet
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostri
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae UCG-009;D_6__unidentified

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae UCG-014;D_6__uncultured Acetivibrio ¢

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Anaerotruncus;__

. D_0__Bacteria;D_1__Patescibacteria;D_2__Saccharimonadia;D_3__Saccharimonadales;D_4__Saccharimonadaceae;D_5__Candidatus Saccharimonas;__

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnospiraceae NK4A136 group;D_6__unidentified
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae UCG-005;D_6__uncultured Clostridiales

D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae UCG-014;D_6__uncultured rumen bact

D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae UCG-010;D_6__uncultured organism
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminiclostridium 9;D_6__iron-reducing bacterium enrichn

D_0__Bacteria;D_1__Patescibacteria;D_2__Saccharimonadia;D_3__Saccharimonadales;D_4__Saccharimonadaceae;D_5__Candidatus Saccharimonas;D_6__

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminiclostridium 9;__

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Tyzzerella;D_6__uncultured bacterium

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__uncultured;D_6__unidentified

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Roseburia;D_6__uncultured bacterium
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminiclostridium 9;D_6__uncultured Clostridiales bacteriu
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostri
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Butyricicoccus;D_6__uncultured bacterium

D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Negativibacillus;D_6__uncultured bacterium

D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnospiraceae FCS020 group;D_6__mouse gut metagen:
. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnospiraceae NK4A136 group;D_6__uncultured Clostrid
. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales:
. Unassigned;__;_ ;_; ; ;
. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Family XIII;D_5__[Eubacterium] nodatum group;D_6__uncultured organism
D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__Rikenellaceae;D_5__Alistipes;D_6__uncultured bacterium

D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Roseburia;__
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__[Eubacterium] coprostanoligenes group;D_6__gut metager

__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Bacilli;D_3__Lactobacillales;D_4__Streptococcaceae;D_5__Streptococcus;__

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Erysipelotrichia;D_3__Erysipelotrichales;D_4__Erysipelotrichaceae;D_5__uncultured;D_6__uncultured bacterium

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminococcaceae NK4A214 group;D_6__uncultured bacte
. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Marvinbryantia;__

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__uncultured;D_6__Clostridium sp. Culture-41

__Clostridia;D__
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Intestinimonas;__

)__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_: 3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__uncultured;D_6__Clostridium sp. Clone-47

D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Roseburia;D_6__Clostridium sp. Clone-44
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Erysipelotrichia;D_3__Erysipelotrichales;D_4__Erysipelotrichaceae;D_5__uncultured bacterium;D_6__uncultured bacteri

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminiclostridium 5;D_6__uncultured bacterium

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnoclostridium;__

. D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__Rikenellaceae;D_5__Alistipes;__

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Family XIII;D_5__Family XIlIl AD3011 group;D_6__uncultured Clostridiales bacterium
D_0__Bacteria;D_1__Tenericutes;D_2__Mollicutes;D_3__Mollicutes RF39;D_4__uncultured Firmicutes bacterium;D_5__uncultured Firmicutes bacterium;D_6__
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__Ruminiclostridium 9;D_6__uncultured bacterium
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__uncultured;D_6__uncultured bacterium
D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__ Muribaculaceae;D_5__Muribaculum;D_6__Parabacteroides sp. YL27

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5__uncultured; __

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnoclostridium;D_6__Dorea sp. 5-2

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Lachnospiraceae UCG-006;D_6__uncultured bacterium

. D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__GCA-900066575;D_6__uncultured bacterium
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Family XIII;D_5__[Eubacterium] nodatum group;___
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5. Discusion

5.1. Parte 1 Revision sistematica

La tendencia de los articulos que se incluyeron en la revision sistematica que se desprendid
como publicacion de este trabajo doctoral indica un interés cientifico, en identificar los
hidratos de carbono que podrian tener aplicaciones nutracéuticas o médicas; en otras
palabras, los hidratos de carbono funcionales.

Adicionalmente la proporcién de articulos con un disefio experimental que utilizaron los
hidratos de carbono como aditivos alimentarios, indica un interés en conocer el posible
impacto de estas moléculas en el microbioma intestinal. Es importante recalcar que las
variables denominadas como “uso del hidrato de carbono” no son mutuamente excluyentes;
los hidratos de carbono pueden tener una funcionalidad como aditivos alimentarios vy
simultaneamente contribuir a mejorar la salud del hospedero y encontrarse de forma natural
en alimentos, tal es el caso de la goma guar y las pectinas 101:119,120,186,

El andlisis que se llevo a cabo, indica que la estructura del hidrato de carbono tiene un valor
de la informacién (IV) importante para predecir modificaciones en la composicion del
microbioma intestinal, como se puede observar en la (Tabla 4). Los diferentes almidones,
polisacaridos sulfatados, fructanos e inulinas tienen diferentes 1V’s al compararlos con
Variables de Diversidad Bacteriana.

Basado en los estudios que se incluyen, se observd que los taxones bacterianos que se
modifican en la mayor cantidad de intervenciones dietéticas y estudios pertenecientes a la
revision sistematica son el filo Firmicutes y los 72 géneros Bifidobacterium y Lactobacillus,
mencionados 12 veces cada uno. Se obtuvieron altos IV’'s Unicamente en los niveles
taxondmicos de filo y género, para los niveles orden, clase, familia y especie los datos
encontrados fueron insuficientes para lograr un resultado significativo.

El analisis realizado en nivel filo mostré que la abundancia de Firmicutes disminuyd en nueve
estudios e incrementd en cuatro. La disminucion se observé con los hidratos de carbono
inulina y almidon resistente en ratas 17 oligosacaridos de pectina en ratones 12°, camote
morado en ratones %, un polisacarido aislado de Flammulina velutipes en ratas 7, un
oligosacarido feruloilado extraido de fibra de maiz en ratas 8, almiddn de trigo en ratas *°%,
fibra dietética insoluble de orujo de pera en ratas °%, cerdos alimentados con una dieta rica
en celulosa y xilosa 1% y una intervencion dietética rica en fibra aplicada en humanos 81, El
aumento de este mismo filo se observo en almidones resistentes en ratones >3, polisacérido
extraido de Lycium barbarum en ratones %8, almiddn resistente en adultos humanos sanos
175 y en dietas enriquecidas con almiddn de trigo en humanos, ! cuyas caracteristicas se

reportan en la (Tabla 4).

Al hablar del género Lactobacillus, que pertenece al filo Firmicutes, dos de los estudios
mostraron una disminucion en este género, con la ingesta de polisacarido proveniente de A.
ordoisca en ratas 1? y de polisacarido extraido de Sargassum fusiforme en ratones 14°.
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Mientras que el resto de los estudios en que este género cambid reportd un aumento de su
abundancia relativa posterior a la ingesta de diferentes hidratos de carbono, tal es el caso de
los oligosacéridos de pectina en ratones 12, polisacarido de viruta de bamboo en ratones 162,
polisacdrido extraido de L. barbarum en ratones %8, oligosacaridos de manano en ratones 1°2,
oligosacaridos derivados de pitahaya (H. undatus) en ratones !, oligosacaridos de fibra de maiz
en ratas %8, galacto oligosacaridos en ratones 1° y sulfato de condroitina en ratones 1*°. Estas
observaciones serdn discutidas mas adelante de acuerdo con el tipo de polisacdrido que se

utilizé en cada estudio o intervencion (Tabla 4).

La abundancia del género Bifidobaterium aumentd por la ingesta de harina y almidén
extraidos del tubérculo taro en ratas 73, oligosacdridos de pectina en ratones 1%,
oligosacaridos de manano en ratones 2, almidén resistente en adultos humanos 74 e inulina
de cadena larga en un estudio de envejecimiento hecho en humanos 76 (Tabla 4).

Posteriormente, se observé que la abundancia de los filo Firmicutes y Bacteroidetes fue
modificada en 10 estudios, con 2 mostrando un decremento y 8 un incremento delprimero.
Una disminucidn se observd en almidén resistente fisicamente inaccesible en ratones >3 y
almiddn resistente en adultos humanos 17>, Un incremento se observé en ratas alimentadas
con inulinay con almidén resistente 7 en ratones alimentados con oligosacaridos de pectina
120 ratones alimentados con camote morado %4, ratas suplementadas con polisacarido de A.
ordosica 1'?, ratas suplementadas con polisacérido aislado de F. velutipes '°’, ratas
alimentadas con aislado de fibra dietética proveniente de residuos de camote %, almiddn
gelatinizado incluido en dietas de ratones 1! y fibra dietética de pera administrada a ratas °®
(Tabla 4).

Las siguientes secciones analizaran con detalle los cambios observados en géneros y filo
especificos basados en la clasificacidn de los polisacaridos estudiados.

5.1.1. Polisacaridos sulfatados

Los polisacaridos sulfatados obtuvieron un IV de 1.808 (Tabla 4), como variable predictora
para la reduccion de Lactobacillus, estos resultados se observan en el estudio de Chen vy
colaboradores'®, utilizando polisacaridos de S. fusiforme en ratones y en el estudio de Chen
y colaboradores ** en donde, se suplementd la alimentacion de ratas con fucoidan y la
abundancia de este mismo filo disminuyd significativamente.

Sin embargo, esta tendencia es diferente de la revision elaborada por Gotteland y
colaboradores 7, que sugiere que el consumo de polisacaridos sulfatados puede generar un
incremento en la abundancia de este filo.

Los polisacdridos sulfatados también mostraron un IV alto 1.397 (Tabla 4), como variable
predictora de un aumento en Odoribacter, mismo que se observa en el estudio de Shang 1°
utilizando sulfato de condroitina. Este IV Unicamente se sostiene por un bin y ninguna otra
referencia se encontré en la literatura para discutir mas a fondo esta relacion.
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Los hidratos de carbono sulfatados, también obtuvieron un IV de 1.398 (Tabla 4), como una
variable predictiva para el aumento en la abundancia de Turicibacter, tal como se menciona
en el estudio de Zhu y colaboradores **, en donde se alimentd a ratones con polisacaridos
sulfatados provenientes de pepinos de mar y se obtuvo el ya mencionado resultado.
Turicibacter es un género de bacteria que produce acidos grasos de cadena corta y parecen
tener heredabilidad de generacidn en generacion, es decir, las madres parecen heredarlo a
los hijos, de acuerdo con el estudio de Goodrich y colaboradores 8. Este género mostrd
diferencia significativa contra el grupo control en dos de los 47 estudios que se incluyeron en
la revision sistematica.

También fue posible observar un IV de 1.398 (Tabla 4), y un Unico bin al predecir el aumento
de Desulfovibrio utilizando polisacaridos sulfatados °. Este género de bacterias Gram
negativas son reductoras de sulfato para producir sulfuro de hidrégeno ¥ lo que son capaces
de hacer en presencia de hidratos de carbono sulfatados. Este taxon bacteriano es
considerado como indeseable en el microbioma intestinal, puesto que tiene un impacto
negativo en la composicion general del microbioma y la salud del hospedero.

5.1.2. Almiddn gelatinizado.

El segundo IV mds alto obtenido de esta revision (1.781) con dos repeticiones (Tabla 4), se
obtuvo al evaluar almidén gelatinizado como variable predictiva para un aumento en la
abundancia de Prevotella. La co-ocurrencia de este tipo de polisacarido con el incremento de
la abundancia del género Prevotella se encontré en 73, donde las ratas alimentadas con
almiddn y harina de taro, mostraron un incremento significativo de Prevotella comparadas
con el grupo control.

Lo mismo sucedié en el estudio de Piy colaboradores '’ en donde cerdos alimentados con
almiddn de maiz mostraron un incremento significativo en el mismo género. La tendencia se
repitié con el estudio de Liu y colaboradores %!, mismo que no es parte de la revision
sistematica puesto que se realizo in vitro.

El género Prevotella es interesante como parte del microbioma intestinal. Por un lado, se ha
correlacionado una mayor abundancia de este género con dietas basadas en plantas y estilos
de vida rurales, 189, en donde se comparan diferentes condiciones de vida en Estados Unidos
de América y Papua Nueva Guinea observando que la microbiota intestinal asociada a dichos
factores ambientales es diferente.

La abundancia relativa de Prevotella también es diferente segin la adopcién de algunos
factores dietéticos adoptados, tal como la dieta mediterranea, lo que se observa, por ejemplo,
en el estudio de De Filippis y colaboradores 1

Como se ha mencionado, este género se ha reportado que correlaciona en varios estudios
con un impacto benéfico en el sistema inmune, pero por el otro lado, algunas especies y cepas
pertenecientes a este género han sido asociadas con un riesgo incrementado de ciertas
condiciones de salud, por ejemplo, Prevotella copri ha sido asociada con inflamacién intestinal
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y resistencia a la insulina %, con artritis reumatoide y se ha observado que causa
modificaciones en la respuesta inflamatoria 1°3. Adicionalmente, P. copri junto con otras
especies son mas abundantes in personas que viven con VIH-1°4, Estos hallazgos, junto con
la alta diversidad genética del género, ha llevado a la definicidon de algunas especies y cepas
pertenecientes a Prevotella como posibles “patobiontes”, o patégenos oportunistas 1%.

El almidén gelatinizado también obtuvo un alto IV 1.398 (Tabla 4), como una variable
predictiva para la reduccion de la abundancia de Proteobacteria, como se puede encontrar
en el estudio de Do y colaboradores 1, en el cual se encuentra que las dietas que contienen
almiddn gelatinizado de trigo se correlacionaron con una disminucién en Proteobacteria. Una
alta abundancia de este filo ha sido ligada a la incapacidad del hospedero de mantener un
microbioma intestinal saludable, indicando que una alta prevalencia de Proteobacteria puede
indicar disbiosis 1°®.

El papel de Proteobacteria en el microbioma intestinal se discute en los estudios de Zhang y
colaboradores *7, Wang y colaboradores 1%, Everard y colaboradores (a)!*° y (b) 2%, Ridaura
y colaboradores 2! Larsen y colaboradores 1% y Xiuyin Zhang y colaboradores 2°2, También es
importante que la especie Escherichia coli, junto con todas sus cepas pertenecen al filo
Proteobacteria.

5.1.3. Polisacaridos provenientes de hongos macromycetos

Los polisacaridos provenientes de macromicetos obtuvieron un alto IV 1.398 (Tabla 4) para la
reduccion de Proteobacteria. Este filo incluye bacterias patégenas, lo que sugiere que este
grupo de polisacaridos podrian tener un efecto protector para evitar la disbiosis 1% |o que
indirectamente mejoraria la salud del hospedero.

5.1.4. Oligosacaridos

Un alto IV (1.051 y seis bins) (Tabla 4), se obtuvo al analizar oligosacdridos como variable
predictiva para el aumento de la abundancia de Lactubacillus, los estudios que se tomaron en
cuenta tienen fuentes de hidratos de carbono muy diferentes.

Todos los estudios incluidos se llevaron a cabo en modelos murinos: oligosacaridos de pectina
120 manano '*?, de H. undatus !, oligosacaridos feruloilados de almidén de maiz 1€,
galactooligosacaridos

170y de sulfato de condroitina 1%°.

Este género consiste en bacterias Gram positivas, algunas especies han mostrado tener
actividad probidtica modificando el ambiente intestinal y la salud del hospedero 11°203-206 |
alto IV y numero de bins es consistente con la idea de que los oligosacaridos vegetales pueden
tener una funcién prebidtica 2077210,
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Los oligosacaridos también tienen un IV de 0.947 y dos bins (Tabla 4) para predecir una
disminucion de la abundancia de Enterococcus, un género que se considera esta formado de
microorganismos comensales 120,

5.1.5. Fibra insoluble

La fibra insoluble tuvo un alto IV 0.95 y dos bins (Tabla 4) como variable predictiva para el
aumento del filo Actinobacteria, los hidratos de carbono utilizados en estos estudios fueron
los oligosacaridos feruloilados de fibra de maiz %8 y polisacaridos solubles en soluciones
alcalinas provenientes de Arctium lappa L. *®. Este filo, junto con Proteobacteria, representa
aproximadamente el 10% del microbioma intestinal y ha demostrado tener un rol crucial en
la homeostasis intestinal 211,

También es importante mencionar que el género Bifidobacterium es parte de este filo. La fibra
insoluble también tuvo un alto IV 0.828 y 4 bins (Tabla 4) al ser calculada como variable
predictiva para el incremento de la abundancia de Bacteroides y un IV de 0.754 y 5 bins (Tabla
4) al ser utilizada como variable predictiva para a disminucién de Firmicutes. Este resultado
es importante, pues, lo anterior refuerza la ya conocida relacion entre la fibra insoluble y este
género.

5.1.6. Aimidon

Un alto IV 0.947 y 2 bins (Tabla 4) se obtuvo al utilizar el almidéon como variable predictiva
para el aumento de Firmicutes, posiblemente debido a la inaccesibilidad fisica de los
almidones resistentes. Los Firmicutes son bacterias Gram positivas, dentro de los que se
encuentran algunas bacterias productoras de butirato 3, el IV se mantiene cuando los
almidones resistentes se toman en cuenta como variable predictiva, tal es el caso de los
resultados de Kaur y colaboradores 1°3; se cree que un aumento en la abundancia relativa de
Firmicutes, lleva inevitablemente a una disminucién en la abundancia relativa de
Bacteroidetes 17>,

5.1.7. Fibra soluble

La fibra soluble tiene un IV de 0.729 y 5 bins (Tabla 4), como variable predictiva para un
aumento en Bacteroides. El nUmero de bins obtenido de la revision, refuerza la asociacion
positiva entre este filo y la fibra soluble. El género Bacteroides tiene una gran capacidad de
degradar diversos hidratos de carbono 2!2. La fibra soluble también tiene un IV de 0.500 y dos
bins (Tabla 4) para funcionar como variable predictiva del incremento de Actinobacteria, filo
importante para mantener la homeostasis intestinal 212,
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5.1.8. Inulina

La inulina tiene un valor de IV de 0.537 y 3 bins (Tabla 4), para predecir un incremento en
Bifidobacterium. Este género de microorganismos es considerado probidtico; un efecto que
se observé en adultos mayores 178, en un estudio clinico utilizando prebidticos derivados de
inulina ¥’ y en un estudio humano cruzado aleatorizado utilizando fructanos de tipo inulina
provenientes de achicoria a través de “barras de snack” 172, Este efecto bifidogénico también
ha sido observado en multiples estudios in vitro 210213,

5.1.9. Hidratos de carbono como aditivos alimentarios 0 como componentes
naturales de los alimentos

Las variables utilizadas para definir el uso de los hidratos de carbono como aditivo
alimentario, hidrato de carbono funcional y componente alimentario no parecen tener un
efecto significativo, o valor predictivo significativo sobre el microbioma intestinal. Aunque
dichas variables aparecieron frecuentemente a lo largo de la revision, Unicamente tuvieron
dos IV’s altos; aditivos alimentarios con un poder predictivo para la reduccién de Blautia 9.842
y 2 bins (Tabla 4).

Blautia es un género bacteriano que ha demostrado tener efectos probidticos, pero también
ha demostrado que tiene correlacidn con algunas enfermedades cuando domina el
microbioma intestinal. En la actualidad, es necesario realizar mas investigacién sobre esté
género, sus especies y sepas para comprender mejor el rol que juegan en el microbioma
intestinal 214,

La variable “hidratos de carbono como componentes naturales en alimentos” tuvo un valor
alto de IV como predictora del incremento de Bacteroides 0.828 y 2 bins (Tabla 4), lo que se
podria relacionar que la fibra soluble e insoluble se encuentran de forma natural en diferentes
alimentos. Bacteroides es un género que metaboliza los hidratos de carbono de una forma
muy eficiente y contiene especies que han demostrado tener un efecto probidtico 2*°.

5.1.10. Hidratos de carbono como compuestos funcionales, hidratos de
carbono funcionales

No se observé un alto IV para estas variables, posiblemente debido a que los compuestos
funcionales interactian de forma independiente con el microbioma intestinal modificando
variables de diversidad bacteriana especificas.

En sintesis, algunos pares de variables predictivas y de respuesta tienen cuatro o mas bins, tal
es el caso de fibra insoluble con la reduccion de Firmicutes, fibra soluble e insoluble con el
aumento de Bacteroides y oligosacaridos con el aumento de Lactobacillus. Estas relaciones se
han definido en multiples estudios del microbioma intestinal.
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Sin embargo, existen pares de variables con 1V’s altos y mas de dos bins que no se reconocen
en multiples articulos de revision, pudiendo indicar dreas de oportunidad para investigacion
futura. Por ejemplo, el almidén gelatinizado con el incremento de Prevotella, el almidén
resistente con un incremento de Firmicutes; los hidratos de carbono sulfatados con un
incremento en Desulfovibrio, Turicibacter y Odoribacter y una disminucidn en Lactobacillus;
el almidon gelatinizado con una reduccion de Proteobacteria; la inulina con un incremento de
Faecalibacterium; almiddn y almiddn resistente con la disminucion de Blautia y la inulina con
un incremento de Bifidobacterium (Tabla 4).

5.2. Parte 2 Analisis bioinformatico del microbioma intestinal
de una base de datos publica generada a partir de una
intervencion murina con Fructooligosacaridos y extracto de
H. undatus

5.2.1 Diferencias taxondmicas

El andlisis de las diferencias taxondmicas entre los grupos definidos de acuerdo al tiempo de
consumo de cada hidrato de carbono en la dieta de los individuos reveld resultados que
podrian adjudicarse a la ingesta prolongada de los mismos tal y como se observa en los
diferentes trabajos encontrados en la literatura revisada en la parte uno del éste trabajo.?®

Por ejemplo, a nivel de género, se pueden observar diferencias a lo largo del tiempo en
Ruminococcus 1214?17, Este aparecié en todos los grupos a partir de dos semanas de consumo
de la dieta, lo que podria ser atribuible a la presencia prolongada o exposicién de
oligosacaridos que tuviesen un efecto positivo en la abundancia de este (cémo, celulosa o
almidon resistente®®), lo que resalta, ya que tal género no se encontraba presente a los siete
dias de ingesta de la dieta.

Por otro lado, también podemos observar un comportamiento parecido pero a nivel de
familia en Prevotellaceae'®®, en la cual el sub-grupo UCG-001 presenta un incremento de su
abundancia a lo largo del tiempo en el punto T2, lo que posiblemente pudo suscitarse por la
presencia de fibra soluble, almidones resistentes o gelatinizados de manera suficiente, ya que
dicho fendmeno se observd en todos los conjuntos de sujetos, incluyendo el control, cuyas

dietas contenian tales tipologias de oligosacaridos 104218,

Se requerira de mayor investigacion para elucidar y confirmar los causales bioquimicos y
celulares de dichos fendmenos, pero trabajos experimentales tales como los de Surono, I.S et
al’®>, o Peerakietkhajorn et al’, respaldarian nuestras observaciones al haber obtenido
incrementos de abundancia similares tanto de integrantes de la familia Prevotellaceae en un
modelo animal mediante la inclusién en la dieta de harina de Taro (un vegetal abundante en
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la regién de Indonesia) en el primero, cédmo el incremento de géneros Lactobacillus y
Bacteroides mediante la ingesta de Hylocerus undatus o fruto del dragdn, en el segundo.

Aun asi, los cambios taxondmicos observados tanto en nuestro trabajo, como en el realizado
por Peerakietkhajorn, son un indicio a que ciertamente existe una relacién entre la
composicidon del microbioma intestinal y los hidratos de carbono que se ingieren (en este
caso, el extracto de fruto del dragdn) 19920011,92,98,132,150

5.2.2 Alfa diversidad

Como resultado de nuestro andlisis de diferentes factores de Alfa diversidad, tales como el
indice de Faith, la uniformidad de las secuencias y el indice de Shannon, se podria concluir
que no existe diferencia significativa entre los sujetos por agrupacién o por hidrato de
carbono consumido.

A priori, observaciones en la literatura contradicen nuestro resultado; por ejemplo, en el
analisis de Alfa diversidad ejecutado en el trabajo de Peerakiethkahorn et al’, se observan
diferencias dentro de un rango de 0.81 y 0.89 en la uniformidad de secuencias, mientras que
en nuestro trabajo observamos una diferencia de entre 0.37 a 0.49; y por otro lado, algo
parecido ocurre con el indice de Shannon; mientras que en nuestro trabajo no se observa
diferencia significativa al obtener valores dentro del rango de 2.054 a 2.73. en el mismo
trabajo de Peerakietkhajorn?, se observaron resultados dentro del rango de 6.63 a 7.55.

Sin embargo, es importante detallar qué, como se menciond previamente en el presente,
existen dos métodos utilizados para la descripcidn de la Alfa diversidad; “Amplicon Sequence
Variants” (ASVs)>393219 y “Operational Taxonomic Units” (OTUs)?29.221,

Nuestra evaluacion se realizd mediante el uso de ASVs debido a que esta metodologia,
ademas de ser mas reciente, se considera cuenta con mayo precision puesto que permite
agrupar secuencias cuya similitud se define a nivel de nucleétidos; mientras que OTUs
conjunta las secuencias a partir de un porcentaje de similitud predefinida del total de cada
secuencia, lo que podria afectar el resultado al ignorar potenciales errores en el
procedimiento de secuenciacién de estas!3°.

Una vez mencionado esto, es que nosotros podriamos inferir que la diferencia entre nuestro
resultado y lo observado en el trabajo de Peerakietkhajor et al, podria atribuirse a que, en
este Ultimo, el analisis se realizé mediante la aplicacién de OTUs, y que, por lo tanto, nuestros
resultados no son comparables puesto que la eleccion de cada método genera diferencias en
la determinacion de la alfa diversidad del microbioma®.

Sin embargo, mas adelante, si a partir del esperado incremento del uso de ASVs en otros
trabajos de investigacion se confirma la precision e idoneidad de dicha técnica en el analisis
de la Alfa diversidad del microbioma vy, su uso sustituye a la aplicacion de OTUs, nuestro
resultado indicaria que la diferencia de la composicidn de la dieta por productos de origen
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vegetal no tiene un impacto significativo en la alfa diversidad del microbioma al no modificar
la cantidad de ASVs de cada muestra. 63130.219,222

Por ultimo, que no se observe diferencia significativa en la alfa diversidad tanto en el Indice
de Faith (p=0.406), en andlisis de uniformidad de secuencias (p =0.408), y el indice de Shannon
(p=0.494), robustece el resultado por ASVs y conlleva una sefial para otra area de la ciencia,
la metaboldmica, en la que se pueda esclarecer las vias metabdlicas que conllevan a la
estabilidad de una alfa diversidad pero manteniendo el enriquecimiento microorganismos
especificos tal y como se observa en el analisis taxondmico; y cdémo mds adelante
discutiremos en la beta diversidad, y en la literatura (incluyendo la parte 1 de éste
trabajo).73'84'223

5.2.3 Beta diversidad

Nuestro resultado al analizar la Beta diversidad del microbioma, de manera similar a lo
observado en el analisis de grupos taxondmicos, identificé una diferencia significativa en las
métricas asociadas al agrupar a los sujetos por tiempo de ingesta de la dieta, mientras que no
se encontré significancia estadistica en la comparacidn de valores por criterios de agrupacion
de acuerdo con la composicion de la dieta.

La diferencia significativa en métricas cémo la distancia de Bray Curtis, el Indice de Jaccard, la
distancia Unifrac ponderada y la no ponderada; se observa entre las muestras obtenidas a los
7 dias de ingesta de la dieta (T1), y las muestras obtenidas a los 14 dias de exposicién (T2).

Esta observacién es consistente con los resultados obtenidos en la investigacion llevada a
cabo por Peerakietkhajorn et al %, reforzando la presuncién de que el microbioma se modifica
en el tiempo y las diferencias significativas aparecen tras un consumo prolongado de la dieta
por el efecto que podrian tener procesos asociados como la produccidn de acidos grasos de
cadena corta, la adaptacion microbiana al sustrato dietético y la proliferacién diferencial de
ciertas poblaciones microbianas en respuesta a la disponibilidad de nutrientes especificos, lo
que tal y como se comentd previamente, sirve de sefial para otras areas de la ciencia para
determinar los fendmenos metabdlicos y celulares especificos que expliquen los resultados
por los analisis bioinformaticos, como el desarrollado en éste trabajo, tanto en su parte 1
como en su parte 2, respecto a la conformacion del microbioma 7384160,224-226
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6. Conclusiones

Los resultados obtenidos a partir de esta investigacion no solo refuerzan el conocimiento
existente o validan metodologias efectivas para el estudio del microbioma sino que también
abre el interés para enfocar nuevas investigaciones que permitan potenciar el entendimiento
tanto de cdmo diversos nutrientes pueden modular la diversidad y composicion del
microbioma intestinal

6.1. Parte 1 Revision Sistematica

Los resultados obtenidos a través de la metodologia utilizada, por primera vez en el articulo
de revisidon sistematica, refuerzan observaciones previas que sugieren que el consumo de
diferentes hidratos de carbono juega un rol importante en la homeostasis intestinal,
mediante el impacto del microbioma intestinal.

Para comenzar, el uso de la herramienta SPIDER para determinar el enfoque especifico de la
revision sistematica, definiendo el fendmeno de interés, los criterios de inclusidn y exclusion,
el tipo de investigacion y un marco de trabajo adecuado para identificar las variables claves a
binarizar para su posterior analisis con el WoE. Este enfoque sistematico garantizé un analisis
exhaustivo y completo de la literatura, lo que permitié una comprension global y la obtencion
de una matriz que trata de englobar la relacién entre el consumo de hidratos de carbonoy la
composicion del microbioma intestinal.

El uso del WoE como el enfoque estadistico primario permitié obtener resultados que se
alinearan con relaciones ya conocidas entre hidratos de carbono especificos y su efecto en las
Variables de diversidad Bacteriana (BDVs) y el microbioma intestinal, tal es el caso de los
oligosacaridos y el incremento de Lactobacillus. El hecho de que estas relaciones fueran
observadas y corroboradas mediante esta metodologia, no Unicamente fortalece el
conocimiento previo, pero también provee evidencia de que la metodologia es efectiva.

Ademads, la robustez de estos hallazgos no solamente refuerza el conocimiento existente, sino
qgue también subraya la eficacia del enfoque analitico elegido. La evaluacién sistematica de la
evidencia, la sintesis de la informacién (binarizacidn) y el tratamiento estadistico aplicado a
los resultados congregados mediante la técnica del peso de la evidencia (WoE- IV) lo que
permitio detectar algunas variables que no habian sido resaltadas, agrupar ciertos tipos de
hidratos de carbono, qué tanto la dieta puede modificar la composicion del microbioma y
resaltar ciertos grupos que no se les habia dado importancia en estudios donde se probaron
algunos tipos de hidratos de carbono.

Sin embargo, tanto la metodologia de analisis, como los resultados obtenidos, podrian abrir
un interés de investigacidon para continuar alimentando el modelo y asi establecer o reforzar
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relaciones entre diferentes hidratos de carbono y diversos taxones bacterianos, asi como
replicar este tipo de analisis en otros temas

Al binarizar las variables, se reducen el nimero de valores que pueden tener los diferentes
parametros y se pueden comparar estudios con variaciones metodoldgicas, agrupandolos por
similitud de los hidratos de carbono utilizado en cada articulo.

6.2. Parte 2 Analisis bioinformatico del microbioma intestinal
de una base de datos publica generada a partir de una
intervencion murina con Fructooligosacaridos y extracto de
H. undatus

El estudio bioinformatico de la alfa y beta diversidad del microbioma intestinal en respuesta
a diferentes tipos de hidratos de carbono demuestra que existe una compleja interaccién
entre la dieta y la composicion del microbioma. Gracias al analisis se identificaron los taxones
bacterianos presentes en cada una de las muestras pertenecientes a la base de datos, asi
como se obtuvieron los valores para diferentes indices de la alfa y beta diversidad.

El analisis de estos valores sugiere que la alfa diversidad se mantuvo estable durante la
intervencion, no necesariamente indica una falta de respuesta a la ingesta del hidrato de
carbono, puesto que se observaron cambios tanto en la beta diversidad como en el andlisis
taxondmico.

Por otro lado, el andlisis de la beta diversidad revelé cambios en el tiempo de exposicion a los
diferentes hidratos de carbono. Lo anterior sugiere que se debe considerar la temporalidad
de la intervencidn, pues un tiempo mas prolongado puede generar la aparicion de ciertos
grupos debido a la adaptacidn del microbioma y la degradacién de los hidratos de carbono.

A través del uso de una base de datos publica se logré construir un flujo de procesamiento de
datos bioinformaticos que es capaz de generar visualizaciones de alfa y beta diversidad, y
también puede asignar taxonomia a partir de una base de datos que contiene secuencias de
gen 16S rRNA.
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