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RESUMEN
Introduccién. La microbiota tiene un papel critico en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal pero puede ser perturbada por el estrés. El estrés altera la
colonizacion y proliferacion normal de la microbiota (disbiosis) que conlleva a
inflamacion y dafio tisular. La lactoferrina bovina (bLf) es una glucoproteina que
estimula o inhibe la proliferacion de algunos componentes de la microbiota intestinal,
pero en condiciones de estrés se desconoce su efecto. Objetivo. Evaluar el efecto
de la bLf sobre la microbiota intestinal de ratones estresados. Métodos. Ratones
BALB/c hembra de 7 semanas de edad (n=12), fueron tratados oralmente por 7 dias
con bLf al 0.1 %. Del 4° al 7° dia de tratamiento, un grupo se estresé por
inmovilizacién 2 h/dia (Str bLf n=6) y otro grupo no se estres6 (bLf n=6). Como
controles se incluyeron 2 grupos de ratones sin tratamiento con estrés (Str n=6) y
sin estrés (Ctrl n=6). Al final del periodo de estrés (7° dia), se recolectaron las heces
y se diseco el colon para cultivar aerobios en caldo tioglicolato, en agar TSA y
lactobacilos en medio MRS; asi como, para la extraccion del DNA para la
secuenciacion masiva de la region V4-V5 del gen 16S rRNA. Para el analisis
estadistico se aplico la prueba de Kruskal Wallis o ANOVA y las pruebas post hoc
para estimar las diferencias significativas (p<0.05) Resultados. En comparacién
con el grupo Ctrl sin estrés, la cuenta bacteriana de aerobios en heces, aumenté
significativamente en el grupo Str bLf y en colon del grupo bLf. La secuenciacion
masiva en heces sefialé que en relacion al grupo Ctrl, hubo un aumento de la
abundancia relativa de los taxones: Bacteroides, Parasutterella y Sutterellaceae en
el grupo bLf y de los taxones Baernesiella, Parasutterella y Sutterellaceae en el
grupo Str bLf, asi como una disminucion en los taxones Rikenella,
Ruminoccocaceae y Clostridiales en el grupo bLf, con respecto al grupo Cirl.
Conclusion. Los datos sugieren que tanto el estrés como la bLf, favorecen la
proliferacion de aerobios en heces y colon e inducen el aumento o la reduccion de

la abundancia relativa en heces de algunos componentes de la microbiota.



ABSTRACT
Introduction. The microbiota plays a critical role in maintaining intestinal
homeostasis but can be disturbed by stress. Stress alters the normal colonization
and proliferation of the microbiota (dysbiosis) leading to inflammation and tissue
damage. Bovine lactoferrin (bLf) is a glycoprotein that stimulates or inhibits the
proliferation of some components of the intestinal microbiota, but its effect under
stress conditions is unknown. Aim. To evaluate the effect of bLf on the gut microbiota
of stressed mice. Methods. 7-week-old female BALB / ¢ mice (n = 12) were treated
orally for 7 days with 0.1% bLf. From the 4th to the 7th day of treatment, one group
was stressed by immobilization 2 h / day (Str bLf n = 6) and another group was not
stressed (bLf n = 6). Two groups of mice without stress treatment (Str n = 6) and
without stress (Ctrl n = 6) were included as controls. At the end of the stress period
(7th day), the feces were collected and the colon was dissected to culture aerobes
in thioglycollate broth, on TSA agar and lactobacilli in MRS medium; as well as, for
DNA extraction for massive sequencing of the V4-V5 region of the 16S rRNA gene.
For the statistical analysis, the Kruskal Wallis test or ANOVA and the post hoc tests
were applied to estimate the significant differences (p <0.05). Results. In
comparison with the Ctrl group without stress, the bacterial count of aerobes in stool
increased significantly in the Str bLf group and in the colon of the bLf group. The
massive sequencing in feces indicated that in relation to the Ctrl group, there was
an increase in the relative abundance of the taxa: Bacteroides, Parasutterella and
Sutterellaceae in the bLf group and of the Baernesiella, Parasutterella and
Sutterellaceae taxa in the Str bLf group, as well as a decrease in the taxa Rikenella,
Ruminoccocaceae and Clostridiales in the bLf group, with respect to the Ctrl group.
Conclusion. The data suggested that both stress and bLf favor the proliferation of
aerobes in feces and colon and induce an increase or decrease in the relative

abundance in feces of some components of the microbiota.
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INTRODUCCION

El estrés se define como la respuesta del sistema nervioso central (SNC) a los
estimulos ambientales percibidos como una amenaza para la supervivencia
(Dhabhar, 2009). Algunos estudios experimentales revelan la comunicacion
bilateral entre el SNC y el intestino a través de vias neuroendocrinas del eje intestino
cerebro mejor conocido “Gut Brain Axis” (Campos et al., 2013). El estrés afecta
diferencialmente al tracto intestinal debido a su regionalizacion estructural,
funcional, inmunoldgica y neuroendocrina. En términos de regionalizacion, la
abundancia de la microbiota y del mucus aumenta de la regién proximal a la distal
del intestino delgado y alcanzan su maximo nivel en el colon (Bowcutt et al., 2014).
La microbiota y el mucus tienen un papel clave en la homeostasis intestinal al
contribuir a la funcién de la barrera intestinal (Cornick et al., 2015); esta ultima, se
refiere a la capacidad del epitelio intestinal de permitir o bloquear el transporte de
moléculas inocuas o agentes nocivos, respectivamente (Cornick et al., 2015).
Algunas bacterias como Akkermansia muciniphila degradan el mucus; los
lactobacilos y bifidobacterias liberan “short-chain fatty acids” (SCFA) usados como
fuentes de energia para las células del epitelio intestinal (Zhai et al., 2018); otras
bacterias conocidas como segmented filamentous bacteria (SFB), favorecen la
generacion de la inmunoglobulina A (IgA) con un papel en la defensa contra
bacterias y en la homeostasis (Fransen et al., 2015). La lactoferrina bovina (bLf) es
una glucoproteina multifuncional de unién a iones férricos (Fe3*) que favorece o
reduce la proliferacion de algunos componentes de la microbiota intestinal (Baker
& Baker, 2009; Vega et al., 2019). Debido a su actividad moduladora sobre los
componentes de la microbiota, estudios experimentales estan evaluando la
capacidad de la bLf para contrarrestar las alteraciones causadas por el estrés sobre
la homeostasis intestinal. Este abordaje podria aportar conocimiento sobre futuras
estrategias que puedan prevenir alteraciones en la microbiota que conlleven a
potenciales disfunciones inflamatorias en el tracto intestinal, como lo es incluida la
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (Honneffer et al., 2014), sindrome

metabdlico (Ley et al., 2006), cancer colorectal (Nakatsu et al., 2015), entre otras.



Las evidencias aportadas por nuestro grupo de trabajo basadas en el modelo
murino por inmovilizacidén en tablero, muestran que el estrés redujo la concentraciéon
de mucopolisacaridos en colon y dicho efecto fue contrarrestado por la bLf
administrada por via oral (Vega et al., 2019 Symposium). Sin embargo, el efecto
del estrés sobre la cuenta de lactobacilos y aerobios fecales en ratones tratados con
bLf es poco clara (Sanchez et al., 2019). Con base en lo anterior, en este proyecto
evaluamos el efecto modulador de la bLf sobre los componentes de la microbiota
mencionados anteriormente. Para lograr lo anterior se trabajé con ratones
sometidos a estrés y tratados con bLf con el fin de evaluar la abundancia y
diversidad de bacterias relacionadas con la homeostasis intestinal (Akkermansia
muciniphila, Lactobacilos, Bifidobacterias y SFB). Estas ultimas se evaluaron por
medio de conteo en placa de muestras de heces y colon y por secuenciacién masiva

del gen 16S rRNA en muestras de heces.

MARCO DE REFERENCIA

Estudios en modelos de experimentacion se han enfocado en evaluar el efecto del
estrés o de la bLf sobre la proliferacién de componentes de la microbiota mediante
el uso de cultivos, andlisis molecular a base del ensayo PCR (Polymerase Chain
Reaction) o la secuenciacion de regiones variables del gen 16S rRNA (Tabla 1).
Estudios previos en ratas Wistar sometidas a estrés crénico por inmovilizacion (2
h/4 dias), observaron una disminucion de la cuenta bacteriana de lactobacilos y
bifidobacterias en colon (Svishcheva et al., 2020); asi mismo, en ratas Wistar con
inmovilizacién (15 a 60 min), el estrés agudo redujo el transito intestinal en colon e
intestino delgado (Muraoka et al., 1998) en tanto que en ratas Sprague Dawley bajo
inmovilizacion (3 h/21 dias), el estrés cronico modificé la abundancia de filos,
familias y géneros (Tabla 1) (Zhu et al., 2019). En otros estudios en ratas Sprague
Dawley bajo restriccion de movimiento se observé que el estrés aumento la
diversidad filogenética y la generacion de acido aspartico, lactato, ornitina y N-
acetilglucosamina en ratas adolescentes respecto a las ratas adolescentes y adultas

sin estrés y ratas adultas con estrés (Tabla 1) (Xu et al., 2020).

10



En un estudio experimental en ratones C57BL/6 bajo restriccion de movimiento 12
h/2 dias, se demostr6 que el estrés increment6 la abundancia de los filos
Bacteroidetes y Proteobacteria y redujo Firmicutes (Han et al., 2019); en este mismo
modelo por restriccion de movimiento en ratones C57BL/6 (2 h/10 dias) el estrés
modificd la abundancia de filos, familias y géneros como se muestra en la Tabla 1
(Jang et al., 2018); aplicando el mismo modelo, el estrés por restriccion de
movimiento (2 h/7 dias) aumento la abundancia de las familias descritas en la Tabla
1 (Rengarajan et al., 2020).

En relacion a la bLf, el analisis metagendmico en heces de ratas con y sin disbiosis
causada por antibidticos, mostré que la bLf tuvo un impacto significativo en la
estructura de la microbiota (Wen et al., 2017). Por ultimo, la administracién de bLf
al 5% adicionada en leche incrementd la proliferacion fecal de la familia
Enterobacteriaceae en ratones BALB/c de 4 semanas (Teraguchi et al., 1993).
Los estudios antes descritos, son los antecedentes directos de este trabajo que se
enfocO a evaluar el efecto de la bLf sobre la microbiota en condiciones de estrés
que a la fecha se desconoce. Es importante recalcar que la originalidad de este
trabajo radica en que por vez primera explora el impacto modulador de la bLf sobre
la microbiota en condiciones de estrés. Lo anterior podria ser util para reducir o
reemplazar el uso de antibioticos prescritos convencionalmente para el control de

disbiosis causada por el estrés.
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Tabla 1. Efecto del estrés crénico y de la lactoferrina bovina, sobre la

microbiota intestinal en roedores.

muestras fecales en ratas
macho Sprague Dawley con
inmovilizacion 3h/21 d

(nivel Genus) tAlloprevotella,
Prevotellaceae, Desulfovibrio,
VRuminiclostridium,
Ruminococaceae, Ruminococcus,
Anaerotruncus

Modelo de estrés Hallazgos Referencia
Estrés por inmovilizacion en | |UFC/g lactobacilos y Svishcheva
cajas de plastico herméticas | bifidobacterias en colon. et al., 2020
2 h/14 dias ratas Wistar.

Andlisis gPCR en ratones 1 Bacteroidetes y Proteobacteria Han et al.,
C57BL/c machos con | Firmicutes 2019
restriccion de movimiento
12 h/2 dias
Secuenciacion de la region | (Phylum)tProteobacteria, | Jang et al.,
V3-V4 del gen 16S rRNA de | Bacteroidetes; (Family)t 2018
muestras fecales en ratones | Helicobacteriaceae,
C57BL/c machos con Enterobacteriaceae,
restriccibn movimiento 2 lLactobacillus; (genus) 1 Klebsiella
h/10 dias. Helicobacter

En cultivos TEscherichia coliy |

Lactobacillus y Bifidobacteria
Secuenciacion de la region | 1 Bacteroidaceae, Rengarajan
V3-V4 del gen 16S rRNA de | Burkordeliaceae, | Clostridiaceae, et al., 2020
muestras fecales en ratones | Corynebactericeae y
C57BL/6J SPF sometidos a | Ruminicocaceae
estrés por restriccion de
movimiento 2h/7d.
Caracterizacion del Con relacion a los S-no Str, L-no Xu et al.,
metabolomay Str y L-Str, en el grupo S- 2020
secuenciacion de la region | strtdiversidad filogenética de
V4 del gen 16S rRNA en acuerdo al andlisis de Faith
muestras fecales de ratas En el grupo S-Str tacido aspartico,
macho Sprague Dawley con | lactato, ornitina y N-
restriccidon de movimiento 1 | acetilcglucosamina
h/44 dia postnatal (PD) (S
groups adolescence) y
1h/64 PD (L groups
adulthood)
Secuenciacion de la region | (nivel Phylum)tBacteroidetes, Zhu et al.,
V3-V4 del gen 16S rRNA de | Proteobacteria |Firmicutes 2019
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Administraciéon de bLf

Hallazgos

Referencia

Metagenomica fecal en
ratas con y sin disbiosis
causada por antibiéticos
cony sin bLf

Ratas sin disbiosis: 1 perfil
citocinas Thl

Ratas con bLf: 1(genus)
Lactobacillus,Prevotella,Barnesiella
Clostridium, y Oscillibacter;
1(specie) Lactobacillus animalis,
Prevotella copri, Barnesiella
intestinihominis (a 19 y/o 33 dias)
En relacion las ratas sin bLf las
ratas con disbiosis con bLf:1 (nivel
genus) Prevotella, Lactobacillus,
Barnessiella, Akkermanssia; 1(
specie) Prevotella
copri,Lactobacillus animalis,
Barnesiella intestinihominis y
Akkermansia muciniphila (a 19 y/o
33 dias).

Wen et al.,
2017

Ratones hembra BALB/c de
4 semanas de edad,
alimentados con leche o
leche suplementada con bLf
5% durante 30 dias.

|Enterobacteriaceae en heces de
ratones alimentados con leche
bovina suplementada con bLf.

Teraguchi
et al., 1993

| disminucion; taumento; < sin cambios.
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MARCO TEORICO

Microbiota intestinal

La microbiota es una comunidad de billones de microorganismos que habitan en el
intestino, su composicién y diversidad aumenta de la region proximal hacia la distal
del intestino delgado y alcanza su méaximo nivel en el colon (Mowat et al., 2014). Lo
anterior obedece a que el metabolismo de los colonocitos genera una atmosfera
anoxigénica que favorece la proliferacion de bacterias anaerobias (Litvak et al.,
2018). La microbiota puede afectar algunos componentes de la barrera intestinal
como el mucus y la inmunoglobulina A (IgA).

El mucus es una matriz gelatinosa secretada por las células calciformes que recubre
la superficie de la monocapa de las células epiteliales del intestino (Sicard et al.,
2017). El mucus consiste en glucoproteinas de alto peso molecular llamadas
mucinas formadas por proteinas centrales con forma de hilo unidas a cadenas de
oligosacaridos (Bansil & Turner, 2006). En el mucus se secretan péptidos
antimicrobianos y anticuerpos como la inmunoglobulina A secretora (SIgA)
(McGuckin et al., 2011). El mucus tiene un papel antiinflamatorio al reducir y/o
evitar el contacto directo de la microbiota con la superficie del epitelio intestinal,
ademas de permitir la entrada de componentes inocuos e impedir el ingreso de
moléculas toxicas y patégenos al medio interno (Cornick et al., 2015). La microbiota
puede interaccionar con el epitelio a través de receptores de membrana que
contribuyen en la defensa innata del hospedero, por ejemplo, los receptores tipo toll
(TLRs) involucrados en la respuesta inflamatoria (Grondin et al., 2020).

El mucus y la microbiota establecen una relacion de beneficio mutuo, debido a que
el mucus es rico en mucinas que sirven como fuente de energia para algunos
comensales de la microbiota, en tanto que algunos otros, liberan metabolitos que
contribuyen a reforzar la integridad funcional y estructural del mucus. Algunas
bacterias de la microbiota intestinal poseen la capacidad de degradar la mucina
debido que producen glucosidasas, las especies mas representativas son:
Akkermansia muciniphila, Bacteroides thetaiotaomicron, Bifidobacterium bifidum,

Bacteroides fragilis y Ruminococcus gnavus, entre otras (Sicard et al., 2017).
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Ciertos componentes de la microbiota intestinal como las bifidobacterias y los
lactobacilos tienen la capacidad de utilizar como fuente de energia carbohidratos
complejos y fibra dietética para generar SCFA (short chain fatty acids), el acido
butirico, acido acético, acido propiénico y acido valérico, son algunos de ellos
(Schwiertz et al., 2010). La abundancia y proporcion de estos metabolitos es
influenciada por el tipo y cantidad de fibra consumida por el hospedador (Birkeland
et al., 2020; BuneSova et al., 2016), sin embargo, depende principalmente de la
prevalencia de ciertos grupos bacterianos (Schwiertz et al., 2010), por ejemplo, los
géneros Bacteroides y Prevotella son productores de écido propionico, los géneros
Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium grupo XlIVa y IVa, son productores de
acido butirico (Castillo & Marzo, 2015) y las especies Bifidobacterium spp, Blautia
hydrogentrophica, Prevotella spp y Streptococcus spp, son productoras de &cido
acético (Markowiak & Slizewska, 2020), entre otros. Los SCFA cumplen con
multiples funciones benéficas para el hospedador, en particular el acido butirico, el
cual es una de las principales fuentes de energia para los colonocitos (Hemalatha
et al., 2017), también mejora la respuesta inmunitaria ante estimulos antigénicos
(Sun et al., 2017). Mediante los efectos anteriores, el acido butirico colabora en la
funcién de la barrera epitelial, lo cual ayuda a mantener la integridad intestinal y
prevenir la translocacion de moléculas proinflamatorias (Chambers et al., 2018).
Ademas de las familias Bifidobacteriaceae y Lactobacillaceae, hay otras familias y
géneros menos estudiados, asociados a la producciéon de SCFA, como lo son las
familias Lachnospiraceae (Quraishi et al., 2017), y Ruminococcaceae, y los

géneros Bacteroides, Fecalibacterium y Blautia (Birkeland et al., 2020).

La IgA es un anticuerpo de la respuesta adaptativa de defensa que forma parte de
la barrera intestinal (Wells et al., 2017). La IgA lleva a cabo un amplio espectro de
actividades bioldgicas que incluyen la capacidad de aglutinacion y eliminacion
luminal de patégenos, la neutralizacion de toxinas y virus, y la tolerancia antigénica,
siendo un anticuerpo eminentemente anti-inflamatorio (Li et al., 2020). En
condiciones de inflamacion, aumenta significativamente el recubrimiento de la

microbiota con IgA (Pietrzak et al., 2020). Al formar complejos IgA-bacteria, la IgA
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atenua la capacidad de la microbiota para interaccionar y activar la respuesta
inmune innata y adaptativa, por ende, tiene un efecto antiinflamatorio (Liu et al.,
2020). En la microbiota, las bacterias filamentosas segmentadas (SFB) estimulan la

produccion de inmunoglobulina A secretora (SIgA) (Chen et al., 2018).

Estudio de la microbiota intestinal: Cultivos bacterianos y analisis molecular
Desde hace ya mas de 130 afios se llevan a cabo estudios de microorganismos
basados en cultivos, teniendo una referencia de mas de 1000 especies distintas que
se han aislado del tracto gastrointestinal humano (Rajili¢ & de Vos, 2014). Los
cultivos microbiologicos tienen como principal ventaja que permiten estudiar la
estructura y morfologia de las colonias cultivadas, sus caracteristicas bioquimicas y
metabdlicas, y facilitan la caracterizacion de compuestos bioactivos microbianos
(Plovier et al., 2016). La gran desventaja de los cultivos microbioldgicos, es que
solo un 35% al 65% de las especies microbianas, son cultivables como lo demuestra

el andlisis molecular del gen 16S rRNA (Lagkouvardos et al., 2017).

Con la llegada de los métodos independientes de cultivo basados en DNA, los
investigadores recibieron una herramienta fundamental para el analisis de la
composicién taxonémica y metagenomica (Hiergeist et al., 2015). El analisis de la
microbiota intestinal basado en técnicas moleculares permite la caracterizacion de
microorganismos no cultivables (Clavel et al., 2017). Para comprender mejor la
estructura de la microbiota intestinal, se emplea el analisis de la regién variable de
las secuencias del gen 16S rRNA como la herramienta mas empleada para este tipo
de estudios (Ibal et al., 2019). La secuencia dicho gen, proporciona informacién
muy Util para la identificacion y clasificacion de formas de vida procariotas, debido
a que todos estos microorganismos poseen dicho gen y su estructura presenta

regiones conservadas y variables (Coenye et al., 2003).
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Gen 16S rRNA

El gen 16S rRNA consiste de aproximadamente 1500 pb que incluyen regiones
conservadas esenciales para el funcionamiento del rRNA. El gen 16S rRNA
contiene 9 regiones variables de menor relevancia funcional, pero de gran
importancia en los analisis moleculares Figura 1. Las regiones variables pueden
tener diferencias o similitudes entre distintas especies bacterianas y esta es la
cualidad que se aprovecha para identificar o diferenciar entre especies (Takayasu
et al., 2019).

Gen 16 rRNA
QbQOD[ D0 D JDDDDDOQOQP

Figura 1 Estructura del gen 16S rRNA y sus regiones variables, tomada y
modificada de Angell et al. (2020).

Con el analisis de las regiones variables del gen 16S rRNA se pueden establecer
relaciones taxondémicas entre cepas procariotas hasta con una similitud del 98.65%
(Kim & Chun, 2014); dicho andlisis de secuencias aporta valores numéricos de
similitudes que pueden usarse como limites de circunscripcion para taxones
(Rossell6 & Amann, 2001).

Es ampliamente aceptado que el andlisis de las secuencias de las regiones
variables del gen 16S rRNA proporciona un marco estable y satisfactorio para la
clasificacion de procariotas, desafortunadamente, la capacidad de resolucién de
dicha técnica es insuficiente para garantizar una delimitacion correcta de las
especies bacterianas, siendo el género la categoria taxondmica mas especifica que

se puede delimitar (Fox et al., 1992; Fadeev et al., 2021).

Secuenciacion masiva del gen 16S rRNA
Los ensayos de secuenciacion masiva suelen realizarse mediante plataformas de

nueva generacion, como lon Torrent e Illumina, sin embargo, la plataforma Illumina
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brinda una menor tasa de error promedio por 100 bases (0.9/100) que lon Torrent
(1.5/100) (Onywera et al., 2020).

La secuenciacion con la tecnologia de Illumina mediante el sistema MiSeq se puede
resumir en 4 pasos esenciales descritos en la seccidon “Soporte técnico” de la pagina
oficial (illumina.com) y consisten en:

i) Preparacion de bibliotecas: Se amplifica el gen 16S rRNA y se realiza una
cuantificacion de la aportacion genomica para realizar la fragmentacion y la
adhesion de adaptadores. Posteriormente se realiza una cuantificacion de las
bibliotecas finales, con base en los adaptadores empleados.

i) Generacién de grupos: se produce en la celda de flujo, en donde cada fragmento
de una biblioteca se amplifica en miles de copias idénticas, para esto las bibliotecas
se hibridan en la celda de flujo, se amplifican y se forman los grupos.

iif) Secuenciacion: la tecnologia de secuenciacion de Illumina se llama
secuenciacion por sintesis (SBS), en donde se afiaden nucleétidos marcados con
fluorescencia que polimerizan la cadena de los grupos, de esta manera cada una
de las bases emite una intensidad de longitud de onda identificable.

iv) Analisis de datos: primero el andlisis principal en tiempo real da como resultado
imagenes e intensidades de onda, lo cual se traduce a las secuencias de
nucleétidos obtenidas. El andlisis secundario consta en realizar alineaciones y
detecciébn de variantes indeseables, mediante diferentes tipos de software

bioinformaticos adicionales.

Anélisis basado en OTUs

Los estudios de secuenciacion de nueva generacion del 16S rRNA permiten estimar
la composicion, diversidad y riqgueza de las comunidades microbianas mediante el
analisis de secuencias basadas en sus similitudes mejor conocidas como “OTUs”
por sus siglas en inglés (Operative Taxonomic Units) (Chen et al., 2013). En el
analisis basado en OTUs es necesario procesar conjuntos de datos de
secuenciacion a gran escala, con una serie de algoritmos para clasificar las
secuencias en agrupaciones jerarquicas. Estas Ultimas, permiten la posterior

asignacion de las categorias del primer al tltimo nivel taxonémico correspondientes
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a: Dominio, Reino, Filo o Division, Clase, Orden, Familia, Género y Especie
(Schloss et al., 2009). Para el analisis de las comunidades microbianas se aplica
el software MOTHUR; con este paquete es factible recortar, trazar y alinear
secuencias, calcular distancias, asignar secuencias a OTUs y describir la diversidad
alfa y beta (Schloss et al., 2009). A fin de comparar el nUmero de especies entre
comunidades, es necesario rarificar el conjunto de secuencias obtenidas, ya que no
siempre el tamafio de las muestras es igual (Monge & Moreno, 2001). La
rarefaccion se refiere al proceso de generacion de la relacion entre el niumero de
especies, Variantes de Secuencia de Amplicones (ASVs), OTUs, etc., contra el
ndamero de secuencias; lo anterior permite visualizar que se ha alcanzado la
suficiente profundidad en la secuenciacion para identificar aquellos taxones

minoritarios en una muestra (Hernandez et al., 2020).

La diversidad alfa se refiere al nimero de especies que conviven en un habitat
homogéneo (Sonco et al., 2013), también se relaciona con las interacciones
poblacionales, dando como resultado una perspectiva sobre la competicion,
dominancia e inmigracion de otras localidades (Llorente & Morrone, 2001). La
diversidad alfa se puede estudiar con el indice de diversidad Shannon-Weiner,
indice de dominancia Simpson e indice de rigueza Chao. El uso de cada uno de
ellos depende de las variables que se pretenden analizar, como el niumero de
especies, indice de riqueza especifica, o indices de abundancia entre todas las
especies (para equidad) (Moreno et al., 2011).

La medida de diversidad Sobs, representa la riqueza de especies observadas en el
namero de secuencias (Jan & Wolfgang, 2010). El indice de Simpson es un indice
de dominancia y representa la probabilidad de que dos individuos escogidos al azar
pertenezcan a la misma especie (LOpez et al., 2017). El indice de Simpson puede
tomar valores que van de 0 a 1, entre mas cercano a 1 indica una mayor dominancia
y menor biodiversidad (Sonco, 2013). Es importante sefialar que el inverso del
indice de Simpson funciona mejor para comparar grupos en términos de diversidad

bioldgica; un valor alto del inverso de Simpson indica mayor biodiversidad, es decir,
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menor dominancia en tanto que, un valor bajo del inverso de Simpson indica menor
biodiversidad y por ende mayo dominancia (Kozich et al., 2013).

El indice Shannon es uno de los mas empleados para determinar diversidad de
especies en un determinado habitat (Mostacedo & Fredericksen, 2000). Un valor
del indice de Shannon cercano a cero, indica muy poca diversidad de especies, un
valor entre 2 y 3 sefiala una diversidad normal y mayor a 3 denota una gran
diversidad (Sonco, 2013).

El indice Chao se usa para estimar rigueza mediante un analisis no paramétrico
(Bo-Ra et al., 2017). El indice de Chao considera la abundancia de las OTUs en las
muestras; cuanto mayor sea el indice Chao, mayor serd la riqueza esperada de
especies de la microbiota (Li et al., 2018).

La diversidad beta ha sido conceptualizada por distintos autores y de acuerdo a la
definicion de Sugg (1996) “Es el recambio de especies en una regién heterogénea”
en tanto que MARN (2002) la define como “Una medida del recambio de especies
entre diferentes tipos de comunidades o habitats”. La diversidad beta, mide
entonces, el grado de reemplazamiento de especies a través de gradientes
ambientales (Sonco et al., 2013). Por medio de los analisis de diversidad beta se
puede estudiar la diferencia entre comunidades microbianas de diferentes entornos,
mediante el andlisis de los perfiles de abundancia taxon6mica de diferentes
muestras.

Con todo lo anterior descrito, fue factible analizar los resultados de la secuenciacion
masiva de la region V4-V5 de gen 16S rRNA en las muestras heces de ratones

tratados con bLf sometidos a estrés.

Estrés

El estrés se refiere a la captacion sensorial y cognitiva de un estimulo ambiental
(estresor), percibida como una sefial de alarma por el sistema nervioso central
(percepcion) que, a su vez, desencadena una reaccion fisiologica de lucha y huida
(respuesta) en el organismo (Dhabhar, 2009). De acuerdo con la frecuencia, el

estrés puede ser agudo o cronico. En el estrés agudo ocurre un Unico evento de
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exposicion al estrés en tanto que el estrés cronico consiste en eventos repetidos de
exposicion. La duracion a la exposicion del estresor en el estrés agudo puede ser
de minutos, horas y en el estrés crénico puede ser de dias. La intensidad del estrés
se mide en términos cuantitativos mediante la estimacion de parametros
neuroendocrinos, como hormonas de estrés (glucocorticoides y catecolaminas),

neurotransmisores y valores fisioldgicos, como el ritmo cardiaco (Dhabhar, 2009).

El estrés ejerce sus efectos mediante la activacion de vias neuroendocrinas del eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) y los componentes del Sistema Nervioso
Auténomo como el Sistema Nervioso Simpético, Sistema Nervioso Parasimpatico y
Sistema Nervioso Entérico (de Jonge et al., 2013; Eskandari et al., 2003). Los
nervios del sistema auténomo (extrinsecos) interaccionan con los nervios del
sistema nervioso entérico (intrinsecos) para formar el denominado eje cerebro-
intestino (de Jonge et al., 2013; Eskandari et al., 2003).

Estudios basados en modelos de estrés en ratas y ratones como animales de
experimentacion, han permitido analizar con detalle el impacto del estrés sobre la
composicion y proliferacion de la microbiota intestinal. Como se aprecia en la Tabla
2, los efectos mas relevantes del estrés son: disbiosis, inflamacién, dafio tisular y
pérdida de la diversidad microbiana, que en ultima instancia resulta en la pérdida de

la homeostasis intestinal.
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Tabla 2. Impacto del estrés sobre la microbiota intestinal en ratones y ratas

neonatas 3 h/d por 35d
(PND 35).

Modelo animal Hallazgo Referencia
WAS 1 hora (h)/7 dias | 1 cort, 1 disbiosis 1 adherencia Aguilera et
(d) en ratones C57BL/6 | luminal bacteriana al., 2013
tratados con 1 Clostridum spp|Verrucobacteria
antibioticos.
sCSDS 10 d en ratones. | | IgA cecal, correlacion entre IgA Aoki et al.,

cecal y sCSDS, 1 disbiosis en ciego. | 2016
NEC en camadas de | IgA fecal, 1 IgA unida a microbiota Brawner et
ratones hembra tdisbiosis 1 dafo tisular al., 2020
neonatos de madres
sometidas a estrés
prenatal.
Estrés por separacion | mucina intestinal Garcia et al.,
materna en ratas 1 disbiosis 2006

Estrés por
Inmovilizacion en
tablero 2h/4d en
ratones BALB/c macho
de 8 semanas.

1 bacterias aerobias fecales

Machorro et
al., 2019

WAS 1h/10 d en ratas
ws/ws deficientes de
células cebadas y ratas
silvestres +/+ (wild type
(wt)) control.

Ratas wt 1cort,

1 adherencia bacteriana y penetracion
de bacterias dentro de enterocitos.
Estos efectos no fueron observados
en ratas ws/ws

Soderholm et
al., 2002

WAS 1h/d o 1h/5d por
12 semanas en
Ratones deficientes de
cadena a del receptor
de linfocitos T (Tcra™
knock out (ko)).

T1gA contra microbiota

| diversidad de microbiota, fcolitis
1disbiosis solo en ratones Tcra’ ko
C57BL/6 no en Tcra’ ko BALB/c

Watanabe et
al., 2016

| disminucion; taumento; <> sin cambios; estrés por evitacion de agua (Water
avoidance stress): WAS; Libres de patégenos especificos (Specific pathogen free):
SPF; Dia postnatal 35 (Postnatal day 35): PND35; Enterocolitis necrosante
(Necrotizing Enterocolitis): NEC; estrés subcrénico por interaccion social
(subchronic defeat stress): sCSDS; heath-shock protein 70 (proteina de choque

térmico 70): HSP70

Los modelos antes descritos son referentes experimentales del impacto del estrés
sobre la susceptibilidad de algunas enfermedades de importancia clinica como
inflamacion intestinal, como ocurre con IBS (Intestinal Bowel Syndrome) e IBD

(Intestinal Bowel Disease) (Sun et al., 2019).
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Como se describe brevemente en la Tabla 2, en la investigacion realizada por
Machorro et al. (2019), se evaluaron los efectos del estrés por inmovilizacion en
tablero durante 2h/4d en ratones BALB/c hembras. Los hallazgos indican que el
estrés favorecio el incremento de bacterias aerobias fecales, indujo la expresion de
MRNA de las citocinas proinflamatorias: TNF-a, IL-1B3, IL-6 e IL-8 en la mucosa
colénica, y redujo el numero de células caliciformes. En consecuencia, podria
disminuir el grosor de la capa de mucus, aumentando el contacto entre las bacterias
luminales y la superficie epitelial (Kim & Khan, 2013). Lo anterior podria tener
asociacion con el incremento de bacterias degradadoras de mucus o con la

disminucién de comensales que contribuyen a la homeostasis intestinal.

Con base a lo anterior, a fin de reducir o controlar las afectaciones del estrés sobre
la homeostasis intestinal, se ha evaluado el efecto de la bLf sobre la modulaciéon

intestinal en condiciones de estrés como se describe a continuacion.

Lactoferrina bovina

La lactoferrina es una glucoproteina de union al hierro de 80 kDa de masa
molecular, perteneciente a la familia de las transferrinas, es producida y liberada por
las células epiteliales de la mucosa y los neutréfilos en varias especies de
mamiferos, incluidos humanos y bovinos (Giansanti et al., 2016). La bLf se
encuentra en la leche y el calostro bovino en una concentracion de 7 g/L y es la
segunda proteina mas abundante en ella después de las caseinas (Conneely,
2001). La bLf participa en el transporte de Fe3* mediante la formacién de complejos
metalicos, por lo tanto, la podemos encontrar en su forma saturada (holobLf) e
insaturada (apobLf) (Majka et al., 2020). Posee un amplio espectro antimicrobiano
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Rodriguez et al., 2005), el cual
cumple mediante distintos mecanismos, algunos de ellos son:

En su forma insaturada (apobLf): 1) Captura los iones Fe3*, los cuales son
indispensables para la proliferacion bacteriana. 2) Interacciona con moléculas

estructurales de la membrana bacteriana, dando como resultado la pérdida de
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permeabilidad selectiva y la subsecuente lisis celular. 3) Interfiere con las sefiales
bacterianas para la formacion de biopeliculas (Ledn et al., 2009).

En ambas formas (holobLf) y (apobLf): 1) Actividad bactericida de un fragmento
producto de la degradacion de la bLf mediante pepsinas presentes en el tracto
digestivo (Bellamy et al., 1992). 2) Actla en sinergismo con la IgA y lisozimas en la
respuesta inmunoldgica (Leodn et al., 2006; Arciniega et al., 2016).

A pesar de que la bLf posee una gran diversidad de mecanismos bactericidas,
algunos microorganismos patdégenos y comensales de la microbiota intestinal
poseen mecanismos no solo para evadir la lisis celular, sino para beneficiarse de la
misma bLf, asimilando el hierro de la holobLf. Es por eso que la bLf presenta un
efecto dual en el incremento y disminucion de la proliferacion de distintos
microorganismos (Leoén et al., 2009).

Estudios en modelos animales y estudios en voluntarios humanos, muestran que la
bLf es capaz de regular la proliferacion de algunos componentes de la microbiota

intestinal, como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Impacto de la lactoferrina sobre la microbiota intestinal

Modelo animal

Hallazgo

Referencia

Metagendmica
fecal en
voluntarios
humanos tratados
con dos dosis de
200 o0 600 mg
Inferrin ™ (bLf
microcapsulas de

Inferrin

TFirmicutes y Bacteroides
|Euryarcheota, Acidobacteria,
Chloroflexi, Nitrospirae

Dix & Wright, 2018

ratones C57/BL6
machos 6 sem,
tratados via oral
con bLfcin bovina.

| indice infiltracion inflamatoria

gel).

Modelo de bLfcin Haiwen et al., 2019
enfermedad EHEC | |crecimiento cecal de bacteriodes

0157:H7 en causado por EHEC

Modelo murino de
colitis ulcerativa
causado por DSS
tratados por via
oral con LL-LFCA).

LL-LFCA

ldisbiosis

| indice infiltracion inflamatoria
| pérdida de peso corporal

Song et al., 2019

Ratones machos
C57BL/6J obesos
tratados 12 sem
por via oral con
bLf (100 mg/kg).

bLf

lobesidad, |aparente de
enterobacterias fecales
1 lactobacilos fecales

Sun et al., 2016

Ratones BALB/c
hembras de 4
semanas tratados
oralmente con
leche bovina
adicionada con bLf
o con bLfh.

1 bifidobacterias fecales

Teraguchi et al.,
1995

Modelo murino de
colitis ulcerativa
causado por DSS
tratados por via
oral bLf.

bLf indujo:

ldisbiosis

| indice infiltracion inflamatoria
| pérdida de peso corporal

Wang et al., 2021

| disminucién; taumento; < sin cambios Lactoferricina bovina (bovine
lactoferricina): bLfcin; Lactococcus lactics secretora de lactoferricina-
lactoferrampina: LL-LFCA; sulfato sédico de dextran (dextran sulfate sodium):
DSS; tabletas con capa entérica formuladas con lactoferrina bovina (100 mg

tableta) y Lactobacillus brevis (6x10° UFC/tableta) inactivadas por calentamiento:

bLf-L; hidrolizado de bLf con por pepsina: bLfh.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se reconoce que el estrés ejerce efectos sobre la microbiota intestinal,
generando disbiosis, como se ha demostrado en pacientes y modelos animales de
experimentacion. La disbiosis de la microbiota intestinal ha sido asociada tanto a la
generacion como al agravamiento de diversas enfermedades a nivel local (en el
propio intestino), como a nivel sistémico (sistema cardiovascular, endocrino y
sistema nervioso central), condicionando enfermedades como la Ell, cancer,
obesidad, diabetes, hipertension, depresion y esquizofrenia, entre otras
innumerables patologias que actualmente se han convertido en serios problemas
de salud a nivel nacional e internacional.

Por lo anterior, es de suma importancia contar con estrategias terapéuticas que
permitan mantener una homeostasis intestinal.

El tratamiento en algunos casos requiere de antibioticos para controlar dichas
alteraciones, sin embargo, esto a su vez causa una serie de efectos adversos sobre
la microbiota. Por lo anterior se estan proponiendo estrategias para reducir el
consumo de antibidticos mediante la aplicacion de agentes inmunomoduladores
como la bLf. Esta ultima es una glucoproteina con propiedades sobre componentes
de la inmunidad intestinal y la microbiota y por ende podria proveer beneficios para
la homeostasis intestinal, lo que nos permite establecer la siguiente pregunta de
investigacion:

¢, Cual es el efecto de la bLf sobre la abundancia y diversidad de bacterias de la

microbiota en ratones sometidos a estrés?
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HIPOTESIS
La lactoferrina bovina administrada ad libitum a ratones BALB/c sometidos a estrés,
tendra un efecto tanto positivo como negativo sobre la abundancia y diversidad de

bacterias de la microbiota intestinal.
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OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto modulador de la lactoferrina bovina, sobre la abundancia de
bacterias de la microbiota implicadas con la homeostasis intestinal en ratones

BALB/c sometidos a estrés.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la cuenta de lactobacilos y aerobios totales en heces y colon de
ratones BALB/c control y tratados con lactoferrina, sometidos a estrés, mediante la

cuenta bacteriana en placa.

2. Evaluar la diversidad y estructura de las comunidades bacterianas asociadas con
degradacion de mucus (Akkermannsia) mediante secuenciacion masiva del gen
16S rRNA.

3. Evaluar la diversidad y estructura de las comunidades bacterianas asociadas con
generacion de SCFA (Lactobacillaceae y Bifidobacteriaceae) mediante

secuenciacion masiva del gen 16S rRNA.
4. Evaluar la diversidad y estructura de las comunidades bacterianas asociadas con

la generacion de IgA (Clostridaceae) mediante secuenciacion masiva del gen 16S
rRNA.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y condiciones ambientales de alojamiento

Se emplearon ratones hembra de la cepa singénica BALB/c de 6 semanas de edad,
los cuales fueron brindados por la Unidad de Produccion y Experimentacion de
Animales de Laboratorio (UPEAL) de la UAM-Xochimilco. Se realizaron dos ensayos
y para cada uno de ellos se dispusieron 12 ratones divididos en 2 grupos de 6 por
jaula y se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura a 20°C,
humedad relativa de 55% Yy ciclo de luz/oscuridad 12/12 h con la luz encendida de
7:00 am a 7:00 pm. Los ratones fueron provistos con alimento comercial (Laboratory
Rodent Diet 5001, LabDiet Saint Louis, MO, USA) y agua a libre demanda durante
el periodo de adaptacién (2 semanas) antes de los ensayos, los cuales se realizaron
durante la octava semana de vida. Las intervenciones experimentales se llevaron a
cabo de 9:00 am a 1:00 pm, para atenuar la influencia del ciclo circadiano sobre
fluctuaciones de la hormona de estrés ACTH. Este protocolo (No. 176) fue aprobado
el 15 de marzo de 2017, con vigencia de cinco afios por el Comité Interno para el
Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio CICUAL UAM-Xochimilco
(DCBS.CICUAL.007.17). El manejo de los ratones se apeg0 a los procedimientos
de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-1999, Secretaria de Agricultura, México,

siguiendo las consideraciones éticas para el manejo de animales de laboratorio.

Preparacion y administracion de lactoferrina bovina al 0.1%

Se empled bLf con 12% de saturacion de hierro, a partir de la cual, se prepar6 una
solucién al 10% p/v empleando como disolvente agua del bioterio previamente
esterilizada en autoclave. Por otra parte, la bLf también fue previamente esterilizada
con un filtro de membrana de 0.45 ym. Se prepararon soluciones en el mismo
diluyente de bLf al 0.1% p/v que se envasaron en bebederos previamente
esterilizados en autoclave. Para el ensayo experimental los ratones fueron provistos
con bLf al 0.1% p/v durante 7 dias consecutivos ad libitum, desde el viernes de la
semana 7 hasta el jueves de la semana 8 de vida. El grupo control fue provisto con

agua envasada en el bebedero en condiciones estériles.
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Modelo de estrés por inmovilizacion sobre tablero

El modelo de estrés por inmovilizacion (Figura 2) se llevd a cabo sobre un tablero
de poliestireno de 20 x 25 cm forrado con plastico adherente (para facilitar su
limpieza) de acuerdo a lo siguiente. Los ratones se colocaron en posicion prona
(boca abajo), luego se estiraron suavemente las extremidades y se colocé cinta de
baja adhesividad directamente sobre la piel (patas delanteras y cola) y sobre los
cojinetes (patas traseras). La cinta de baja adhesividad se aplic6 con el fin de reducir
lesiones en el momento de retirarla y sobre la cual se colocé cinta de mayor
adherencia para reforzar la inmovilizacion. El orden de inmovilizacion fue: 1) patas
delanteras 2) patas traseras 3) cola. Se colocé una “mordedera” de carton sobre las
patas delanteras para evitar que los ratones se autolesionen y al finalizar el periodo

de inmovilizacion, se retiraron las cintas en el orden inverso al de fijacion.

Figura 2 Se muestra el modelo de estrés por inmovilizacién sobre tablero, siguiendo
con todas las consideraciones éticas para el manejo de animales.

Este protocolo de inmovilizacion se aplicé 2 horas diarias durante 4 dias seguidos
(del lunes al jueves de la semana 8 de vida). Los grupos control fueron mantenidos
sin agua ni alimento durante las 2 horas que dur6 el protocolo de estrés. En la Tabla
4 se muestran los grupos experimentales del ensayo de estrés y los grupos control,

cada uno con n=6 ratones.
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Tabla 4 Se muestran las condiciones de los 4 grupos experimentales, en donde n=6
por grupo

Sin estrés Con estrés
Agua Ctrl Str
bLf 0.1% p/v bLf Str bLf

Recoleccion de muestras de heces y colon

Una vez concluido el ensayo y antes de la eutanasia se recolectaron las muestras
de heces de cada ratdn, utilizando pinzas desinfectadas con etanol al 70%.
Posteriormente se procedio a la eutanasia con isoflurano y se tomé un segmento de
2 cm de colon por cada raton. Para el cultivo bacteriano, las heces y el colon se
colocaron en tubos estériles de 2 mL previamente pesados con 500 uL de caldo
tioglicolato estéril. Para el ensayo de secuenciacion masiva, las muestras se
colocaron en tubos estériles vacios. Todas las muestras se mantuvieron en hielo y

se determind su peso antes de ser congeladas a -20°C.

Cultivo y conteo de UFCs en agar TSAy MRS

Las muestras de heces y colon para conteo (almacenadas en caldo tioglicolato) se
cultivaron para realizar la cuenta bacteriana de lactobacilos en agar MRS y de
aerobios totales en agar tripticaseina de soya (TSA). El procedimiento empleado fue
el siguiente: 1) maceracion de la muestra con ayuda de un homogeneizador estéril.
2) preparacion de las diluciones 10x de las muestras de heces (sin diluir, 1x1071,
1x102, 1x103, 1x10%) y colon (sin diluir, 1x10?, 1x10%), empleando caldo
tioglicolato como diluyente. 3) siembra de las muestras por estria cruzada en los
medios MRS y TSA. 4) incubacion a 36°C de las placas TSA durante 24h en
condiciones de aerobiosis y del agar MRS durante 48h en condiciones anaerobicas
mediante el sistema GasPak BD EZ ANAEROBE CONTAINER SYSTEM
SACHETS-260678. 5) conteo de las colonias y cuantificacion de las UFC/g

mediante la siguiente ecuacion.

_ (UFC/mL)(Factor de dilucion)

UFC/g =
/8 (g de muestra)(mL sembrados)
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Los datos se expresaron en Unidades Formadoras de Colonias por cada gramo de
muestra (UFC/g) (Da silva et al., 2013)

Secuenciacion masiva de laregiéon V4-V5 del gen 16S rRNA

Para la secuenciacion masiva se siguieron los siguientes pasos consecutivos: 1)
extraccion de DNA metagendmico bacteriano (mgDNA), 2) electroforesis del
mMgDNA en gel de agarosa al 1% p/v, 3) reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
del mgDNA del gen 16S ribosomal bacteriano, 4) electroforesis de amplicones 16S

en gel de agarosa al 1% p/v, 5) secuenciacion masiva lllumina.

Extraccion de DNA metagendmico de las comunidades microbianas

La extraccion de DNA metagendmico de las muestras de colon se realizé con el kit
ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep y para las heces con el kit DNeasy® PowerSoil. El
procedimiento para la extraccion de mgDNA fue el siguiente. 1) Las muestras de
heces y colon se transfirieron a los tubos bead beating, en condiciones de
esterilidad. 2) Para las muestras de colon, el tejido se abrié con ayuda de un bisturi
en condiciones de esterilidad, esto con la finalidad de exponer el interior del colon y
mejorar la extraccion del mgDNA. 3) Las muestras se procesaron conforme al
protocolo de extraccidn correspondiente para heces y colon, el cual se puede

encontrar en el Anexo 3.

Posterior a la extraccion se evalud la concentracion y pureza del mgDNA mediante
la determinacién de la absorbancia a una longitud de onda (A) de 230, 260 y 280
nm. Se aplicaron las siguientes relaciones: 260/230 para impurezas de solventes y
260/280 para impurezas de proteinas para cada una de las muestras a secuenciar
(Lucena et al., 2016), cuyos valores se pueden encontrar en el Anexo 4. Los
valores Optimos de pureza para el DNA gendmico resultado de las relaciones
260/280 y 260/230 de un DNA puro son de 1.8-2.0 y 2.0-2.2 respectivamente
(Lucenaet al., 2016).
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Electroforesis en gel agarosa al 1% p/v

La integridad del material genético se evalué mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1% p/v como lo describe Lee et al., (2012) y con las siguientes
condiciones; buffer TAE a pH 8 y un voltaje de 100 V durante 35 minutos. Se empled
el marcador de peso molecular Hin dlll-digested bacteriophage lambda DNA (New
England Biolabs, Inc., Breverly, Mass.) y tras concluir la corrida, el gel se tifié con
Gelred (GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in DMSO) al 10% durante 40
minutos. Posteriormente, el gel se visualizé en un fotodocumentador para verificar

la integridad de las bandas del material genético (Anexo 5).

Amplificacién del gen 16S rRNA

La PCR se realiz6 con los oligonucleétidos 27F y 1492R (Anexo 6), los cuales, son
cebadores universales que abarcan casi toda la longitud del gen 16S rRNA con un
amplicon esperado de 1465 pb (dos Santos et al., 2019). La mezcla de reaccion
(mix) se preparo en el PCR Chamber con los reactivos y volimenes indicados en la
Tabla 5. Es importante mencionar que la PCR del gen 16S rRNA se realiz6 para
cada una de las muestras, con la Unica finalidad de asegurar que el material

genético extraido era apto para el ensayo de secuenciacién masiva.

Tabla 5 Reactivos y cantidades para la mezcla de reaccion en cadena de la
olimerasa para la amplificacién de la regién V4-V5 del gen 16S rRNA.

Reactivo Cantidad (uL)

H20 MQ (libre de DNasa) 14.8

Taqg buffer 2.5

MgCl2 3.5
27F (10 uM) 1
1492R (10 uMm) 1
dNTP 1

Polimerasa 0.2
mMgDNA 1

Total= 25 pL

Las muestras se colocaron en tubos de 0.2mL los cuales se sometieron a un spin
para eliminar las burbujas antes de colocarlas en el termociclador. Las condiciones

del programa para la amplificacion del gen 16S se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6 Consideraciones de amplificacion de la region V4-V5 del gen 16S rRNA.

Paso Tiempo (min) Temperatura (°C) Numero de
ciclos
Desnaturalizacion 5 94 1
inicial
Desnaturalizacion 1 94
Hibridacion 1 55 35
Elongacion 1 72
Elongacion final 5 72 1

Confirmacion de la ampliacion del gen 16S rRNA

Una vez concluido el programa, las muestras se conservaron a 4°C en el
termociclador hasta el momento de ser cargadas en el gel de agarosa, para
posteriormente realizar otra electroforesis en las mismas condiciones que el
procedimiento anterior “electroforesis en gel agarosa al 1% p/v”, pero el marcador
de peso molecular empleado fue Thermo Scientific™ GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(© 2018 Thermo Fisher Scientific Inc.). Por Gltimo, se verificé la presencia de las
bandas del gen 16S rRNA de 1465 pb.

Secuenciacion illumina de las regiones V4-V5 del gen 16S rRNA

Se seleccionaron las 32 muestras de mgDNA (16 de heces y 16 de colon) de mayor
calidad (Anexo 4) y se almacenaron en una placa de 96 pozos de 0.2 mL,
posteriormente, se enviaron al Integrated Microbiome Resource (IMR) (Room 5-D
Tupper Medical Building 5850 College Street Dalhousie University) para la
realizacion del ensayo de secuenciacion masiva. Dicha empresa envi6 los datos

crudos para realizar el analisis bioinformatico.
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Andlisis bioinformético
Se empled el software MOTHUR (Schloss et al., 2009) empleando el SOP
(procedimiento operativo estandar) de lllumina MiSeq (Kozich et al., 2013). El

procedimiento se resume en los siguientes pasos.

Reduccion de errores de secuenciacion

1) Combinar todos los conjuntos de lecturas por cada muestra y después combinar
todos los datos de las muestras 2) alinear todas las secuencias 3) remover
secuencias ambiguas y superiores a 275 pb 4) fusionar todas las secuencias
duplicadas para reducir el nidmero de secuencias 5) alinear las secuencias
obtenidas con las secuencias de referencia 6) pre-agrupar las secuencias
permitiendo hasta 2 bases de diferencia, 7) deteccion y remocion de secuencias
quiméricas mediante el programa VSEARCH (Rognes et al., 2016) 8) Remocion de
secuencias indeseables (18S rRNA, 16S rRNA de Archaea, cloroplastos y

mitocondrias).

Andlisis basado en OTUs

Para clasificar y evaluar la abundancia relativa de las entidades bacterianas, se
analizaron las secuencias mediante Unidades Taxondmicas Operativas mejor
conocidas como “OTUs” por sus siglas en inglés. Asi mismo, se determiné la
composicién de las comunidades bacterianas con el clasificador Bayesiano RDP
Trainset (Wang et al., 2007). Este clasificador se aplicé para hacer una correlacién
de la biodiversidad de poblaciones de la microbiota de los grupos Ctrl, Str, bLf y Str
bLf. Con base en las OTUs se evalud la riqueza y diversidad de las especies
presentes en las muestras de heces, considerando el analisis de la diversidad alfa,
diversidad beta y la curva de rarefaccién (ver anexo 7).

El procedimiento empleado para el andlisis basado en OTUs se resume en los
siguientes pasos:1l) agrupacion de secuencias en OTUs, 2) cuantificacion de
secuencias por cada OTU, 3) asignacion de taxones a las OTUs, 4) elaboracion de
curvas de rarefaccion por cada muestra (Anexo 7), 5) elaboracion de la tabla de

indices de diversidad alfa como se muestra en la seccion de resultados (Tabla 9).
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Analisis de diversidad beta

Para el analisis de la diversidad beta se emple6 el software STAMP (Parks et al.,
2014) con el cual, se hizo un andlisis estadistico de los perfiles taxonomicos y
funcionales mediante un ANOVA con un intervalo de confianza del 95% (p <0.05)
para determinar la abundancia relativa de secuencias, y con un analisis de
componentes principales, por medio de la elaboracién de una matriz de coeficientes
de correlacion. Dicho software proporciono las graficas de la beta diversidad para
evaluar el efecto del estrés y la bLf sobre la abundancia y diversidad de bacterias
de la microbiota intestinal. Las graficas apiladas de abundancia relativa se
obtuvieron mediante el programa Excel a partir del archivo stability.groups.ave-std
generado en MOTHUR.

Andlisis estadistico para el estudio microbiolégico y molecular

Se trabajaron 4 grupos, cada uno con 6 ratones, por ende, el nimero total de
muestras analizadas fue de 24 de heces y 24 de colon. Considerando que el
experimento se realizé por duplicado, el nimero de muestras totales por analizar
fue de 48 de heces y 48 de colon (N=96). La comparacién de datos de las UFC/g
de lactobacilos y aerobios entre dos grupos independientes se realiz6 con la prueba
t de Student 6 con la prueba U de Mann-Whitney. La comparacién de mas de dos
grupos independientes se realizd con ANOVA (paramétrica) o con la prueba de
Kruskal-Wallis. Sélo se contemplaron valores significativamente estadisticos
aquellos con una p<0.05. Los caracteres equivalen a: *p<0.05; **p<0.01; ***p=<0.001;
****n<0.0001.

El andlisis bioinformatico de las secuencias de las comunidades bacterianas se
analizé mediante el software MOTHUR (Schloss et al., 2009) y STAMP (Parks et
al., 2014). Dichos softwares transforman una cantidad de variables posiblemente
correlacionadas en una cantidad limitada de variables no correlacionadas llamadas
componentes principales, que son combinaciones lineales de las variables
originales (Sanchez et al., 2017). De igual manera, s6lo se contemplaron valores

significativamente estadisticos aquellos con una p<0.05.
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Mediante el software STAMP se realiz6 el analisis de componente principal, el cual
es un método estadistico que permite estimar similitudes entre muestras cuando
hay una gran cantidad de caracteristicas, por medio de la seleccion de variables
latentes, denominadas componente principal, que capturan la mayor informacion
posible (Pérez & Arco, 2016).
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RESULTADOS

Cuenta bacteriana de lactobacilos y aerobios en heces

Enla Figura 3, se muestra la cuenta bacteriana de lactobacilos y aerobios en heces,
expresada en UFC/g, de los 4 grupos de estudio. En comparacion con el grupo Ctrl
(Figura 3C), la cuenta de aerobios en heces de la dilucién 102 en el grupo Str
(P=0.038) y en el grupo bLf (P=0.002) fue mas alta. No se apreciaron otras
diferencias significativas en heces a la dilucién 10 (Figura 3D) ni tampoco en la

cuenta de lactobacilos en ambas diluciones de heces (Figuras 3A y 3B).
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Figura 3 Cuenta bacteriana (UFC/g) en heces a la dilucién 103y 10 de lactobacilos
en (A) y (B) y de aerobios (C) y (D). * P<0.05 (P=0.037), * P<0.01 (P=0.015) con
respecto al grupo control (Ctrl).
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Cuenta bacteriana de lactobacilos en colon
En la Figura 4 se muestran las graficas de la cuenta bacteriana (UFC/g) en colon
de lactobacilos de los 4 grupos de estudio. No se apreciaron diferencias

significativas en la cuenta de lactobacilos en colon sin diluir y con las diluciones 10-

ly 102
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Figura 4 Cuenta bacteriana (UFC/g) de lactobacilos en colon sin diluir (A), 10! (B)
y 102 (C). No se observaron diferencias significativas (P>0.05).

Cuenta bacteriana de aerobios en colon

En la Figura 5 se muestra la cuenta bacteriana (UFC/g) de aerobios en los cultivos
de colon de los 4 grupos de estudio. En la Figura 5A, en comparacion con el grupo
control, la cuenta de aerobios en colon sin diluir fue mayor en el grupo sin estrés
tratado con bLf (P=0.0166). No se apreciaron diferencias significativas en la cuenta

de lactobacilos en colon sin diluir y con las diluciones 10ty 102,
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Figura 5 Cuenta bacteriana (UFC/g) de aerobios en colon sin diluir (A), 10t (B) y
102 (C). **P<0.05 (P=0.002) vs el grupo Ctrl.

Resumen de resultados de UFC/g

En la Tabla 7 se muestra el resumen de resultados sobre las comparaciones de las
UFC/g de aerobios y lactobacilos en heces entre los grupos pareados (Str vs Citl;
Str bLf vs bLf) y con sus respectivos grupos control (bLf vs Ctr; bLf Str vs Str). Como
podemos observar, solo hubo diferencias significativas con respecto al grupo Ctrl:

los grupos Stry bLf incrementaron la cuenta de aerobios en muestras de heces en

la dilucion 103.

Tabla 7 Resumen de resultados sobre las comparaciones de las UFC/g de aerobios
y lactobacilos en heces, en donde los valores numéricos corresponden al valor P

calculado.

Aerobios Lactobacilos
Comparacion Heces 1073 Heces 10 Heces 107 Heces 10
bLf vs Citrl 0.002 0.110 0.997 0.417
Str bLf vs Str 0.273 0.061 0.945 0.984
Str bLf vs bLf 0.938 0.911 0.945 0.999
Str vs Cirl 0.038 0.982 0.576 0.547

40



En la Tabla 8 se muestra el resumen de resultados sobre las comparaciones de las
UFC/g de aerobios y lactobacilos en colon entre los grupos pareados (Str vs Ctl; Str
bLf vs bLf) y con sus respectivos grupos control (bLf vs Ctr; bLf Str vs Str). Sdlo se
presentaron diferencias significativas en aerobios, en donde el grupo Str incremento

la cuenta bacteriana con respecto al grupo Ctrl en las muestras de colon sin dilur.

Tabla 8 Resumen de resultados sobre las comparaciones de las UFC/g de aerobios
y lactobacilos en colon, en donde, los valores numeéricos corresponden al valor P
calculado.

Aerobios Lactobacilos
Comparacion | Colon Colon Colon Colon sin Colon Colon
sin diluir 101 10 diluir 101 102
bLf vs Citrl 0.017 0.637 0.857 0.411 0.713 0.986
StrbLfvs Str | 0.983 0.914 0.944 0.929 0.698 0.999
StrbLfvsbLf| 0.171 0.833 0.866 0.799 0.999 0.722
Str vs Ctrl 0.840 0.990 0.950 0.999 0.999 0.769

Diversidad y estructura de las comunidades bacterianas

Para realizar el estudio de las comunidades bacterianas, se calcularon los indices
de diversidad alfa de las muestras (diversidad, dominancia y riqgueza), se realiz6 una
curva de rarefaccién, un analisis de componente principal y se analiz6 la abundancia

relativa de las comunidades bacterianas.

indices de diversidad alfa

En la Tabla 9 se resumen los indices de diversidad alfa para cada muestra, en
donde se pueden apreciar los indices de diversidad (Shannon), dominancia (Inverso
del indice de Simpson), rigueza (Chao) y el estimador de riqueza (Sobs). El nUmero
de secuencias de todas las muestras se normalizé con base a la muestra con el
menor nimero de secuencias, que fue de 9476; es importante sefalar que algunos
indices de diversidad son sensibles al tamafio de la muestra. Las muestras tuvieron
una buena cobertura, con respecto al numero de OTUs asignadas (entre 96% vy
99%).
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Tabla 9 Indices de diversidad alfa para cada muestra, asi como el nimero de

secuencias y la cobertura.

Muestra | Numero de | Cobertura Sobs InvSimpson (hci-Ici) Shannon (hci-Ici) Chao (hci-Ici)
secuencias
Ctrl 1 9476 0.96 678 24.06 (22.95-25.29) 4.39 (4.35-4.43) 1679.66 (1407.74-2053.05)
Ctrl 2 9476 0.97 496 27.86 (26.84-28.95) 4.11 (4.08-4.14) 1157.48 (959.28-1440.52)
Ctrl 3 9476 0.96 596 15.98 (15.19-16.85) 4.10 (4.06-4.14) 1525.84 (1257.40-1903.41)
Ctrl 4 9476 0.98 521 29.75 (28.58-31.02) 4.34 (4.31-4.38) 822.59 (730.50-955.23)
Strl 9476 0.96 629 43.08 (41.51-44.76) 4.52 (4.49-4.55) 1851.10 (1507.42-2329.44)
Str 2 9476 0.94 827 31.04 (29.75-32.45) 4.43 (4.39-4.47) 3184.50 (2598.63-3964.10)
Str3 9476 0.97 495 32.20(31.13-33.34) 4.15 (4.11-4.18) 1563.91 (1235.16-2038.85)
Str4 9476 0.96 514 19.05 (18.36-19.78) 3.79 (3.75-3.82) 1684.18 (1336.73-2178.56)
bLf 1 9476 0.96 473 18.14 (17.48-18.85) 3.60 (3.56-3.63) 1897.39 (1452.30-2545.17)
bLf 2 9476 0.97 415 13.74 (13.16-14.38) 3.47 (3.43-3.50) 1138.03 (912.07-1466.80)
bLf 3 9476 0.97 528 19.15 (18.44-19.92) 3.90 (3.86-3.94) 1464.88 (1187.42-1859.06)
bLf 4 9476 0.99 149 3.44 (3.37-3.51) 1.80 (1.76-1.83) 347.91 (255.33-521.71)
StrbLf1 9476 0.96 629 19.37 (18.62-20.17) 3.94 (3.90-3.98) 1910.96 (1563.52-2387.58)
Str bLf 2 9476 0.96 554 10.32 (9.87-10.81) 3.61 (3.56-3.65) 1500.97 (1234.59-1871.66)
Str bLf 3 9476 0.97 468 29.58 (28.50-30.75) 4.10 (4.07-4.14) 1321.77 (1057.88-1703.96)
StrbLf 4 9476 0.96 555 21.51 (20.79-22.28) 3.81 (3.78-3.85) 1757.21 (1417.33-2231.12)

Por otra parte, la Figura 6, muestra los indices: InvSimpson, Shannon, Chao y la
riqueza observada (Sobs). Los valores de P para este andlisis no muestran
significancia estadistica, pero representan de una manera mas gréfica la diferencia
entre las diversidades microbianas de cada grupo. Los valores de Sobs mostraron
un aparente aumento de riqueza en el grupo Str en comparacion con los demas
grupos (ver Figura 6A). Adicionalmente, el indice Chao mostr6 un aparente
aumento de riqueza en el grupo Str en comparacion con el resto (ver Figura 6D),
recordemos que, a mayor valor de Chao, mayor riqgueza (Li et al., 2018). Al analizar
los valores del indice de InvSimpson e indice de Shannon (Figuras 6B y 6C
respectivamente), se puede apreciar una tendencia de menor diversidad en los
grupos tratados con bLf en comparacion con los grupos Ctrl y Str. Lo cual sugiere
gue aparentemente, la bLf por si sola disminuye la biodiversidad al incrementar la

dominancia de ciertas especies.
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Figura 6 Prueba de comparacion de medianas de Kruskal-Wallis entre los indices
de alfa diversidad estimados. El grafico A corresponde al estimador de especies
observadas Sobs, el gréafico B al indice de diversidad Shannon, el gréafico C al indice
de dominancia InvSimpson y el D para indice de riqueza Chao.

Andlisis de componente principal

Mediante la interpretacién del andlisis de componente principal se pueden ver
similitudes entre muestras cuando hay una gran cantidad de caracteristicas, por
medio de la seleccién de variables latentes, denominadas componente principal,
gue capturan la mayor informacién posible (Pérez & Arco, 2016).

En la Figura 7 se aprecia un analisis de componente principal a nivel taxonémico
de orden, en el cual, se resumen las variables estadisticas (porcentaje de
secuencias, taxones y varianzas, entre otras) en dos componentes: PC1 en el eje
“X”y PC2 en el eje “Y”, seguido del porcentaje que indica las variables capturadas
en cada PC (Dube et al., 2010).

A primera instancia, en la Figura 7A que resume todos los grupos, se puede
apreciar que con respecto al grupo Ctrl, el grupo Str es muy diferente, al igual que

el grupo bLf (debido a que las distribuciones de las muestras de los grupos estan
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en posiciones opuestas del valor PC1), es decir, que el estrés y la lactoferrina
(individualmente) modificaron notablemente la estructura de la microbiota intestinal.
Dicho efecto también se puede corroborar en las Figuras 7B y 7D.

Al comparar Unicamente los grupos bLf vs Str bLf (Figura 7C) o Str vs Str bLf
(Figura 7E), se aprecia que existe cierta similitud en el grupo Str bLf, en
comparacion con el grupo bLf o con el grupo Str, lo anterior se interpreta como la
interaccion aditiva entre los efectos del estrés y la bLf, dicho de otra manera, la bLf
en lugar de atenuar el impacto del estrés, suma sus efectos con los del estrés en la

modificacion de la estructura de la microbiota intestinal.
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Figura 7 Se aprecia un analisis de componente principal de la biodiversidad
bacteriana a nivel filogenético de orden, los valores de PC1 y PC2 resumen el total
de las variables agrupadas. El grafico A corresponde al analisis de todos los grupos.
Los graficos B y C corresponden a los grupos pareados. Los graficos D y E son los
grupos comparados con su respectivo control basal (sin tratamiento).
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Abundancia relativa de comunidades bacterianas

En el analisis de componente principal se puede apreciar la similitud entre las
variables de las muestras de cada grupo, sin embargo, para poder estudiar y
comparar las diferencias entre las comunidades bacterianas se estimaron los
perfiles de abundancia taxondmica para cada muestra.

En la Figura 8 se aprecia el grafico de abundancia relativa para todas las muestras
a nivel filo. Como podemos ver el filo Bacteroidetes (color azul) fue el mas
abundante en todas las muestras, se aprecia el efecto del estrés (Str), lactoferrina
bovina (bLf) y estrés con bLf (Str bLf) sobre el incremento de la abundancia de
Bacteroidetes con respecto al grupo control. El filo Firmicutes (color salmén) fue el
segundo filo mas abundante en las muestras después de Bacteroidetes, en este
caso, los grupos Str, bLf y Str bLf, presentaron un decremento de la abundancia en

comparacion con el grupo control.
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Figura 8 Se muestra un grafico de columnas apiladas que representa la abundancia
relativa de todos filos encontrados en cada muestra.

En la Figura 9 se aprecia el grafico de abundancia relativa para cada muestra de
cada grupo a nivel clase. En esta grafica aparece un nimero mayor de taxones
debido a que conforme incrementa la categoria taxonémica, incrementa el nUmero
de taxones. La clase mas abundante encontrada fue Bacteroidia (color azul), se
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aprecia un incremento de la abundancia relativa en el grupo bLf en comparacion
con el grupo Ctrl (P<0.05) (ver valores de P en la Tabla 10). La clase Clostridia
(Verde oscuro) fue la segunda clase mas abundante, que como podemos ver, su
abundancia fue disminuida en el grupo bLf con respecto al grupo Ctrl (P<0.05) (ver

valores de P en la Tabla 10).
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Figura 9 Se muestra un gréafico de columnas apiladas que representa la abundancia
relativa de todas las clases encontrados en cada muestra.

La ventaja de las graficas de abundancia relativa de las Figuras 8 y 9 es que se
puede identificar a primera instancia que taxones incrementaron o disminuyeron en
cada grupo, sin embargo, si quisiéramos comparar esto entre taxones que tienen
una abundancia muy pequefia es dificil visualizarlo en estas graficas. Para
aprovechar la informacion proporcionada de todos los taxones que no se
presentaron en las figuras de esta tesis, se realizé una tabla que resume la
influencia de los grupos sobre el incremento o decremento de la abundancia relativa

de todos los taxones que tuvieron un valor de P significativo.
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En la Tabla 10 se resumen los taxones que incrementaron y disminuyeron en cada

uno de los grupos (Str, bLf y Str bLf) con respecto al grupo control (Ctrl), Gnicamente

se presentan aquellos que tuvieron un valor de P significativo. Como podemos

apreciar, en el grupo Str no se apreciaron diferencias significativas en ninguno de

los taxones analizados, a diferencia de los grupos bLfy Str bLf, esto puede deberse

al nimero de muestras por grupo (n=4), a la mayor dispersion de las muestras en

el grupo Str y a otros factores que se discutiran mas adelante.

Tabla 10 Se muestra el efecto del estrés, bLf y estrés con bLf sobre el incremento
y decremento de la abundancia de los taxones bacterianos que fueron
significativamente estadisticos. Los valores numéricos corresponden al valor de P,

mientras que la asignacion Ns significa que no fue significativa.

Incremento Decremento
Nivel
taxondmico Taxon Str | bLf |StrbLf| Str | bLf | StrbLf
Filo Firmicutes Ns Ns Ns Ns |0.0286 Ns
Clase Bacteroidetes unclassified Ns Ns Ns Ns | 0.036 Ns
Bacteroidia Ns |0.0286| Ns Ns Ns Ns
Clostridia Ns Ns Ns Ns |0.0227 Ns
Betaproteobacteria Ns | 0.036 | 0.0451| Ns Ns Ns
Firmicutes_unclassified Ns Ns Ns Ns |0.0451 Ns
Orden Clostridiales Ns Ns Ns Ns |0.0227 Ns
Bacteroidetes unclassified Ns Ns Ns Ns | 0.036 Ns
Bacteroidales Ns |0.0286| Ns Ns Ns Ns
Burkholderiales Ns [0.0286| 0.036 | Ns Ns Ns
Firmicutes unclassified Ns Ns Ns Ns |0.0451 Ns
Familia Ruminoccocaceae Ns Ns Ns Ns | 0.036 Ns
Sutterellaceae Ns |0.0286| 0.036 | Ns Ns Ns
Bacteroidetes unclassified Ns Ns Ns Ns | 0.036 Ns
Género Bacteroides Ns |0.0038| Ns Ns Ns Ns
Baernesiella Ns Ns 0.036 | Ns Ns Ns
Rikenellaceae unclassified Ns Ns Ns Ns 10.0408| 0.0156
Bacteroidetes unclassified Ns Ns Ns Ns Ns 0.036
Parabacteroides Ns Ns |0.0065| Ns Ns Ns
Rikenella Ns Ns Ns Ns [0.0408 Ns
Ruminococcaceae unclassified | Ns Ns Ns Ns |0.0451 Ns
Clostridium_XIVb Ns Ns Ns Ns |0.0068 Ns
Parasutterella Ns [0.0227|0.0286 | Ns Ns Ns
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Para dar respuesta a los objetivos particulares, se determiné la abundancia relativa
individual de cada taxon, para ello se analizaron las divisiones: filo, clase, orden,
familia y género de las especies y familias planteadas. La categorizacion de los
taxones, se realizO mediante la base de datos NCBI Taxonomy (Schoch et al.,
2020). Es importante mencionar, que algunos taxones de los linajes presentados no
se detectaron en este estudio por lo cual sélo se puso la informacion de la que se
dispone.

En la Figura 10 se muestra el linaje del género asociado a la degradacién de mucus
Akkermansia  (flo  Verrucomicrobia, clase  Verrucomicrobiae, orden
Verrucomicrobiales, género Akkermansia), que fue incluido en los objetivos
particulares. Se puede apreciar que los valores de P no fueron significativos para

ningun taxon. La familia Verrucomicrobiaceae no se detecté en este estudio.
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Figura 10 Proporcion de secuencias de los grupos, en donde los taxones A, B, Cy
D son filo, clase, orden, y género respectivamente.
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En la Figura 11 se muestra el linaje bacterias asociadas a la produccion de SCFA

lactobacilos (filo Firmicutes, clase Bacill, orden Lactobacillales, familia
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Lactobacillaceae) que también fueron incluidos en los objetivos particulares. En el

taxdn filo, se puede ver que, la abundancia relativa del grupo bLf fue menor en

comparacién con el grupo Ctrl (P<0.05).
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Figura 11 Proporcion de secuencias de los grupos, en donde los taxones A, B, Cy
D son filo, clase, orden, familia respectivamente. El simbolo * representa que hubo
diferencias significativas (P<0.05) con respecto su grupo control.

Las bacterias asociadas a la produccion de SCFA como la familia Bifidobacteriaceae

fueron incluidas como objetivo particular. A pesar de que no se lograron detectar

bifidobacterias, si se detecto su filo correspondiente a Actinobacteria, aunque el

valor de P no fue significativo (Figura 12).
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Figura 12 Proporcién de secuencias del filo Actinobacteria.

La Figura 13 muestra el linaje de la familia asociada a generacion de IgA
Clostridaceae (filo Firmicutes, clase Clostridia, orden Clostridiales) que también se
incluyé en los objetivos particulares. En los taxones filo, clase y orden, se puede ver
que, el porcentaje de proporcion de secuencias del grupo bLf fue menor en
comparacion con el grupo Ctrl (P<0.05).
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Figura 13 Proporcién de secuencias de los grupos, en donde los taxones A, By C
son filo, clase y orden respectivamente. El simbolo * representa que hubo
diferencias significativas (P<0.05) con respecto al grupo control.
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Debido a que, al analizar el efecto de la bLfy el estrés sobre las familias asociadas
con generacion de SCFA (Lactobacillaceae y Bifidobacteriaceae) planteadas en los
objetivos, no se presentaron diferencias significativas entre los distintos grupos, se
analizé la familia Ruminoccocaceae (Figura 14) la cual de igual manera se
encuentra estrechamente relacionada con la generacién de SCFA (Quraishi et al.,
2017; Birkeland et al., 2020). Se puede ver que, el porcentaje de proporcion de

secuencias del grupo bLf fue menor en comparacion con el grupo Ctrl (P<0.05).
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Figura 14 Abundancia relativa de la familia Ruminoccocaceae. El simbolo *

representa que hubo diferencias significativas (P<0.05) con respecto su grupo
control.

En el Anexo 7 se muestra la curva de rarefaccion, podemos ver que la asintota de
las curvas no se presencié por completo debido al proceso de normalizacion de las
curvas, pero podemos observar que el comportamiento de todas las curvas fue
similar lo cual beneficia la fidelidad de nuestros resultados, pues esto indica que

estamos haciendo comparaciones equitativas.

En el Anexo 8 se muestran los gréficos de Krona de abundancia relativa de las
secuencias para cada una de las muestras. Los graficos de Krona muestran la
identificacion taxondmica y la abundancia relativa de las OTU bacterianas mas

abundantes registradas en los conjuntos de datos (Stefani et al., 2005).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Como ya se menciond, la bLf posee una gran actividad bioldgica la cual puede
modular los componentes de la microbiota intestinal por diversos mecanismos, entre
los cuales destaca su actividad antimicrobiana, la cual deriva de diversos
mecanismos directos como el secuestro de iones Fe3*, la unién a LPS de bacterias
impidiendo su crecimiento (Appelmelk et al.,1994) y la intervencion en la formacion
de biopeliculas (Jenssen & Hancock, 2009). Asi como mecanismos indirectos, por
ejemplo, la modulacion positiva de la actividad inmunolégica (Gopalakrishna &
Hand, 2020). Por otra parte, el estrés altera la colonizacion y proliferacion normal
de la microbiota intestinal mediante el eje HPA, lo cual conlleva a inflamacion y dafio
tisular. La originalidad de este estudio radica en que por primera vez se estudio el
efecto de la bLf en la modulacion de los componentes de la microbiota intestinal en
ratones sometidos a estrés. Lo anterior es un eslabon muy importante para
comprender los posibles mecanismos por los cuales la bLf atenta los efectos del
estrés, por ejemplo, se sabe que la bLf puede modular de manera ascendente o
descendente los corticosteroides suprarrenales a través de la activacion del eje
HPA, la generacién de o6xido nitrico (NO) y la activacién de la via del sistema
nervioso opioide (Guzmaén et al., 2021), pero actualmente no se conoce cual es el
efecto de la lactoferrina sobre la microbiota intestinal en condiciones de estrés.

En esta investigacién, de manera adicional a los objetivos particulares, se
obtuvieron resultados de relevancia para comprender el efecto modulador de la bLf
y la influencia del estrés sobre la modulacion al alza y a la baja de diversas bacterias
comensales de la microbiota intestinal, y aunque no se encontraron diferencias
significativas en los taxones planteados en los objetivos particulares: Akkermannsia,
Lactobacillaceae y Bifidobacteriaceae, se analizaron otros taxones relacionados con
la degradacion de mucus y productores de SCFA, gracias a ello, se pudo evaluar el
efecto del estrés, lactoferrina y estrés con lactoferrina en la modulacion de bacterias
relacionadas con la generacién de SCFA, IgA y degradadoras de mucus, lo cual es
una gran fortaleza en este estudio. Uno de los inconvenientes de esta investigacion,
fue que el analisis metagendmico no pudo ser realizado para las muestras de colon,

debido a la escasez de mgDNA bacteriano extraido de las muestras, pese a los
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intentos de recuperar la microbiota del lumen intestinal. Lo anterior pudo deberse a
que no se les adiciond el caldo tioglicolato como protector antes de congelarlas a -
70°C, dando como consecuencia, la posible lisis prematura de las bacterias
presentes en las muestras. Como perspectivas a esta investigacion, realizar el
tratamiento con bLf durante y/o después del modelo de estrés aportaria informacion
crucial para comprender cual es el efecto de la bLf sobre los efectos posteriores del
estrés, ya que posiblemente la respuesta seria diferente después de un determinado
tiempo de tratamiento, por ejemplo, Wen et al., (2017) administraron bLf durante 33
dias, durante los cuales, reportaron efectos distintos sobre la modulacion de
diversos taxones de la microbiota intestinal. También se podria considerar evaluar
el efecto de las dos formas de la bLf: apobLfy holobLf, ya que la formas saturada e
insaturada de la bLf poseen mecanismos antibacterianos diferentes, como se
describe en los antecedentes. El estudio de la composicion de la microbiota
intestinal mediante secuenciacion de las regiones V4-V5 del gen 16S rRNA podria
complementarse con la evaluacion de otros parametros involucrados con la
homeostasis intestinal, como cuantificacion de mucopolisacaridos, IgA total y

citocinas proinflamatorias.

En los objetivos originales planteados, el género Akkermannsia asociado a la
degradacion de mucus, no presento diferencias significativas, por lo cual, de manera
adicional se evalu6 la abundancia de los géneros Ruminococcus y Bacteroides, los
cuales también son degradadores de mucus (Engevik et al., 2021). Las familias
Lactobacillaceae y Bifidobacteriaceae asociadas a la generacion de SCFA, no
presentaron diferencias significativas, de tal manera que se analizaron los géneros
Bacteroides, Fecalibacterium y Blautia, y las familias Lachnospiraceae vy
Ruminococcaceae, todos ellos productores de SCFA (Quraishi et al., 2017,
Birkeland et al., 2020). Por ultimo, se analizé el linaje de la familia Clostridaceae
asociada a la generacion de IgA. A continuacion, se discuten los hallazgos
observados empezando por el grupo Str, seguido del grupo bLf, y por ultimo el grupo
Str bLf.
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En el grupo Str se observd que incrementé la cuenta de aerobios fecales en
comparacion con el grupo Ctrl, lo cual también ha sido reportado en trabajos previos
(Machorro et al., 2019; Wang et al., 2005). Mediante el analisis de diversidad alfa
(Figura 6) pudimos ver que el estrés causo un aparente incremento de la diversidad.
El incremento de la cuenta de la cuenta bacteriana de aerobios fecales, asi como el
incremento y decremento de distintos taxones (Figuras 8 y 9), es debido a que el
estrés modifica la composicidén de la microbiota intestinal mediante la activacion del
eje cerebro-intestino, promoviendo la liberacion de catecolaminas y citocinas
proinflamatorias en el colon (de Jonge et al., 2013; Eskandari et al., 2003). Las
catecolaminas separan el hierro de las proteinas transportadoras como la
transferrina y lactoferrina, promoviendo la captura de hierro y crecimiento de
bacterias intestinales (Sandrini et al., 2010), lo cual puede favorecer la proliferacion
de ciertas bacterias (no necesariamente de microorganismos benéficos) y estas a
su vez, desplazar a otros comensales (Madison et al., 2019). A pesar del
incremento de aerobios y del aparente incremento de la diversidad en el grupo Str,
no se detectaron cambios significativos en la abundancia relativa de los taxones
asociados a la generacién de SCFA, IgA y degradadores de mucus, esto se debid
en parte a la dispersion de las muestras en el grupo Str, ya que, aunque si se
observo un incremento aparente en diversos taxones, la dispersiéon de las muestras
no permitié asignar un valor de p significativo, se sugiere que incrementar el nimero
de ratones por grupo mejoraria el comportamiento de las muestras. Otra posible
causa fue porgue el ensayo durdé 4 dias consecutivos, el tiempo suficiente para
observar cambios estructurales en la microbiota intestinal como lo reporta Machorro
et al., (2019), sin embargo, en algunos ensayos de metagendmica, se suelen
mantener periodos mas largos de estrés, como lo realizaron: Jang et al., (2018) (2h
/ 10d), Rengarajan et al., (2020) (2h / 7d) y Xu et al., (2020) (1h / 44d).

En el grupo bLf la cuenta de aerobios en heces y colon fue mayor con relacion al
grupo Ctrl. Estos datos sugieren que la bLf por si misma induce el incremento de
aerobios fecales y en colon. Esto puede deberse a que algunas bacterias de la

microbiota, se han adaptado para contrarrestar la limitacion de hierro, sustrayéndolo
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de la lactoferrina (holobLf) mediante sider6foros microbianos que tienen mayor
afinidad por el hierro que la propia lactoferrina (Reyes., 2009; Ellermann et al.,
2017). Mediante el andlisis de diversidad alfa, vimos que el grupo bLf,
aparentemente disminuyo la diversidad y riqueza de la microbiota intestinal, esto se
puede explicar debido a que la bLf posee actividad prebiodtica y bacteriostatica
(Chen et al., 2017; Wen et al., 2017; Teraguchi et al., 1993).

La bLf causoé la disminucion de la familia productora de SCFA Ruminococcaceae
(aproximadamente un 500%), lo cual implica una menor produccion de SCFA.
Algunos estudios han relacionado niveles bajos de SCFA con el incremento de la
permeabilidad intestinal y disbiosis, debido a que los SCFA proveen energia a los
colonocitos que producen la mucina, ademas de que, por su naturaleza &cida,
disminuyen el pH intestinal lo cual dificulta la proliferacion de patobiontes
(comensales que bajo la influencia de un entorno adecuado pueden producir
enfermedad) (Tan et al., 2014). El género Bacteroides incrementdé mas de 10 veces
su abundancia relativa (p=0.0038) con respecto al grupo Ctrl. El género Bacteroides,
como ya se menciond, son degradadores de mucus y productores de SCFA. Esta
conformado por bacterias beneficiosas, que metabolizan polisacaridos vy
oligosacaridos, proporcionando nutrientes y vitaminas al huésped y otros
comensales intestinales (Zafar et al., 2021), no obstante, se sugiere que una gran
abundancia de ellas podria incrementar los niveles de SCFA, pero también una
degradacion excesiva de mucus y conllevar al tipico cuadro de inflamacion mediante
los mecanismos descritos en los antecedentes.

La bLf también modulé el linaje de la familia Clostridaceae asociada a la generacién
de IgA: pudimos ver que el numero de secuencias del filo Firmicutes, clase Clostridia
y orden Clostridiales, disminuyeron en el grupo bLf en comparacion con el grupo
control (P>0.05). En algunos articulos se ha demostrado mediante pruebas in-vitro
la capacidad de la bLf para inhibir fuertemente el crecimiento de especies
Clostridium (Tomita et al., 1998) lo cual sustenta la inhibicion de la proliferacion de
los Clostridiales. Se sabe que los SFB son un factor clave en la generacion de la
inmunidad intestinal, debido a que contribuyen a la generacion de linfocitos Th17 e

IgA intestinal (Hedblom et al., 2018), por tanto, esta claro que una disminuciéon de
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SFB tendria como consecuencia una disminucion de la inmunidad intestinal, debido
a que se ha reportado que los SFB son suficientes para inducir células Th17 en la
lamina propia intestinal (Ivanov et al., 2009), no obstante, esta condicion puede
representar una propuesta como agente inmunomodulador para pacientes con una
respuesta inflamatoria intestinal crénica, en padecimientos como la Ell (Pujol &
Martin, 2015). Estudios previos, han reportado un incremento del filo Firmicutes y
de la clase Clostridia en pacientes con colitis ulcerativa (Alam et al., 2020), de
manera opuesta, nuestros resultados en el grupo bLf mostraron un decremento de
estos dos taxones, lo cual podria sugerir un posible efecto protector para la colitis

ulcerativa.

En el grupo Str bLf no se apreciéo alguna tendencia sobre el incremento o
decremento de la riqueza y diversidad bacteriana, sin embargo, con el analisis de
beta diversidad, que refleja la diversidad bacteriana entre las muestras, se observé
que existe similitud entre las comunidades bacterianas del grupo Str bLf, en
comparacion con el grupo bLf y con el grupo Str, lo anterior se puede interpretar
como la interaccion aditiva entre los efectos del estrés y la bLf, pues el grupo Str bLf

posee caracteristicas similares con los grupos Str y bLf.

La bLf, el estrés y la combinacion de estrés con bLf, no alteraron la proliferacion de
lactobacilos en heces y en colon. Nuestros resultados son distintos a otros estudios
donde han reportado que el estrés si tiene efectos sobre la disminucion de
lactobacilos (Svishcheva et al., 2020) y que la bLf disminuye la cuenta de
lactobacilos fecales (Sun et al., 2016), estas diferencias aparentemente
contradictorias podrian deberse principalmente a las disimilitudes entre especies
animales empleadas, duracion del tratamiento, dosis de bLf, e indice de saturacion
de hierro de la bLf, pues los mecanismos antimicrobianos de la bLf son distintos

dependiendo de la saturacion.
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CONCLUSIONES

El estrés incrementd la carga fecal bacteriana de aerobios y aumento
aparentemente la rigueza y diversidad bacteriana.

La bLf también incrementd la cuenta bacteriana de aerobios en muestras de heces
y colon, sin embargo, indujo un aparente decremento de la diversidad y riqueza
bacteriana. Asi mismo disminuy6 la abundancia de bacterias generadoras de SCFA
e IgA y también increment6é la abundancia de bacterias involucradas en la
degradacion de mucus y produccion de SCFA.

A diferencia de la bLf sin estrés, la bLf en condiciones de estrés, no modulé de
manera significativa los taxones relacionados con la generacion de SCFA, IgA
intestinal e involucradas en la degradacion de mucus.

De acuerdo los objetivos particulares planteados, no se logré demostrar que el
estrés y/o la bLf afectan de manera significativa los taxones Akkermannsia,
Lactobacillaceae y Bifidobacteriaceae.

En conclusion, se logré demostrar el efecto del estrés, bLf y estrés con bLf, en el
incremento y/o decremento de la proliferacion de multiples taxones involucrados en
la homeostasis intestinal, lo cual provee evidencia para ensayos posteriores.

A manera de perspectiva, se sugiere profundizar sobre los potenciales efectos
benéficos y/o dafiinos de la bLf sobre la microbiota intestinal en condiciones de
estrés, con la finalidad de fundamentar la aplicacién de lactoferrina bovina como
ingrediente de farmacos formulados para control de disfunciones intestinales en las

cuales el estrés es un factor de riesgo.
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ANEXOS

1) Material y reactivos

DNeasy® PowerSoil (Cat. no. 12888-100 Hilden, Alemania)

ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit (Cat. no. D4300T California, U.S.A.)
SOFLORAN® Isoflurano PiSA (Guadalajara, México)

Caldo tioglicolato NIH (cat N0.211721 BD Bioxon Cuautitlan Izcalli Edo. Méx)

TSA (agar soya tripticaseina) (cat 7172 MDC LAB).

MRS medio de cultivo (Man, Rogosa, Sharpe) para lactobacilos (cat No. 288210 BD
Difco Sparks MD, USA).

lactoferrina bovina (NutriScience Innovations, LLC Trumbul Connecticut, USA)

2) Equipo

Microcentrifuga (Eppendorf 5418 Hamburgo, Alemania)
Microcentrifuga refrigerada (Eppendorf 5415 Hamburgo, Alemania)
Fotodocumentador (Bio Rad Universal Hood Il California, U.S.A.)
Biofotdmetro (Eppendorf BioPhotometer plus Hamburgo, Alemania)
Balanza analitica (Precisa 320XB Santiago de Querétaro, México)
Campana de flujo laminar (NUAIRE 126-400 Plymouth, U.S.A.)
Termociclador (Eppendorf Mastercycler personal Hamburgo, Alemania)

Microscopio (Primo Star ZEISS Jena, Alemania)

3) Protocolo de extraccion de mgDNA (kits)

El procedimiento empleado para la extraccion del mgDNA de las muestras de heces
se realiz6 segun el manual del kit comercial, el cual se puede consultar en la pagina
oficial de DNeasy® PowerSoil (giagen.com/us/products/discovery-and-translational-
research/dna-rna-purification/dna-purification/microbial-dna/dneasy-powersoil-pro-
kit/.)

El procedimiento empleado para la extraccion del mgDNA de las muestras de colon

se realizé segun el manual del kit comercial, el cual se puede consultar en la pagina
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oficial de ZymoBIOMICS™ DNA (zymoresearch.com/products/zymobiomics-dna-

miniprep-kit).

4) Concentracion y pureza del mgDNA secuenciado

Tabla 11 Muestra los parametros de calidad evaluados para cada una de las
muestras procesadas en este trabajo, la muestra, el cédigo, la concentracion y los
arametros de pureza 260/280 y 260/230.

Muestra Cédigo Conc. (ng/ul) 260/280 260/230
Str 1 H1 64 1.81 1.73
Str 2 H2 109 1.81 1.76
Str 3 H3 54 1.89 2.03
Str 4 H4 112 1.71 1.62
Ctrl 1 H5 23 1.8 1.73
Ctrl 2 H6 54 1.85 1.85
Ctrl 3 H7 35 1.59 1.23
Ctrl 4 H8 102 1.82 1.93

Str bLf 1 H9 62 1.82 1.83

Str bLf 2 H10 80 1.84 2.03

Str bLf 3 H11 44 1.87 1.95

Str bLf 4 H12 57 1.91 2.25
BLf 1 H13 68 1.73 1.71
bLf 2 H14 35 1.83 1.75
bLf3 H15 20 1.78 1.70
bLf 4 H16 72 1.83 1.84

Colon 1 C17 61 1.93 1.82

Colon 2 C18 63 1.82 1.73

Colon 3 C19 53 1.68 1.55

Colon 4 C20 192 2.02 1.82

Colon 5 Cc21 105 1.83 2.06

Colon 6 C22 420 2.05 1.48

Colon 7 C23 167 1.87 2.20

Colon 8 C24 22 1.99 1.86

Colon 9 C25 33 1.83 1.53

Colon 10 C26 19 1.85 1.18

Colon 11 C27 127 1.84 2.09

Colon 12 C28 73 1.90 1.81

Colon 13 C29 50 1.93 1.78

Colon 14 C30 47 1.97 1.12

Colon 15 C31 67 1.98 1.90

Colon 16 C32 60 1.87 1.70
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5) Gel de las muestras de mgDNA secuenciado

Lambda DNA/Hind 1l

Lambda DNA/Hind Il

Figura 17 Gel de agarosa al 1%p/v en donde se muestra la integridad de las 16
muestras de mgDNA de las muestras de heces. El marcador de peso molecular
Lambda DNA/Hindlll Marker indica que el tamafio del mgDNA extraido es de
23130 PB.

6) Primers para amplificar el gen 16S rRNA

Tabla 12 Primers empleados para la amplificaciéon del gen 16S rRNA, de la
marca T40OLIGO® con sede Euquerio Guerrero #278, Tabachines, 36615
Irapuato, Gto.

Primer Secuencia
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCA
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT
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7) Curva de rarefaccion

CURVA DE RAREFACCION
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Figura 18 Se muestra la curva de rarefaccion para cada una de las muestras de

heces.
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8) Graficos de Krona de bacterias identificadas en las muestras de heces
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Figura 20 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonémica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Ctrl 2
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Figura 21 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonémica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Ctrl 3
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Figura 22 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonomica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Ctrl 4
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Figura 23 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonémica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Str 1
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Figura 24 Grafico de Krona, muestra la identificacién taxonémica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Str 2
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Figura 25 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonomica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Str 3
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Figura 26 Grafico de Krona, muestra la identificacién taxonomica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Str 4
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Figura 27 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonémica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra bLf 1
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Figura 28 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonémica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra bLf 2
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Figura 30 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonémica y la abundancia
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Figura 31 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonémica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Str bLf 1
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Figura 32 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonémica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Str bLf 2
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Figura 33 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonémica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Str bLf 3
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Figura 34 Grafico de Krona, muestra la identificacion taxonémica y la abundancia
relativa de las OTUs de la muestra Str bLf 4

9) Presentacion de avances en el Congreso COIFFA-2020

i

'CONFERENCIA [BEROAMERICANA
DE FACULTADES DE FARMACIA A.C

LA CONFERENCIA IBEROAMERICANA DE FACULTADES DE FARMACIA

Otorga el presente:
DIPLOMA DE AGRADECIMIENTO A:

Molotla Torres Daniel Efrain; Aguirre Garrido José Félix; Guzmdan Mejia Fabiola;

Vega Bautista Alan; Drago Serrano Maria Elisa

Por su destacada participacion en la Expo Poster COIFFA- 2020
Con el trabajo

“EVALUACION DE BACTERIAS INTESTINALES EN RATONES SOMETIDOS A ESTRES”.
SIMPOSIO IBEROAMERICANO EN LINEA COIFFA 2020:

ESCENARIOS DE FORMACION Y CAPACITACION FARMACEUTICA,
EN EL SECTOR PRODUCTIVO Y DE SERVICIOS, ANTE LA NUEVA REALIDAD.

Con una duracion de 8 horas.
Guatemala, 13 y 14 de noviembre de 2020.

ol

Dr. Félix Daniel Andueza
Presidente
-COIFFA-

Dr. Eifego Rolando Lépez Garcia
Secretario General
-COIFFA-
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