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RESUMEN.

La obesidad y el sindrome metaboélico son problemas de salud publica mundial que se
han asociado a alteraciones en la microbiota intestinal (Dabke et al., 2019). Los
bacteriofagos son los virus mas diversos y abundantes de la microbiota, teniendo el
potencial de modular la estructura y funcién de las poblaciones bacterianas, pudiendo
influir en la salud y el metabolismo del hospedero (Lin et al., 2019). En este contexto y
con el objetivo de determinar el efecto de los bacteriéfagos en la modulacién de la
microbiota y en el metabolismo del hospedero se realizé un trasplante de VLPs fecales
de nifios normopeso a ratones con obesidad y sindrome metabdlico inducido por dieta
alta en grasas, y se les dio seguimiento durante 18 semanas. Los ratones fueron
semanalmente pesados y se realizaron pruebas de tolerancia a la glucosa y resistencia
ala insulina antes y después de 10 y 17 semanas, y la microbiota fecal se caracterizo en
diferentes puntos del tratamiento por secuenciacion masiva del gen 16S bacteriano. No
se observaron diferencias en el peso ni en la resistencia a la insulina de los ratones
inoculados con VLPs en comparacion con el grupo control durante el tratamiento. Se
presentd una tendencia de mejora en la tolerancia a la glucosa en el grupo inoculado
con VLPs en comparacién con el control en la semana 17 post-trasplante. Por su parte,
el analisis de beta diversidad mostr6 que la composicion de la microbiota cambié a
partir de la semana 1 en el grupo inoculado con VLPs y estos cambios persistieron en
las semanas 10 y 17 post-trasplante, lo cual no se observé en el grupo control. Se
identific6 una reduccién significativa en la abundancia de Akkermansia muciniphila y
Mucispirillum schaedleri en el grupo inoculado con VLPs, y esta bacteria correlacion6
positivamente con la intolerancia a la glucosa. Por el contrario, Allobaculum aumenté
en el grupo inoculado con VLPs y esta bacteria present6 correlacién inversa con la
intolerancia a la glucosa. Los cambios en estas bacterias podrian contribuir a la
tendencia de mejora en la tolerancia a la glucosa en este modelo. En este primer estudio
de trasplante de VLPs de humano a ratones obesos con sindrome metabdlico se
presenta evidencia del papel que podrian jugar los bacteriéfagos en la modulacién de
la microbiota en enfermedades asociadas a disbiosis, como la obesidad y el sindrome

metabdlico.



ABSTRACT.

Obesity and metabolic syndrome are global public health problems that have been
associated with changes in the gut microbiota (Dabke et al., 2019). Bacteriophages are
the most diverse and abundant viruses of the microbiota and comprises approximately
90% of faecal virus like particles (VLPs), having the potential to modulate the structure
and function of bacterial populations and potentially influencing the health and
metabolism of the host (Lin et al., 2019). In this context, and in order to determine the
effect of bacteriophages on modulation of the microbiota and host metabolism, we
performed a transplant of fecal VLPs from normal weight children to mice with obesity
and metabolic syndrome induced by a high fat diet, and they were followed up for 18
weeks. Mice were weighed weekly and glucose tolerance and insulin resistance tests
were performed before and after 10 and 17 weeks post-transplant, and the faecal
microbiota was characterized at different points in the treatment by massive
sequencing of the bacterial 16S gene. No differences in weight or insulin resistance
were observed in mice inoculated with VLPs compared to the control group during
treatment. There was a trend of improvement in glucose tolerance in the group
inoculated with VLPs compared to the control at week 17 post-transplant. For its part,
the analysis of beta diversity showed that the composition of the microbiota changed at
the week 1 in the group inoculated with VLPs and these changes persisted in weeks 10
and 17 post-transplant, which was not observed in the control group. A significant
reductions in the abundance of Akkermansia muciniphila and Mucispirillum schaedleri
were identified in the group inoculated with VLPs, and this bacterium positively
correlated with glucose intolerance. In contrast, Allobaculum increased in the group
inoculated with VLPs and this bacterium had an inverse correlation with glucose
intolerance. Changes in these bacteria could contribute to the trend of improvement in
glucose tolerance in this model. In this first study of transplanting human VLPs into
obese mice with metabolic syndrome, we present evidence of the role that
bacteriophages could play in modulating the microbiota in diseases associated with

dysbiosis, such as obesity and metabolic syndrome.



1. INTRODUCCION

1.1. Obesidad y sindrome metabdlico.
1.1.1. Definicién y prevalencia.

La obesidad se caracteriza por una acumulacion excesiva de grasa corporal y resulta de
un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético (Romieu et al., 2017). Es un
problema pandémico cuya prevalencia ha aumentado considerablemente en los
ultimos afios debido a diversos factores, tales como: cambios dietéticos mundiales
caracterizados por un aumento de la ingesta de alimentos hipercaloricos con
abundantes grasas y carbohidratos, y tendencias a la disminucién de la actividad fisica.
La obesidad es definida por la La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) por un indice
de masa corporal (IMC) = 30 kg/m? (Bliither, 2019). La prevalencia de obesidad varia
segun el pais, desde un 3.7% en Japén a 38.2% en los Estados Unidos (Figura 1). Existen
también diferencias entre sexos, siendo por lo general mas frecuente en mujeres que
en hombres (Kanter & Caballero, 2012). A nivel mundial, la obesidad aumenté a un
ritmo alarmante en nifios y adolescentes, de 0.7% a 5.6% en nifios y de 0.9% a 7.8% en
nifias entre 1975 y 2016. Esta tendencia de incremento en estas edades son motivo
especial de preocupacion por la prediccion de cémo esto podria afectar a las
poblaciones adultas de un futuro cercano (Blither, 2019). En un estudio longitudinal
que involucro 34,196 nifios alemanes, cuyas medidas antropométricas fueron medidas
durante su nifiez y adolescencia, se observd que casi el 90% de los nifios que fueron
obesos a los 3 afios de edad, presentaron sobrepeso u obesidad también en la
adolescencia (Keller etal., 2018). Asimismo, la obesidad con frecuencia se acompafia de

otras alteraciones metabdlicas (Bliiher, 2019).

El sindrome metabolico (SM) se define como un conjunto de alteraciones fisiologicas,
bioquimicas y clinicas, cuya presencia aumenta el riesgo al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (ECV), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), algunos tipos de cancer y otras

enfermedades como higado graso no alcoholico, sindrome de ovario poliquistico,
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enfermedades renales cronicas, entre otras (Esposito et al., 2012; Gutierrez-Solis &

Banik, 2018).

Se han utilizado diferentes criterios para definir y diagnosticar el SM, la mayoria de ellos
incluye la presencia de obesidad, hiperglicemia, hipertrigliceridemia, bajos niveles de
colesterol HDL, e hipertension. Uno de los criterios mas utilizados es el propuesto por
el National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III (ATP III), que
define el SM por la presencia de 3 o mas de las alteraciones recién mencionadas

(Gutierrez-Solis & Banik, 2018).

Hasta ahora, los intentos en la aplicacion de terapias y/o medidas de prevencién contra
la obesidad y SM no han disminuido su alta prevalencia. Por ejemplo, las estrategias
terapéuticas destinadas a controlar la obesidad incluyen intervenciones en el estilo de
vida, tratamientos farmacoldégicos y cirugia bariatrica (Maffeis, 2019). Las
modificaciones en el estilo de vida (como cambios en la dieta y ejercicio) son
generalmente costosas y han sido propensas a la reincidencia en la mayoria de los
pacientes. Por otro lado, los fairmacos utilizados como tratamiento para obesidad, como
el orlistat o lorcaserina, son por lo general costosos y se asocian a efectos adversos tras
su uso a largo plazo. El uso de lorcaserina, por ejemplo, se ha asociado a una mayor
frecuencia de cancer colorectal, pancréatico y de pulmoén (Tak & Lee, 2020). Hasta el
momento, la cirugia bariatrica es el método mas efectivo para controlar la obesidad,
aunque este procedimiento se asocia con riesgos y complicaciones quirdrgicas

importantes (Zhang et al.,, 2019).
1.1.2 Situacion en México.

En México, la situacion es alarmante puesto que los indices de obesidad y SM son muy
elevados. De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutriciéon (ENSANUT) del 2018,
uno de cada tres nifios (35.6 %) padece obesidad o sobrepeso (ENSANUT, 2018).
Asimismo, Medina, O. et. al. revelé que el 44% de los nifios mexicanos obesos o con

sobrepeso presentan también SM (O. N. Medina et al., 2016).



En adultos la prevalencia es atin mayor: dos de cada tres (75.2 %) mexicanos mayores
de 20 afios son obesos o presentan sobrepeso (ENSANUT, 2018) (Figura 1). En cuanto
a SM, un meta-anadlisis que incluye 15 articulos epidemiolégicos (con cohortes que
varian en un rango de 76 a 5240 individuos por estudio) reporta prevalencias de 54%,
48%, 36% y 31% en adultos mexicanos, utilizando los criterios IDF, AHA/NHLBI, ATP
Il y OMS, respectivamente (Gutierrez-Solis & Banik, 2018). En general, estos criterios
consideran la presencia de las alteraciones metabolicas previamente mencionadas y
sus diferencias pueden ser consultadas en este meta-anadlisis. Con estos altos indices,
no es de asombrarse que las principales causas de muerte en este pais sean las ECV
(20.1 %), DM2 (15.2 %) y cancer (12.0%) (INEGI, 2018). Se requieren de nuevas,
seguras y efectivas terapias para frenar la creciente prevalencia de la obesidad y SM
metabdlico en nuestro pais.

Figura 1. (A) Obesidad en poblacién adulta a nivel mundial (Datos e imagen obtenidos de la
Organizacion Mundial de la Salud, consultados en 2020). (B) Porcentaje de obesidad y sobrepeso en
poblacion adulta mexicana (20 o mas afios de edad). El sobrepeso se define por presentar un indice de

masa corporal (IMC) = 25 y la obesidad IMC>30 (Datos e imagen obtenidos de Encuesta Nacional de
Salud y Nutricién 2018).
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1.1.3. Fisiopatologia

La patogénesis del sindrome metabdlico no se ha elucidado por completo pero se han
descrito diversas hipdtesis de los mecanismos involucrados. Actualmente, el mas
aceptado involucra a la resistencia a la insulina con flujo de acidos grasos e inflamacién

cronica de bajo grado (McCracken etal., 2018).

La resistencia a la insulina se define como la disminucidn en la sensibilidad o respuesta
a las acciones metabdlicas de la insulina sobre sus oOrganos blanco generando
glucotoxicidad, lipotoxicidad e inflamacion. Asimismo, el exceso de tejido adiposo que
caracteriza a la obesidad, juega un papel importante en la induccion de la resistencia a
la insulina. Los adipocitos y los macro6fagos (infiltrados en este tejido) liberan citocinas
proinflamatorias que promueven el desarrollo de un estado subclinico de inflamacién
cronica. Estas citocinas, pueden interferir en la via de sefializacion de la insulina en las

células blanco, propiciando asi la resistencia (G. Medina et al., 2018).

En los ultimos afios, se han incrementado las evidencias de la fuerte asociaciéon que
existe entre la microbiota intestinal y diversas enfermedades como obesidad, SM, y
DM2, pudiendo tener un papel importante en la patogénesis (Dabke et al., 2019; Festi
etal, 2014).

1.2. La microbiota intestinal

El cuerpo humano es colonizado por una gran diversidad de microorganismos
incluyendo bacterias, arqueas, hongos, protozoos, asi como virus de eucariotas y
procariotas. El conjunto de estos microorganismos constituyen la microbiota, la cual
esta presente en cada parte del cuerpo humano expuesta al ambiente externo (piel,

tracto gastrointestinal, respiratorio y genital) (Gilbert et al., 2018).

La gran mayoria de los estudios que reportan la composicién de la microbiota se
enfocan en la fraccion bacteriana (Duerkopid, 2018). El ARN ribosomal 16S (o 16S
rARN) es el componente de la subunidad 30S de los ribosomas bacterianos, y esta
compuesto por 9 regiones hipervariables (V1-V9), que han sido ampliamente utilizadas

como marcadores para estudiar la taxonomia y filogenia de bacterias (Figura 2). Las
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investigaciones realizadas por secuenciaciéon masiva de este gen y por metagenoma de
tipo shot-gun han permitido la determinacién de la composicion de comunidades

bacterianas en diferentes ambientes (Rajendhran & Gunasekaran, 2011).

Figura 2. El gen que codifica para el ARN 16S del ribosomal bacteriano consta de 9 regiones

hipervariables y es un marcador filogenético.

ARN 16S

Ribosoma bacteriano

En el tracto gastro-intestinal de humanos y en ratones (uno de los modelos animales
mas utilizados para el estudio de la microbiota (Hugenholtz & de Vos, 2018))
predominan las bacterias de los filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria y
Actinobacteria. La composicién y complejidad varia dentro de las diferentes regiones
del tracto gastrointestinal. El mayor numero de especies se concentran en los
segmentos distales, principalmente en el colon, donde predominan los filos Firmicutes
y Bacteroidetes en humanos y ratones, mientras que sélo unas pocas especies habitan

el estdbmago (Dieterich et al., 2018).

Otro componente abundante de importante de la microbiota son los virus, la mayoria
de ellos son bacteriéfagos (Keen & Dantas, 2018) y se hablara de ellos mas adelante.
Los microorganismos eucariotas como hongos y protozoos constituyen una parte mas

pequefia pero potencialmente importante de la microbiota (Laforest-Lapointe &



Arrieta, 2018), aunque en este trabajo nos enfocaremos en el papel de las bacterias y

los bacteri6fagos.

La microbiota intestinal se encuentra en constante interacciéon con el hospedero y
desempefian funciones cruciales para mantener la homeostasis y salud fisica y mental
de éste. Entre estas funciones se incluyen su contribuciéon en el metabolismo y
absorcion de nutrientes provenientes de la dieta, metabolismo de xenobidticos,
mantenimiento de la funcién de la barrera intestinal y del sistema inmune, asi como la
proteccién contra microorganismos patégenos (Conlon & Bird, 2015; Yadav et al,,
2018). Las sefiales quimicas de la microbiota pueden actuar localmente en el intestino
pero también pueden tener efectos a nivel sistémico (por ejemplo, en el eje intestino-

cerebro) (Duvallet et al., 2017).

La composiciéon de la microbiota esta influenciada por maultiples factores, incluyendo
factores genéticos del hospedero, el tipo de parto (natural o cesarea), alimentacion en
la infancia puesto que la leche materna no es estéril, estilo de vida, consumo de
medicamentos, especialmente antibioticos, y la dieta (Conlon & Bird, 2015; Wen &

Dufty, 2017).
1.3 Microbiota intestinal en obesidad y sindrome metabdlico.

Se ha definido como disbiosis a los cambios en la composicién, diversidad o funcién de
la microbiota, que se asocian a un estado perjudicial de salud para el hospedero (Hegde
et al., 2018). Diversas enfermedades se han asociado con una disbiosis intestinal, entre
ellas se incluyen la obesidad y el SM, algunos tipos de cancer (colorectal, hepatobiliar o
gastrico), enfermedades neuroldgicas (Alzheimer, Parkinson o autismo) y autoinmunes

como esclerosis multiple (Cryan et al.,, 2020; Duvallet et al., 2017; Helmink et al., 2019).

Se han propuesto mecanismos que respaldan la conexion entre la microbiota y el
metabolismo del hospedero. Se ha descrito que una dieta alta en grasas induce disbiosis
intestinal, lo cual resulta en un incremento en metabolitos o productos microbianos
perjudiciales que pueden alterar la integridad del epitelio intestinal (p. ej. por la

alteracion de las uniones estrechas entre los colonocitos). Esta pérdida de la integridad



aumenta su permeabilidad, es decir, permite el paso de metabolitos como el
lipopolisacarido bacteriano (LPS) o trimetilamina (TMA), hacia la circulacion sistémica,
contribuyendo en la inflamacién crénica de higado y del tejido adiposo, lo cual se asocia
a enfermedades cardiovasculares, resistencia a la insulina y otras condiciones del
sindrome metabolico (Figura 3)(Dabke et al., 2019). Aunado a esto, una dieta baja en
fibra puede influir en la sintesis de metabolitos microbianos importantes en la
regulacion del metabolismo, la inmunidad y el comportamiento (Morrison etal., 2020).
La falta prolongada de fibra se ha asociado a una mayor abundancia de bacterias
capaces de degradar las mucinas que componen la mucosa intestinal, como
Akkermansia muciniphila (Makki et al.,, 2018). Esta barrera es la primera linea de
defensa fisica contra la invasién de bacterias, asi que su dafio puede incrementar el paso
de bacterias o productos bacterianos y agravar lo antes mencionado (Vancamelbeke &

Vermeire, 2017).

En la obesidad, diferentes estudios en humanos y animales han mostrado que existe
una tendencia a tener menor diversidad bacteriana en individuos con obesidad en
comparacién con los normopeso. Sin embargo, este patrén no se replica en todos los
estudios (Becerra et al., 2020; Castaner et al,, 2018). En cuanto a diferencias en la
composicién taxonémica, en un principio, la obesidad se asociaba a un mayor radio
Firmicutes/Bacteroidetes, es decir, una mayor proporcién de Firmicutes que de
Bacteroidetes, de igual forma, esto no se reproduce con investigaciones mas recientes
en diferentes cohortes (Castaner et al., 2018). Probablemente, las discrepancias entre
los estudios se deban a diferencias en la dieta, origen geografico, estado metabdlico
entre las cohortes, o las metodologias experimentales y bioinformaticas empleadas

para caracterizar la microbiota (Castaner et al., 2018; Garcia-Lopez et al., 2020).



Figura 3. Microbiota y metabolismo del hospedero. Una dieta alta en grasas promueve la ruptura de
la integridad del epitelio intestinal, provocando la entrada de metabolitos o productos microbianos a la
circulacion sistémica, interfiriendo en el metabolismo del hospedero. Por otro lado, la falta de fibra
provoca el dafio de la mucosa intestinal por acciéon de bacterias que metabolizan las mucinas que
componen esta barrera (Figura modificada de Dabke et al., 2019)
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Asi mismo, entre los distintos estudios se han identificado bacterias diferencialmente
abundantes y que se asocian a esta patologia. En un estudio publicado por Lépez-
Contreras (2018), analizando la regién V4 del 16S rARN, reportan la composicién de la
microbiota de nifios sanos y obesos mexicanos con alteraciones metabdlicas,
reportando a Bacteroides eggerthi como diferencialmente abundante en los nifios
obesos, con respecto de los sanos. Por el contrario, hallaron a Bacterioides plebeius y
miembros de la familia Christensenellaceae mayormente abundantes en los nifios
normopeso. La diversidad no fue significativamente diferente entre nifios normopeso y
obesos, pero si correlacioné negativamente con la resistencia a la insulina. También la
presencia de Odoribacter se correlacioné negativamente con los niveles de insulina y
resistencia a la insulina (Lépez-Contreras et al., 2018). Otro estudio reciente publicado
por nuestro laboratorio mostr6 que en una cohorte de 27 nifios mexicanos, se presenta
una mayor riqueza de nifios con obesidad y SM, en comparacién con los normopeso.

Asimismo, se encontroé a Collinsella aerofasciens diferencialmente mas abundante en los



nifios obesos con SM en comparacién con los nifios normopeso o con los obesos (sin
SM). Esta bacteria correlacion6 positivamente con los niveles de triglicéridos y

negativamente con el colesterol HDL (Becerra et al., 2020).

A pesar de existir asociacién entre estas alteraciones metabodlicas y la disbiosis
intestinal, este tipo de estudios transversales por si solos no pueden explicar una
relacién causa-efecto. Por su parte, los trasplantes de microbiota han aportado
evidencia experimental convincente de la posible relacién causal entre estos
microorganismos y el desarrollo de diversas enfermedades, incluyendo a la obesidad y

el SM (de Grootetal., 2017).
1.4 Microbiota del raton, como modelo de estudio de la microbiota humana.

Los ratones son el modelo de eleccidon para la mayoria de los estudios de microbiota,
puesto que, con experimentos controlados, permiten estudiar las alteraciones y las
complejas interacciones entre la microbiota y el hospedero (Nguyen et al., 2015). La
microbiota intestinal de los ratones, al igual que la del humano, estd dominada por los
filos Firmicutes y Bacteroidetes. Se ha encontrado que la microbiota de ambos
mamiferos es cualitativamente similar, compartiendo alrededor de 80 géneros
bacterianos, pero en términos cuantitativos se encuentran grandes diferencias, pues las
proporciones entre los géneros mas abundantes difieren entre ambas especies
(Hugenholtz & de Vos, 2018). La microbiota intestinal murina varia entre cepas. La cepa
C57BL/6 ha sido ampliamente utilizada en estudios de microbiota y en estudios de
obesidad y alteraciones metabdlicas, puesto que es capaz de desarrollar obesidad
severa, elevada adiposidad, intolerancia a la glucosa y moderada resistencia a la
insulina (Kleinert et al., 2018). La colonizacion intestinal de microbiota humana en esta
cepa ha sido bastante exitosa: el 80% de los géneros bacterianos se encontraron en los
ratones y en las muestras de los donantes humanos, lo cual no se ha reproducido con
otras cepas (Hugenholtz & de Vos, 2018). Este modelo representa una herramienta
poderosa en la investigacion de la microbiota intestinal y ofrece la posibilidad de

realizar experimentos que serian demasiado invasivos para los seres humanos.



1.5. Trasplantes de microbiota.

Hoy en dia, sabemos que el trasplante de microbiota fecal (TMF) de un hospedero
donador a uno receptor, puede transformar el fenotipo de éste (de Groot et al., 2017).
Anivel clinico, el mejor ejemplo son los TMF que se han aplicado como tratamiento para
infecciones por Clostridium difficile (ICD) desde hace mas de 60 afios, cuando el Dr.
Eiseman (1958) traté a 4 pacientes con colitis pseudomembranosa grave causada por
la infeccién por este patégeno. El tratamiento consistio en trasplantar infusiones de
materia fecal proveniente de donadores sanos. Sorprendentemente, los pacientes se
recuperaron rapida y completamente (de Groot et al., 2017). Desde este experimento,
el TMF se ha aplicado ampliamente para tratar la infeccién por esta bacteria (Kim et al,,

2018).

Asimismo, existe evidencia experimental en animales y humanos que respalda la
conexion y el posible papel causal de la microbiota intestinal en el desarrollo de
obesidad y SM. En 2006, el grupo de investigaciéon de J. Gordon demostré una mayor
ganancia de peso en ratones C57BL/6 libres de gérmenes (Germen Free, GF o
gnotobiodticos) que fueron trasplantados con microbiota cecal de ratones obesos, en
comparacion con los que recibieron el trasplante de donadores sanos (Turnbaugh et al.,
2006). Asimismo, en otro estudio mas reciente realizado en ratas con SM inducido por
fructosa, se observd disminuciéon en los niveles de triglicéridos plasmaticos y en
intolerancia a la glucosa, tras recibir trasplantes fecales de ratas sanas (Di Luccia et. al.

2015).

Se han realizado trasplantes de microbiota de humano a ratén, observandose cambios
en el fenotipo de estos animales. Ridaura et al (2013) fueron los primeros en introducir
heces de humano en ratones GF (cepa C57BL/6), confirmando una mayor ganancia en
el peso de los animales que recibieron materia fecal de una adolescente con obesidad,
en comparaciéon con los ratones tratados con las heces de su gemela delgada. Ademas,
demostraron que la adquisicion del fenotipo de obesidad en estos ratones se evita

cuando se juntan en la misma jaula con los que recibieron la microbiota de la gemela
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delgada. Este efecto de proteccion resulté ser dependiente de la dieta, puesto que se

observo con la dieta normal pero no con la dieta alta en grasas (Ridaura et al.,, 2013).

Son limitados los estudios en humanos de TMF en SM. En 2012, Vrieze et. al.
demostraron un aumento significativo en la sensibilidad a la insulina en pacientes que
recibieron infusiones de microbiota intestinal provenientes de donadores sanos
(Vrieze et al., 2012). Otro estudio, mas reciente mostré el mismo efecto en pacientes
obesos con sindrome metabdlico, quienes mostraron mejoria después de 6 semanas de
haber recibido el TMF de donadores sanos. Esto, ademas, correlacioné con cambios en
la composiciéon de la microbiota intestinal y con el incremento de metabolitos
plasmaticos asociados a un estado metabdlico saludable, como el 4cido y-aminobutirico
(Kootte etal., 2017). Por el contrario, en otro estudio clinico reciente de doble ciego que
involucré 24 adultos obesos con leve resistencia a la insulina, no se observo diferencia
en los parametros metabdlicos al ser tratados semanalmente con capsulas de
microbiota fecal proveniente de donadores sanos durante 6 semanas, en comparacion
con el grupo que recibi6 el tratamiento placebo. Posiblemente, las diferencias entre los
distintos estudios se deban a la heterogeneidad de las diferentes cohortes y la
composicion y/o diversidad de la microbiota de los donadores y los pacientes
receptores. Se requieren de nuevos estudios para aumentar el éxito de estas
intervenciones basadas en modular la microbiota de estos pacientes con la finalidad de

mejorar su metabolismo (Yu etal., 2020).
1.6. Bacteriofagos intestinales.

Conrespecto a los virus intestinales (virobiota o viroma intestinal), los bacteri6fagos (o

fagos) son los mas abundantes y muestran una gran diversidad (Keen & Dantas, 2018).

Los fagos son virus que infectan bacterias especificas a través del reconocimiento de
estructuras receptoras de la superficie bacteriana, y se han categorizado, de acuerdo a
su ciclo de infeccién, en al menos dos subclases: fagos liticos (o virulentos) y
temperados (o profagos-lisogénicos). Después de interactuar con la bacteria
hospedero, el fago litico inyecta su ADN a la célula y comienza la expresion de genes de

virulencia que conducen al secuestro de la maquinaria celular para replicar el ADN del
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fago y producir sus propias proteinas. Esto resulta en la producciéon de una gran
cantidad de particulas virales dentro de la bacteria que termina con su lisis. Por el
contrario, el ADN de los fagos temperados pueden integrase al cromosoma bacteriano
y replicarse junto con él en un estado latente. El genoma del fago temperado insertado
en el bacteriano se denomina profago. Eventualmente, bajo ciertas condiciones se
puede inducir la escisiéon de estos profagos y entrar en un ciclo litico (Ganeshan &

Hosseinidoust, 2019).

Los bacteriofagos y sus hospederos bacterianos se encuentran en perpetua interacciéon
(De Sordi et al., 2019a). El conocimiento de la mayoria de estas interacciones proviene
de estudios de fagos que infectan bacterias principalmente patégenas o de importancia
clinica, bajo condiciones especificas de cultivo en el laboratorio. El concepto de
infeccion de bacterias por fagos intuitivamente nos hace pensar en que esto traera
consecuencias negativas para la poblacién bacteriana, sin embargo, esto no siempre es
asi. Los fagos participan en la transferencia horizontal de genes entre bacterias, es decir,
pueden transferir informacion genética de una bacteria a otra proporcionandoles
nuevas funciones, como una expansion en la capacidad metabdlica, mayor tolerancia a
estresores ambientales, resistencia a antiboéticos, e incluso virulencia, que les confiere
ventajas para sobrevivir en un nicho competitivo (Chatterjee & Duerkop, 2018; Keen &
Dantas, 2018). Debido a la gran cantidad de integrasas en el analisis de viromas, se ha
sugerido que la mayoria de los fagos en el intestino son temperados (Alejandro Reyes
et al.,, 2010). Se ha determinado que diversos factores de estrés como la luz UV o
antibiéticos pueden inducir la escision del profago del cromosoma bacteriano,
activandose asi la forma virulenta (De Sordi et al., 2019). Algunos componentes de la
dieta han mostrado tener efecto en la induccioén in vitro de profagos en bacterias de la
microbiota como Bacteroides thetaiotaomicron y Enterococcus faecalis (Boling et al,,
2020) y se ha visto que en el tracto gastrointestinal, la inflamacién es un inductor de la
escision de estos virus. Aunque se ha asumido que la induccién de un profago resulta
en la inevitable lisis de la célula bacteriana, en el caso del patégeno intracelular Listeria
monocytogenes, la inducciéon del profago ¢$10403S no conduce a la muerte de esta

bacteria, sino facilita la expresion de genes que le permiten escapar del fagosoma y asi
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sobrevivir (Keen & Dantas, 2018). Estos estudios nos dan una idea sobre lo que podria
suceder en un ambiente complejo como lo es tracto gastrointestinal, y en cémo estos

fagos pueden influir en la salud del hospedero.

2. ANTECEDENTES

Larelacion de los bacteriéfagos intestinales y la salud o enfermedad del hospedero esta
comenzando a explorarse. Estos virus pueden desempefiar un papel importante en
mantener el equilibrio de las comunidades bacterianas de la microbiota intestinal
(Carding et al., 2017). Algunos estudios reportan que los fagos superan a las bacterias
en abundancia en el intestino (Duerkopid, 2018). La gran mayoria de estos pertenecen
al orden de los Caudovirales, que incluye a las familias de doble cadena de ADN
(Podoviridae, Siphoviridae, Myoviridae), y a las familias de ADN de cadena sencilla

(Microviridae e Inoviridae)(Shkoporov & Hill, 2019).

Los bacteriofagos pueden jugar un papel importante en la inmunidad del hospedero
frente a bacterias. Como se ha mencionado previamente, la mucosa intestinal es la
primera linea de defensa fisica contra la invasion de bacterias (Vancamelbeke &
Vermeire, 2017), y se ha propuesto que la adherencia de bacteriéfagos a las mucinas
(modelo Bacteriophages adherence to mucus, BAM) que componen el moco intestinal,
constituye un mecanismo de inmunidad al hospedero al evitar la colonizacién e

infiltracién bacteriana a los tejidos subyacentes (Barr et al., 2013).

El analisis del viroma intestinal humano ha proporcionado evidencia del papel
potencial de los virus en mantener la homeostasis o promover la enfermedad. Se ha
observado ademas de disbiosis bacteriana, alteraciones en las poblaciones de virus en
enfermedades como Diabetes Mellitus tipo 1 y 2, enfermedad intestinal inflamatoria
(IBD, Intestinal Bowel Disease) y cancer colorectal. En la Tabla 1 se resumen los
hallazgos en las poblaciones virales, particularmente en los bacteriéfagos, que se han

hallado en estas enfermedades.
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Tabla 1. Estudios de alteraciones en el fagoma intestinal en enfermedades humanas.

Enfermedad

Resultado

Referencia

Diabetes tipo 1 (DT1)

Diabetes tipo 2 (DT2)

Enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD, Intestinal
Bowel Disease)

Cancer colorectal (CRC)

Infeccién por Clostridium
difficile (1CD)

Menor diversidad Shannon y riqueza de
Myoviridae y Podoviridae en nifios con DT1
que en nifios sin DT1.

Mayor en abundancia relativa de las
familias Podoviridae y Siphoviridae en
sujetos con DT2.

Incremento en Caudovirales en individuos
con colitis ulcerativa y enfermedad de
Crohn.

Los bacteriofagos de la familia Siphoviridae
y Myoviridae se asociaron al CRC.

Se observd una mayor diversidad en
pacientes con CRC en comparacién con
individuos sanos y mayor abundancia de
fagos Inovirus y Tonalikevirus

Mayor abundancia de Caudovirales y menor

diversidad de éstos en pacientes con ICD.

Zhao et al., 2017

Maetal., 2018

Norman et al., 2016

Hannigan et al.,, 2018

Nakatsu et al.,, 2018

Zuo etal., 2018

Tao, Z. et al. (2018) observaron que los pacientes con ICD, ademas de presentar
disbiosis en las comunidades bacterianas, muestran también un viroma alterado,
caracterizado por un incremento en la abundancia de Caudovirales, pero una menor
diversidad de éstos, en comparacién con individuos sanos. Ademas, observaron que el
éxito del TMF en los pacientes con ICD se asocia con la riqueza de Caudovirales en los
donadores y con la colonizaciéon post-TMF de estos virus en los pacientes, lo cual
sugiere que los fagos pueden ser componentes importantes del TMF (Figura 4A). Los
autores sefialan que estos virus tienen el potencial de alterar la composicién y funciéon

de la microbiota del hospedero y asi influir en los resultados del tratamiento (Zuo et al.,

2018).
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Figura 4. Trasplantes de comunidades virales en enfermedades asociadas a disbiosis. (A) Zuo et.
al (2018) muestran que los pacientes con infeccién por Clostridium difficile muestran disbiosis en el
viroma y que los pacientes que responden al trasplante de microbiota fecal presentan una mayor
proporcién de virus del donador que aquellos que no responden. (B) Ott et al (2017) reportan que el
trasplante de filtrados fecales (sin la fraccién bacteriana) fue suficiente parala resolucién de los sintomas
en 5 pacientes con infeccion severa por C. difficile. (C) Reyes et. al mostré que las poblaciones bacterianas
en el intestino pueden ser moduladas tras la inoculacién por VLPs.
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En otro estudio clinico, Stephan O. et. al (2017) trasplantaron filtrados (libres de
bacterias) de la muestra fecal de donadores sanos a cinco pacientes con ICD, en lugar
del convencional TMF donde se emplea la microbiota completa. Los pacientes
internados fueron dados de alta al dia siguiente de haber recibido el tratamiento, no
presentaron efectos adversos y se mantuvieron libres de sintomas por al menos 6
meses. Asimismo, los andalisis de 16S mostraron una restauracion de la microbiota en
los pacientes dentro de la primera semana post-tratamiento, asemejandose a la
microbiota del respectivo donador (Figura 4B). Los autores mencionan la posible

contribucidon de los bacteri6fagos en el éxito de estos trasplantes (Ott et al., 2017).

Uno de los primeros experimentos realizados para determinar la influencia de los fagos
sobre las bacterias en el intestino fue el realizado por Reyes, A. et. al (2013), en el cual
se aislaron VLPs a partir de muestras fecales de humanos sanos, las cuales fueron
inoculadas a ratones GF, colonizados previamente con un consorcio de bacterias
especificas. Se observaron cambios en los perfiles taxonémicos bacterianos dentro de
la primera semana post-inoculacion (Figura 4C). Asimismo, se observo correlacién en
el incremento de los fagos introducidos con reducciones en bacterias particulares (A.

Reyes etal., 2013).

En otro estudio similar pero mas reciente, Bryan B. et al. (2019) determinaron la
dindmica de la modulacién de la microbiota intestinal por fagos liticos especificos en
ratones gnotobioticos colonizados por un consorcio definido de bacterias comensales
humanas, demostrando que estos virus no so6lo inducen alteraciones cuantitativas en
las bacterias susceptibles a ser infectadas, sino que también desencadenan efectos
sobre otras bacterias no susceptibles (diminucién o aumento), provocando, a su vez,
cambios en la concentracion de metabolitos que se sabe que afectan al hospedero (Hsu

etal, 2019).

Recientemente, Lin, D. et. al (2019) realizaron un experimento sobre el efecto a corto
plazo del trasplante de VLPs entre ratones. En este experimento observaron que la
composicion de la microbiota ileal de ratones mantenidos con dieta normal, al recibir

VLPs de ratones obesos, tiende a migrar hacia una microbiota caracteristica de la
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obesidad. Asimismo, se observaron incrementos en la diversidad alfa (indices Shannon,
chaol, Simpson y OTUs observados) en el grupo trasplantado con VLPs. El experimento
se limita a determinar el efecto del tratamiento hasta el dia 3 post-trasplante, por lo que
no se sabe si estos cambios persisten (Lin etal., 2019). De esta manera, los bacteriéfagos
tienen el potencial de influir en la composicidn, estructura y funcién de la microbiota

intestinal, y asi, en la salud del hospedero.

Aunque, como se ha mencionado, la microbiota engloba diferentes tipos de
microorganismos, a partir de ahora se empleara el término “microbiota intestinal”
haciendo referencia inicamente a la fraccién bacteriana, la cual sera objeto de estudio

en este trabajo.

3. HIPOTESIS
Las particulas virales (VLPs) fecales de nifios normopeso trasplantadas a ratones
obesos con sindrome metabdlico, inducen cambios en el perfil taxonémico y/o
diversidad de la microbiota intestinal de estos animales dentro de 18 semanas post-

trasplante.
4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto longitudinal de las VLPs aisladas de nifios normopeso en la

microbiota intestinal de ratones con obesidad y sindrome metabdlico.
4.1. Objetivos especificos.

e Determinar si existe presencia de bacterias en la preparacién de VLPs
empleadas como indculo en este experimento.

e Describir los cambios en el fenotipo de los ratones tras el trasplante con VLPs. y
su asociacién con la microbiota intestinal.

e C(Caracterizar la taxonomia y diversidad de la microbiota antes y después del

transplante con VLPs.
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5. METODOLOGIA
5.1. Preparacion del trasplante de VLPs.

5.1.1. Donadores de VLPs.

Las VLPs a inocular fueron aisladas a partir de muestras fecales de 10 nifios pareados
por edad y por sexo residentes de la Ciudad de México, seleccionados a partir de una
cohorte del Dr. Samuel Canizales de Instituto Nacional de Medicina Gendmica, con quien
colaboramos en el presente proyecto. Los nifios presentaron las siguientes

caracteristicas:

- Mexicanos mestizos en al menos tres generaciones.

- 7 a10 afios de edad.

- Peso normal (percentil<75 ajustado por edad y sexo).
- Niveles normales de triglicéridos (<100 mg/dL).

- Niveles normales de colesterol HDL (>50 mg/dL).

Criterios de exclusion:

- Enfermedades genéticas.
- Reciente pérdida de peso.
- Consumo de antibidticos dentro de los ultimos 6 meses.

- Infecciones gastrointestinales o diarreas en los ultimos 3 meses.

5.1.2. Extraccion de VLPs.

Las muestras fecales de estos nifios se sometieron a un proceso de filtracion y lavados
de acuerdo al protocolo de Reyes et al. para la obtencién de VLPs: cada muestra fue
resuspendida en buffer SM y se centrifugé a 4700 x g por 30 minutos para eliminar
particulas grandes. El sobrenadante que contiene las VLPs se filtré para eliminar la
fraccién bacteriana utilizando un filtro de 0.45 pm. Posteriormente, este filtrado fue
purificado utilizando un Amicon de 100KDa para retener las VLPs realizando lavados
con buffer SM. Finalmente la fraccidn retenida que contiene las VLPs se resuspendi6 en
el mismo buffer (A. Reyes et al.,, 2013). La presencia de VLPs y su cuantificacién se
determiné por microscopia de epifluorescencia. Posteriormente, las 10 muestras se
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mezclaron en cantidades iguales en una muestra Unica (pool-VLPs) para servir de

inéculo en el trasplante.

5.1.3. Control de Calidad de muestra de VLPs: Determinaciéon de presencia de

bacterias.

La posible presencia de bacterias viables y su caracterizacion en la muestras purificadas
de VLPs, se determinaron por (1) cultivo y (2) secuenciacién del gen 16S, y se
complementd con los datos obtenidos en la cuantificacion de estas muestras por

microscopia de epifluorescencia.

1) Cultivo del pool-VLPs:
Se sembraron 5 pL del pool-VLPs (2.2x107 de VLPs) y 5 uL de buffer SM como
control negativo en placas de agar sangre (agar-15%, NaCl-5%, infusion de
musculo cardiaco-10%, peptona-10% y sangre humana-5% recién extraida por

puncién venosa) y se incubaron a 37 °C, por 72 horas bajo condiciones aerobias.

2) Secuenciacion del 16S del pool-VLPs.
Se extrajo ADN de la muestra del pool-VLPs y se amplificé la region V3-V4 del
gen 16S para su secuenciacion empleando 12.5 ng de DNA, empleando la

metodologia que se describira mas adelante en el apartado 4.3.
5.2. Disefio experimental.
5.2.1. Animales.

Se emplearon 12 ratones macho de la cepa C57BL/6 de 3 a 4 semanas de edad, los
cuales fueron mezclados aleatoriamente durante 4 semanas y alimentados con una
dieta estandar (3.1 kcal/g= 18.6% proteina, 44.2% carbohidratos y 6.2% grasa; Teklad
Global 2018). Posteriormente, estos animales fueron separados en 2 grupos
experimentales “Control” y “VLPs” (6 ratones por grupo), cada uno dividido en dos
jaulas de 3 ratones cada una. A partir de este momento, ambos grupos fueron
alimentados durante 14 semanas con dieta alta en grasas (5.24 kcal/g= 20% proteina,

20% carbohidratos y 60 % de grasas; Research Diets cat. D12492) para desarrollar el
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modelo de obesidad-sindrome metabdlico previamente estandarizado por Ila
estudiante de doctorado Rubiceli Manzo Duran del Grupo de la Dra. Leonor Pérez del
IBT, con quienes colaboramos en el presente proyecto. Este modelo se caracteriza por
presentar obesidad, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa e

hipertrigliceridemia.

Este momento previo al trasplante serad referido de ahora en adelante como “Pre-

trasplante” o “Dia 0”.

Ratones C57BL6
n=12)

BBa DS

aass 2

4 semanas 14 semanas Obesidad
_ Intolerancia ala glucosa
Dista'estandars Dieta alta en grasas Resistencia a la insulina
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AEEE—— I

Figura 5. Desarrollo del modelo murino experimental de obesidad y alteraciones metabdlicas.
Ratones C57BL6 macho (n=12) de 3-4 semanas de edad fueron alimentados con dieta estandar por 4
semanas. Posteriormente, estos animales fueron divididos en 2 grupos de 6 ratones (3 por cada jaula) y
se les cambi6 a una dieta alta en grasas que mantuvieron por 14 semanas hasta desarrollar obesidad,
resitencia a la insulina e intolerancia a la glucosa (Modelo murino de obesidad y sindrome metabélico

estandarizado por Rubiceli Manzo Duran, del grupo de investigacion de la doctora Leonor Pérez).
5.2.2. Trasplante de VLPs.

Para neutralizar el pH gastrico de los ratones, se administraron 100 pL de NaHCOs3 al
1.33%. Posteriormente, cada grupo de ratones recibié por via oral el tratamiento
correspondiente: 200 pL de buffer SM para el grupo Control, mientras que el grupo VLPs
recibi6 200 pL de la suspension con VLPs (4.4 x 108 VLPs). Ambos grupos

permanecieron con dieta alta en grasas durante 18 semanas y al término de este tiempo

20



los ratones fueron sacrificados. Se colectaron las muestras fecales de cada ratén en el
Dia 0, diariamente durante la primera semana post-trasplante, y semanalmente hasta
el final del experimento. Las muestras se preservaron en solucién de RNA Later
(Invitrogen) a -70 °C. Los ratones fueron pesados cada semana.
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Figura 6. Trasplante de particulas virales (VLPs). Dos grupos de 6 ratones macho de la cepa C57BL/6
obesos y con alteraciones metabdlicas (resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa) recibieron un
trasplante de VLPs aisladas de muestras fecales de nifios mexicanos normopeso, o buffer como control.
Después del tratamiento, ambos grupos se mantuvieron con dieta alta en grasas durante 18 semanas. Se
secuenciaron muestras fecales en el dia 0 (antes del trasplante) y en el dia 1, semana 1, 10 y 17 post-

trasplante.

5.2.3. Pruebas metabdlicas.

Se realizaron pruebas de tolerancia a la glucosa en las semanas 10 y 17 post-trasplante,
y de resistencia a la insulina en las semanas y 11 y 18 post-trasplante. La primera
consistio en la administracion de glucosa, seguida de su mediciéon en sangre al
transcurrir 0, 15, 30, 60 y 120 minutos. Mientras que para realizar la prueba de
resistencia a la insulina se administré insulina, determinando de igual manera los
niveles de glucosa en los mismos intervalos de tiempo. La administracién de glucosa o
insulina se realiz6 por via intraperitoneal y la glucosa fue medida con ayuda de un

glucémetro tomando la muestra sanguinea a partir de la cola del roedor.
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5.3. Caracterizacion de la microbiota por secuenciacion del gen 16S.
5.3.1. Seleccion de muestras.

Con el objetivo de determinar la dinamica de la microbiota intestinal tras el trasplante
de VLPs, se seleccionaron las muestras fecales obtenidas en cinco diferentes puntos del
tratamiento: dia 0, dia 1, semana 1, 10 y 17 post-trasplante. Asimismo, para secuenciar
se seleccionaron 4 ratones por grupo (2 por cada caja), excluyendo a los ratones con

mayor peso en el Dia 0.

Como parte de la estandarizacion previa del método, utilizando muestras fecales de un
grupo de ratones obesos ajenos al experimento (n=5), se evalu6 la diferencia entre
extraer el ADN por separado de cada muestra, para luego ser mezclados en una sola
reaccion a secuenciar (pool de ADN) versus mezclar las muestras fecales (pool de heces)

realizando asi una sola extraccién y secuenciacion.

Finalmente, se decidié extraer el ADN gendémico y secuenciar las muestras fecales de
forma individual, seleccionando de esta manera un total de 40 muestras (2 grupos x 4
ratones x 5 dias= 40). En la Tabla S1 se presentan las muestras a secuenciar con los

identificadores que se manejaran de aqui en adelante.
5.3.2. Extraccion de ADN.

La extraccidon del ADN gendmico se realizo con el kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe
(Zymo Research) siguiendo el protocolo del fabricante sin modificaciones, eluyendo el
ADN en 50 pL de agua. Laintegridad del ADN extraido se evalué mediante electroforesis

en geles de agarosa al 2 % y se cuantificéd con Qubit™.
5.3.3. Amplificacion del gen 16S y secuenciacion masiva.

Para la amplificacién de la regiéon V3-V4 del gen 16S se emplearon los siguientes

oligonucleoétidos o primers universales:
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Forward Primer =

5'TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

Reverse Primer =

5' GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

Se utilizaron 12.5 ng de ADN como templado. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) se llevd a un ciclo de desnaturalizacién a 94 °C por 3 min; 25 ciclos de 94 °C por
30 seg, 55 °C por 30 segy 72 °C por 30 seg; y finalmente a 72 °C por 5 min. En la Tabla
S1 se presenta la mezcla de PCR de cada muestra. Los productos obtenidos de ~500 pb
fueron purificados utilizando perlas magnéticas (Agencourt AMpure XP, Beckman

Coulter) con el fin de eliminar restos de oligonucle6tidos y secuencias cortas.

Los amplicones purificados fueron mezclados con diferentes secuencias barcodes en
proporcién equimolar para su secuenciacién pareada en la plataforma de Illlumina

Miseq (2x250) de acuerdo al protocolo estandar.
5.3.4. Procesamiento bioinformatico de las secuencias del gen 16S:
5.3.4.1. Control de calidad de las secuencias.

En la Figura 7 se esquematiza el analisis bioinformatico empleado. Se obtuvieron, para
cada muestra secuenciada, dos archivos con lecturas (o secuencias) en formato Fastq,
correspondientes a las cadenas pareadas Forward (R1) y Reverse (R2). Los primeros
nucléotidos (nt) de cada una de las lecturas (extremo 5’) corresponden a los primers
utilizados para la amplificacién. Estos fueron removidos cortando 17 y 21 nt en los

extremos 5’ de la R1 y R2, respectivamente, utilizando Fastx_trimmer (Fastx Tools).

Se visualiz6 la calidad de las lecturas con Fastqc y, por decrementos en la calidad, se
cortaron las secuencias R2 en el extremo final (3’) dejandolas a una longitud de 220 nt.

La unioén de las lecturas R1 y R2 se realiz6 usando Fastqg-join (Bioconda).

Posteriormente, con la herramienta Sliding Window del programa Trimmomatic, las

lecturas fueron filtradas usando ventanas de 4 nucleé6tidos aceptando puntuaciones de
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calidad iguales o superiores a 20. Finalmente, se filtraron las secuencias de longitud

igual o mayor a 350 nt para asegurar regiones V3-V4 completas del gen 16S (Garcia-
Lopez et al,, 2020).

Figura 7. Diagrama de flujo metodolégico general para la caracterizacién de la microbiota fecal por

secuenciacion del gen 16S.
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5.3.4.2. Obtencion de OTUs y asignacion taxonoémica.

La asignacidn taxondmica bacteriana de las lecturas filtradas se realiz6 con QIIME v.1.9.
Para la obtenciéon de Operational Taxonomic Units (OTUs) se utilizé el método de
referencia cerrada (comando pick_closed_reference_otus.py) empleando la base de
datos GreenGenes. La tabla de OTUs obtenida se filtr6 eliminando aquellos con

abundancia menor al 0.1%, con el objetivo de analizar el core de la microbiota,
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eliminando OTUs raros o transitorios, o potenciales errores de secuenciacion

(Astudillo-Garcia et al.,, 2017).

Se calcularon los indices de diversidad alfa: Shannon, Chaol y Observed OTUs,
empleando 10000 rarefacciones a la profundidad de la muestra mas pequeia,
utilizando el comando alpha_rarefaction.py de QIIME v.1.9. La diversidad beta se
determiné empleando las distancias Bray Curtis, Jaccard y UNIFRAC (weighted y
unweighted), y se utiliz6 el andlisis de coordenadas principales (PCoA) para visualizar
la proximidad (similitud) o lejania (disimilitud) de las muestras en los graficos de dos
dimensiones. El analisis de abundancia diferencial de bacterias entre grupos se realiz6

con DESeq2, empleando el servidor web Microbiome Analyst (Dhariwal et al., 2017).
5.4. Analisis estadistico.

Las comparaciones entre los grupos del peso y las pruebas de tolerancia a la glucosa y
resistencia a la insulina, se realizaron utilizando pruebas t de Student, empleando la
funcién compare_means de la paqueteria basica de R, con un previo andlisis de la
normalidad de los datos por una prueba de Shapiro. El area bajo la curva de glucosa se
calcul6 con la funciéon AUC de la libreria DescTools de R, empleando el método del
trapezoide (Kc et al, 2018). Para las comparaciones en la beta diversidad de la
microbiota se utiliz6 el método no paramétrico ANOSIM empleando 999
permutaciones, con previa evaluacion de la dispersion empleando Betadisper de la
libreria Vegan de R. La abundancia diferencial de grupos taxon6micos se realiz6 por el
método DESeq2, tomando como significativos valores de FDR<0.05 y un punto de corte

de logzfold changes (log2FC) de 1.5 (Dhariwal et al., 2017).
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6. RESULTADOS

6.1. Determinacion de bacterias en inéculo de VLPs.

Se determiné la presencia de bacterias en la muestra de VLPs fecales que sirvié de
indculo en este experimento (Figura 8A). La cuantificacion previa por microscopia de
epifluorescencia mostr6 que la cantidad de VLPs (2.2x106VLPs/uL) es mayor en
comparacion al nimero de potenciales células bacterianas (5x105 bacterias/uL),
representando el 81,4% vs. el 18.6% de las particulas fluorescentes presentes en las
micrografias, respectivamente. Para determinar la presencia de bacterias viables se
realizé un cultivo aerobio en agar sangre de la muestra de VLPs, donde se pudieron
observar colonias de cocos Gram positivos y bacilos Gram negativos, indicando la
presencia de bacterias vivas posiblemente en baja cantidad, puesto que las colonias se
hicieron visibles hasta las 72 hrs (Figura 8B). Ante la imposibilidad de aislar e
identificar la totalidad de bacterias viables por cultivo, se prosiguié a caracterizar la
muestra de VLPs por secuenciacion masiva del gen 16S. La amplificacion de la region
V3-V4 gener6 una banda tenue en comparaciéon con un control positivo (Figura 8C),
empleando la misma cantidad de DNA (12.5 ng), lo cual sugiere que la cantidad de ADN
bacteriano es baja en relacién al ADN total de dicha muestra. La secuenciacién mostré
una predominancia de Pseudomonas (76.2%), seguida de Listeria seeligeri (6.8%),
Bacillus (6.7%) y miembros de la familia Enterobacteriaceae (4.5%). El resto de las
secuencias asignadas corresponde a bacterias con abundancia menor al 1% (Figura
8D). Teniendo en cuenta que la secuenciacion del ADN bacteriano no nos permite saber
si éste se encuentra dentro de células bacterianas viables, no podemos excluir que
cierta proporcion se trate de ADN libre en el medio o de bacterias muertas. Con estos
resultados consideramos que si llega a existir presencia de bacterias viables en el
indculo de VLPs seria minima, y su posible transferencia y colonizacion en los ratones

durante el trasplante serd abordado mas adelante en el apartado 5.5.
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Figura 8. Presencia y caracterizacion de bacterias o en el inoculo de VLPs fecales. (A) Diagrama
general: Se extrajeron particulas virales (VLPs) fecales de nifios normopeso. Se realizé un cultivo aerobio
y se caracterizd el ADN bacteriano presente por secuenciacion masiva del gen 16S (region V3-V4) en esta
muestra de VLPs. (B) Cultivo en agar sangre (37 °C bajo condiciones aerobias). Dentro de las primeras
48 horas no se observé crecimiento. (C) Producto de amplificacién (amplicdn) del gen 16S de la muestra
de VLPs. La banda esperada de ~500pb se observa tenue en comparacién con el control positivo de
amplificacién. En ambos se emplea 12.5 ng de DNA (D) Perfil de 16S de la muestra de VLPs fecales. Se

presenta la abundancia relativa a nivel de género.
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6.2. Caracterizacion de la microbiota intestinal por secuenciacion del gen 16S

(Estudio piloto).

Como estudio piloto para estandarizar la técnica de secuenciacién y los analisis
bioinformaticos, utilizando muestras fecales de un grupo de ratones obesos ajenos al
experimento (n=>5), se evalu6 la diferencia entre extraer el ADN por separado de cada
muestra, para luego ser mezclados en una sola reaccién a secuenciar (pool de ADN)
versus mezclar las muestras fecales (pool de heces) realizando asi una sola extracciéon y
secuenciacion (Figura 9A). Se realiz6 la secuenciacion masiva del gen 16S (region V3-
V4) de ambas muestras. Se obtuvo una buena correlacion entre las dos muestras en
términos de la abundancia relativa a nivel de OTUs (Figura 9B), lo cual indica que no
hay diferencia entre realizar pool de muestras fecales o de ADN. Aunque finalmente,
para este experimento decidimos extraer y secuenciar las muestras de manera
individual sin realizar pooles, los resultados de este estudio piloto son de utilidad para
el laboratorio al momento de decidir cémo extraer y secuenciar las muestras en futuros

experimentos con la finalidad de disminuir costos.

Figura 9. Estudio piloto. (A) Diagrama de flujo; como parte de la estandarizacién previa del método,
utilizando muestras fecales de un grupo de ratones obesos ajenos al experimento (n=5), se evalué la
diferencia entre extraer el ADN por separado de cada muestra, para luego ser mezclados en una sola
reaccion a secuenciar (pool de ADN) versus mezclar las muestras fecales (pool de heces) realizando asi
una sola extraccién y secuenciacién. Ambas muestras se secuenciaron (regién V3-V4 del gen 16S) (B)

Correlacion entre la abundancia relativa de OTUs de ambas muestras.
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6.3. Trasplante de VLPs.

Dos grupos de ratones fueron alimentados con DAG durante 14 semanas para inducir
obesidad y alteraciones metabdlicas, y fueron posteriormente inoculados con VLPs
(n=6) o buffer (Control, n=6). Después del tratamiento, estos animales se mantuvieron
con esta misma dieta durante 18 semanas (Ver Diagrama Experimental en Figuras 5y
6). Como era de esperarse, estos ratones aumentaron de peso rapida y
significativamente durante las primeras 14 semanas en respuesta a la DAG (de 23.5
3.9ga49.6+6.6 g,p<1x10-8). Continuando con esta dieta, los dos grupos mantuvieron
su tendencia de aumento de peso después del tratamiento y hasta el final del

experimento, sin diferencias significativas entre ambos (Figura 10).

Figura 10. Peso de los ratones durante la induccién del sindrome metabdlico con dieta alta en grasas y
después de la inoculaciéon con VLPs (n=6) o buffer (Control, n=6). Los puntos corresponden a la mediana
de cada grupo con su error estandar. E1 0 corresponde al dia de la inoculacién. No se observan diferencias

significativas entre ambos grupos.

Peso
Inoculacion
751 Induccién de G 60-
— ind i
\a’ sindrome metabdlico rupo C Grupo
=)
§ 50 : Control ‘8"40- ] controi
o A VLPs K . VLPs
20-
251
. Dieta alta en grasas | 0-
' ' 0 1 10 17
-14 -10 -5 0 5 10 17 Tiempo post-inoculacion
Tiempo (semanas) (semanas)

6.2.1. Pruebas de Tolerancia a la Glucosa y Resistencia a la Insulina.

En las curvas de las Figuras 11A se puede observar que después de la administracion
intraperitoneal de glucosa, los niveles sanguineos de este carbohidrato se elevan
alcanzando su punto maximo después de 30 y 60 min, y tienden a regresar a los valores
basales después de 120 min. En los ratones inoculados con VLPs, en la semana 17 post-
trasplante se observa que este punto maximo de glucosa sérica tiende a ser menor en
comparacion con el control, especialmente en el minuto 60 (Figura 11A). Este efecto de

disminucién se ve reflejado en el area bajo curva (ABC) (Figura 11B), indicando una
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tendencia de aumento en la tolerancia a la glucosa en los ratones trasplantados con
VLPs en la semana 17. Ademas, en este grupo, estos valores de glucosa (minuto 60) y
de ABC son significativamente menores a los del dia 0 (p=0.047 y p=0.031, Figuras 11A
y 11B). Con respecto a la prueba de resistencia a la insulina no se observaron
tendencias marcadas ni diferencias significativas en los puntos de la curva ni en el ABC

entre los grupos, ni comparando contra el dia 0 (Figura 12).

Figura 11. Prueba de Tolerancia a la Glucosa. (A) Curvas de concentracion de glucosa sérica promedio
antes (0 min) y después (15, 30, 60 y 120 min) de la administracidn intraperitoneal de glucosa, en los
dias 0 (pre-trasplante) y semanas 10 y 17 post-trasplante, de los grupos inoculados con VLPs (n=6) y

buffer (Control, n=6). (B) Mediana del area bajo la curva con error estandar. Significancia: *p < 0.05.
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Figura 12. Prueba de Resistencia a la insulina. (A) Curva de concentracion de glucosa sérica promedio
antes (0 min) y después (15, 30, 60 y 120 min) de la administracién intraperitoneal de insulina, en los

dias 0 (pre-trasplante) y semanas 10 y 17 post-trasplante de los grupos inoculados con VLPs (n=6) y
Control (n=6). (B) Area bajo la curva.
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Para determinar los cambios en la microbiota tras el trasplante con VLPs se
seleccionaron 40 muestras, correspondientes a 4 ratones por grupo, secuenciando los
dias 0, 1,semanas 1, 10 y 17 post-trasplante (4 ratones x 2 grupos x 5 dias= 40 muestras
fecales). En la Figura 13 se presentan los geles de agarosa con las bandas de los
amplicones esperados de ~500pb correspondientes a la region V3-V4 del gen 16S de
estas muestras. La purificacién con las perlas magnéticas logré eliminar las secuencias

cortas.

Figura 13. Amplicones purificados (region V3-V4 del gen 16S) de muestras fecales de ratones inoculados

con VLPs (V1-V20) y buffer control (C1-C20), en gel de agarosa al 2%.
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6.4. Microbiota intestinal durante el trasplante con VLPs.
6.4.1. Procesamiento bioinformatico de las secuencias

Se obtuvo una profundidad de secuenciacion de 4,105,710 lecturas crudas por las 40
muestras, distribuidas en un rango de 58,811-118,199 lecturas por muestra, excepto la
identificada como C0-R1 que contuvo 737,239, de la cual se realizé posteriormente un
sub-muestreo al azar a la profundidad media del resto de las muestras. En promedio, el
95.3 + 0.7% de estas secuencias pareadas lograron unirse con Fastg-join y el 99.9 +

0.01% se mantuvieron después del filtro de calidad (QS>20), de las cuales se
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conservaron el 61.7 * 1.9% aplicando el filtro por tamafio (>350pb) (Garcia-Lépez et
al,, 2020), en un rango de 31,761-69,484 lecturas por muestra. De estas, se asignaron el
445 + 2.7% por QIIME, obteniendo un total de 2,681 OTUs diferentes,
correspondientes a 12 filos, 22 clases, 38 6rdenes, 74 familias, 99 géneros y 51 especies
diferentes. Con la finalidad de analizar Unicamente el “core” de la microbiota se
eliminaron OTUs con abundancia menor al 0.1%, excluyendo asi OTUs raros o
transitorios, o potenciales errores de secuenciacion (Astudillo-Garcia 2017),
quedandonos de esta manera con 141 OTUs, que corresponden al 88.0 + 2.0 % del total
de secuencias asignadas (rango: 13,157-46,962 lecturas por muestra) a 7 filos, 9 clases,
9 6rdenes, 19 familias, 19 géneros y 4 especies. Todos los andlisis de diversidad y
abundancia diferencial se realizaron aplicando este filtro de abundancia. La curva de
rarefaccion indica que la profundidad de secuenciacién de todas las muestras es
adecuada, ya que aumentando el nimero de secuencias no aumenta el nimero de
especies obtenidas (Ver Figura S1). En la Tabla S2 se resume el analisis bioinformatico

por cada muestra.
6.4.2. Composicion y diversidad de la microbiota durante el tratamiento.

De manera global, la microbiota de los ratones antes y después del tratamiento esta
dominada por los filos Firmicutes (49.1 + 7.7%), Bacteroidetes (40.5 = 5.6%), TM7 (3.8
* 2.1%), Verrucomicrobia (2.5 3.8%) y Proteobacteria (2.7+ 1.6%). En las Figuras 14
y 15 se presenta la abundancia relativa promedio de los distintos niveles taxonémicos
de ambos grupos (VLPs y Control) antes y en los puntos post-trasplante, y en la Figura

S2 se encuentran las graficas por cada ratén.
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Figura 14. Perfil taxonémico a nivel de filo. Abundancia relativa promedio a nivel de filo, clase, orden

y familia de cada grupo (VLPs y Control) antes (dia 0) y en los diferentes puntos post-trasplante.
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Figura 15. Perfil taxonémico a nivel de género. Abundancia relativa promedio a nivel de género de
cada grupo (VLPs y Control) antes (dia 0) y en los diferentes puntos post-trasplante. p: filo, c: clase, o:

orden, f: familia, g: género.
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El andlisis de beta diversidad revelé que las muestras se agrupan de acuerdo al
tratamiento administrado, indicando diferencias significativas entre la composicion de
la microbiota de ambos grupos (VLPs vs. Control), empleando las distancias UNIFRAC
Unweighted (p=0.001) y Weighted (p=0.006), Bray Curtis (p=0.001) y Jaccard
(p=0.001). En los graficos de PCoA (UNIFRAC Unweighted) se pueden diferenciar dos
clusters (Figura 16). El primer cluster engloba todas las muestras del grupo Control y la
mayoria de las muestras del dia 0 y dia 1 del grupo de VLPs. El segundo cluster incluye
Unicamente muestras del grupo inoculado con VLPs, siendo la mayoria de la semana 1,
10 y 17 post-trasplante. La muestra de la semana 1 post-trasplante de un ratén
inoculado con VLPs (muestra V7-R1, ver Figura S3) se observa distante de ambos
clusters. Ese mismo raton en la semana 10 y 17 se ubica en el cluster del inicio, junto con
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las muestras del grupo Control, indicando que no hubo cambios cualitativos en este
individuo al final del experimento.

El PCoA elaborado con las distancias UNIFRAC Weighted no muestra un patrén claro de
agrupacion por grupo o por dia post-tratamiento (Ver Figura S3), y la muestra V7-R1
no se encuentra separada como en el PCoA Unweighted, lo cual sugiere que los cambios
en la composicion de su microbiota en este ratén en la semana 1 post-trasplante se
deben a cambios en OTUs con baja abundancia.

El andlisis con Betadisper (datos no mostrados) revelé6 que no hay diferencias
significativas entre la dispersion de cada grupo comparado, lo cual sugiere que las
diferencias entre estos se deben a su composicion y no a su dispersion.

Estos resultados indican que, en términos cualitativos y tomando en cuenta la filogenia,
la composicion de la microbiota de ambos grupos es similar entre si antes (dia 0) y
durante el primer dia post-trasplante, pero en la semana 1 se observan cambios en los
ratones inoculados con VLPs, los cuales persisten hasta las semanas 10 y 17, siendo
significativamente diferentes cuando se comparan con el resto de las muestras
(ANOSIM, p= 0.002). Por el contrario, la microbiota del grupo inoculado con buffer se

mantiene similar a su composicion original durante todo el tratamiento.
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Figura 16. Analisis de coordenadas principales (PCoA) utilizando las distancias UNIFRAC unweighted de
las muestras fecales de ratones trasplantados con VLPs (n=20) o buffer (Control, n=20). (A) Las muestras
estan coloreadas por grupo y (B) dia post-tratamiento. Se muestran los componentes PC1 vs PC2, y PC1
vs PC3. (C) Se puede apreciar que todas las muestras del grupo control (elipses rojas) se agrupan en el
mismo cluster, mientras que la mayoria de las muestras del grupo de VLPs (elipses azules) de las semanas

1,10 y 17 post-trasplante se segregan formando un segundo cluster.
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Por otro lado, analizando la diversidad alfa se observé que en la semana 1, los indices
de Shannon, Chaol y OTUs observados son significativamente menores en el grupo
control con respecto al grupo inoculado con VLPs (p=0.002, 0.047 y 0.037,
respectivamente). En el resto de los puntos post-trasplante no hay diferencias entre

ambos grupos en la diversidad alfa (Figura 17).

Figura 17. indices de diversidad alfa: (A) Shannon, (B) Chaol y (C) OTUs observados, de la microbiota
fecal durante el trasplante con VLPs. Significancia: * p < 0.05, ** p < 0.005.
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Para describir los cambios en bacterias particulares durante el tratamiento y para
realizar comparaciones intergrupales es necesario definir primero si la microbiota es

diferente entre ambos grupos antes de la inoculacion.

Antes del inicio del tratamiento con VLPs, este modelo murino de obesidad y sindrome

metabodlico presentdé en promedio una mayor proporcion de Firmicutes que de
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Bacteroidetes (49.6 + 7.8 % vs 414 * 6.8 %, p=0.04). Dentro de los Firmicutes
sobresalen el orden Clostridiales no asignados (14.2+ 1.4%), y los géneros
Lactobacillus (10.3 = 5.4 %), Lactococcus (4.6 £ 2.8%) y Oscillospira (5.3 £ 1.7 %). Por
su parte, entre los Bacteroidetes se encuentran en mayor abundancia el orden
Bacteroidales no signados (12.4 * 3.7 %), miembros no asignados de la familia S24-7
(f_S24-7_no asignado) y los géneros Bacteroides (8.8 + 4.9 %) y Odoribacter (5.3 + 1.7
%). La totalidad del filo TM7 corresponde a la familia F16 (4.7 * 1.7 %), y
Verrucomicrobia contiene Unicamente a Akkermansia muciniphila (2.0 + 1.8 %). En
menor proporcion se encuentra el filo Proteobacteria (1.5 + 1.8%), sobresaliendo la
familia Desulfovibrionaceae (1.4 * 1.3%), que contiene los géneros Bilophila y

Desulfovibrio.

Como se mencion0 previamente, comparando ambos grupos en el dia 0, no se
observaron diferencias significativas en la beta diversidad calculada con las distancias
Bray Curtis (p=0.069), y UNIFRAC Unweighted (p=0.064) y weighted (p=0.059).
Tampoco se obtienen diferencias en las métricas de diversidad alfa (indices de
Shannon, chaol y OTUs observados; Figura 19) y se observa Gnicamente diferencial
Desulfovibrio C21_C20, que se encuentra aumentado en el grupo de VLPs con respecto
al Control (0.13% vs 0.0001%, log2FC= 5.69, FDR= 0.002), aunque esta bacteria
representa menos del 1% de la microbiota en ambos grupos. Con esto, se considera que
la microbiota en el dia 0 es similar entre ambos grupos y sus cambios son comparables

en los puntos post-trasplante.
6.4.3. Cambios diferenciales post-trasplante.
6.4.3.1. Diferencias transversales (grupo VLPs vs. Control).

Después del tratamiento, se encontraron diferencias significativas en la abundancia
relativa de bacterias especificas entre ambos grupos, utilizando el método DESeq2 y
tomando como significantes valores de FDR<0.05 (Figura 18). En el dia 1 post-
trasplante no se observaron diferencias, pero en la semana 1 se obtuvo que
Akkermansia muciniphila (filo Verrucomicrobia) se encuentra fuertemente disminuida

en el grupo inoculado con VLPs con respecto al control (0.0035 vs. 7.13 %, log2FC= -
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10.9, FDR=1 x 10-11), esta diferencia se sigue observando en las semanas 10 (0.013 vs.
4.9 %, log2FC=-8.24, FDR=6x10-°) y 17 post-trasplante (0.001 vs 5.0 %, log2FC=-11.9,
FDR= 8x10-10). Esto puede notarse a simple vista en las graficas de barras desde nivel
de filo y en todos los niveles taxondmicos mas bajos (Figuras 14 y 15). Estas diferencias
en la abundancia de Akkermansia muciniphila fueron las mas marcadas y se observaron
tanto con el método DESeq2, como con LEfSe. En la Figura 19 se muestra la abundancia

relativa de esta bacteria antes y en cada punto post-trasplante.

Por el contrario, en la semana 1 se observd a Mucispirillum schaedleri (filo
Deferribacteres) mas abundante en el grupo de VLPs (1.1 vs. 0.15 %, logFC=2.28,
FDR=0.008), aunque esto se invierte en la semana 17, siendo en este punto mas
abundante en el grupo control (0.33 vs. 2 %, log2FC=-2.48, FDR= 0.02) (Figuras 18 y
19). Siendo menos estrictos en la determinacion de bacterias diferenciales, utilizando
el valor de p<0.05 como punto de corte de significancia y sin tomar en cuenta el FDR, se
observan 16 grupos diferenciales entre ambos grupos, estos pueden ser consultados en

la Figura S4.

Figura 18. Graficos de abundancia diferencial. Bacterias diferenciales en el grupo de VLPs con
respecto al Control en los puntos post-trasplante, empleando el método DESeq2. Se muestran
unicamente los taxones con FDR<0.05 y punto de corte de Log2fold change (Log2FC) de 1.5. Los valores
positivos de Log2FC (barras azules) significan sobreabundancia en el grupo de VLPs con respecto al
Control, mientras que los negativos (barras rojas) indican menor abundancia en el grupo de VLPs con
respecto al Control. (p: filo, c: clase, o: orden, f: familia, g: género, s: especie). En el dia 1 post-
inoculacion no se observaron bacterias diferenciales entre ambos grupos.
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Figura 19. Abundancia relativa de Akkermansia muciniphila, Musicpirillum schaedleri, Allobaculum,
familia Desulfovibrionaceaey sus géneros Desulfovibrio y Bilophila, antes (dia 0) y después del tratamiento
con VLPs o buffer (control). Significancia: * FDR<0.05, ** FDR<0.01, *** FDR<0.001, **** FDR < 0.0001,
**+4*x FDR< 0.00001.
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6.4.3.2. Cambios longitudinales.

Los cambios longitudinales (a través del tiempo) de cada grupo se realizaron
comparando el dia 0 con cada punto post-trasplante, identificAindose 30 grupos
taxonomicos diferenciales con el método DESeq2 (FDR<0.05), los cuales se describen a
detalle en el material suplementario (Figura S5). En resumen, en el grupo trasplantado
con VLPs encontramos cambios a partir del primer dia post-trasplante que se revierten
al final del tratamiento, como el aumento en la familia Desulfovibrionaceae (filo
Proteobateria) (Figura 19), que comprende los géneros Bilophila y Desulfovibrio. Como
podemos observar en la Figura 19, la abundancia de esta familia tiende a aumentar
desde la semana 1, alcanzando una diferencia significativa en la semana 10, pero en la

semana 17 las abundancias entre ambos grupos tienden a ser similares nuevamente.
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Como se ha mencionado, Akkermansia muciniphila se redujo significativamente desde
la semana 1 en el grupo de VLPs y esta reduccion persiste hasta las semanas 10y 17
(Figura 19). Ademas, se presentaron cambios que se observan al final del experimento,
como el incremento en el género Allobaculum (log2FC= 3.46, FDR= 0.007) y en su
correspondiente familia Erysipelotrichaeae (log2FC= 3.47, FDR= 0.01) en el grupo
inoculado con VLPs (Figura 19).

6.5. Correlacion entre la microbiota y metabolismo de los ratones.

Se analiz6 si existe correlacion entre las caracteristicas metabolicas de estos animales
y las abundancias de las taxas bacterianas de la microbiota intestinal que resultaron
diferenciales entre el grupo control y el grupo inoculado con VLPs en los puntos post-
tratamiento. De las 12 taxas diferenciales, Akkermansia muciniphila correlacioné
negativamente con el peso (r=-0.36, p=0.04, Figura 20), y el mismo comportamiento se
observd con su correspondiente familia  Verrucomicrobiaceae, = orden
Verrucomicrobioales, clase Verrucomicrobia y filo Verrucomicrobia (Figura S6). Por el
contrario, Allobaculum correlacion6 positivamente con el peso (r=0.5, p=0.004, Figura
20), lo cual se observa también en sus niveles taxonémicos superiores (familia
Erysipelotrichaceae, orden Erysipelotrichales y clase Erysipelotrichi, Figura S$6).
Asimismo, realizando el analisis tomando en cuenta todos los taxas asignados con
abundancia mayor al 0.1%, se obtienen 42 taxas que correlacionan con el peso (Figura
S6), entre ellos, el filo Firmicutes correlacion6 positivamente (r= 0.56, p=0.0008, Figura
20), mientras que los Bacteroidetes correlacionaron negativamente (r=-0.55, p=0.001,
Figura 20). Entre los taxas que presentan correlacion mas fuerte se encuentra el género
SMB53 (r=0.60, p=0.0002, Figura 20) y las familias Peptostreptoccaceae (r=0.59,
p=0.0003, Figura 20) y Clostridiaceae (r=0.58, p=0.0004, Figura 20) que correlacionan
positivamente, mientras que el género Bacteroides presenta correlacion inversa (r=-
0.59, p=0.0002, Figura 20). Aunque en este experimento la tendencia de aumento de
peso se mantuvo tras DAG en ambos grupos durante el tratamiento sin diferencias
significativas entre ellos, estas correlaciones sugieren la relacion entre la microbiota y

el fenotipo del modelo murino de obesidad y sindrome metabdlico, que se ha observado
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en otros estudios en humanos y ratones (Becerra et al., 2020; Mujico et al,, 2013;

Nirmalkar et al., 2018).

Figura 20. Graficos de correlacidn entre la abundancia relativa de grupos taxonémicos bacterianos y el

peso de los ratones.
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Por su parte, se observo una tendencia de mejora en la prueba de tolerancia a la glucosa
en el grupo inoculado con VLPs con respecto al control en la semana 17 post-trasplante.
Ademas, los valores en la curva de la glucosa sérica a los 60 min (glu-60min) y ABC
fueron significativamente menores en la semana 17 en comparacién con el dia 0 en el
grupo inoculado con VLPs. De las taxas diferenciales, se obtuvo correlacién positiva
entre la abundancia de Akkermansia muciniphila con los valores de ABC (r=0.46.

p=0.04) (Figura 23), es decir, esta bacteria se asocia con la intolerancia a la glucosa, e
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interesantemente, su abundancia disminuy6 drasticamente en el grupo inoculado con
VLPs. Por el contrario, Allobaculum present6 correlacion negativa (r=-0.43, p=0.04) y
su abundancia relativa incrementé en el grupo inoculado con VLPs en la semana 17
post-trasplante. Los cambios en la abundancia de estas bacterias podrian estar
relacionados con los cambios en la tolerancia a la glucosa. Asimismo, realizando el
analisis tomando en cuenta todos los taxas asignados con abundancia mayor al 0.1%,
se obtienen 7 taxas adicionales que correlacionan con el ABC de la prueba de tolerancia

ala glucosa, los cuales pueden ser consultados en la Figura S6.

Figura 21. Graficos de correlacién entre la abundancia relativa de Allobaculum y Akkermansia

muciniphila y el area bajo la curva de la prueba de tolerancia a la glucosa.
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Con respecto a la prueba de resistencia la insulina, no se obtuvieron taxas diferenciales
que correlacionaran con los valores de ABC. Adicionalmente, tomando en cuenta todas
las taxas con abundancia superior al 0.1% se obtiene que Unicamente 5 de ellas

correlacionan con el ABC (Figura S6).

Asimismo, se analizd si existe correlacién entre los indices de diversidad alfa (Shannon,
Chaol y OTUs observados) con estos pardmetros metabdlicos pero no se obtuvieron

valores significativos.

6.6. Posible colonizacion de bacterias en conjunto con el trasplante VLPs.

Para determinar si las bacterias presentes en la preparaciéon de VLPs lograron
integrarse a la microbiota de los ratones y asi tomar en cuenta su posible papel en los

resultados del trasplante, se realizé la secuenciacién masiva del gen 16S de esta
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muestra de VLPs (in6culo), la cual mostré la presencia de ADN de Pseudomonas, Listeria
y Bacillus, siendo casi el 90% de las lecturas asignadas (Figura 8D). Estas bacterias
estuvieron ausentes en los ratones en el dia 0 y en los dias posteriores al tratamiento.
Se puede observar en el grafico de PCoA (Figura 22A), que la muestra del indculo se
encuentra completamente distante a las 40 muestras fecales secuenciadas de los
ratones, las cuales se ven agrupadas, reflejando asi diferencias en la composicién del
ADN bacteriano del in6culo con respecto a la microbiota de los ratones.

Como podemos observar en los diagramas de Venn (Figura 22B), 1a tinica bacteria que
se comparte entre el indculo y los ratones (en ambos grupos) es el género Lactobacillus,
que se encontr6 con una abundancia de 0.5% en el in6culo. Esta bacteria se hall6 en
ambos grupos de ratones desde el dia 0, y tras la inoculacién no se detectaron
tendencias de aumento o cambios significativos (Figura 22C). En la Figura S7 se
presentan estos diagramas de Venn con los distintos niveles taxonémicos asignados.
Como se ha mencionado en la seccion 5.1, a pesar de encontrar una ligera amplificacién
de la region V3-V4 del gen 16S bacteriano en la muestra de VLPs, no se descarta la
posibilidad de que este ADN provenga de bacterias muertas o se encuentre libre en el
medio. Asimismo, con estos resultados se demuestra que este ADN bacteriano no logré
integrarse a la microbiota de los ratones durante el trasplante, al menos no a niveles

detectables por nuestro método.
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Figura 22. (A) Andlisis de coordenadas principales (PCoA) empleando las distancias UNIFRAC
Unweighted de la muestra de VLPs (Inéculo, n=1) y de la microbiota fecal de los ratones antes y después
del tratamiento con VLPs (n=20) y buffer Control (n=20). La muestra del in6culo se encuentra
completamente separada del resto. (B) Diagrama de Venn de presencia/ausencia de los géneros
bacterianos encontrados en el in6culo de VLPs fecales y como estos se encontraron en los ratones
inoculados con dichas VLPs o buffer (control), en el dia 0 (antes del tratamiento) y en los dias 1, semana
1,10y 17 post-trasplante, tomando en cuenta aquellos con abundancia mayor al 0.1%. Los porcentajes
dentro de cada circulo significan la abundancia relativa de dichos géneros. (C) Abundancia relativa de
Lactobacillus en los ratones antes y en los puntos post-trasplante. No hay cambios significativos en los
grupos durante el tratamiento.
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7. DISCUSIONES

Hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio de trasplante de VLPs fecales de
nifios normopeso donadores a ratones obesos con sindrome metabdlico, con el objetivo
de determinar los cambios en el metabolismo de los animales y la dindmica de la

microbiota intestinal posterior al trasplante.

En este experimento, no se observaron diferencias en el peso de los ratones inoculados
con VLPs en comparacion con el grupo control. Ambos grupos mantuvieron la tendencia
de aumento de peso después del tratamiento durante las 18 semanas post-trasplante.
Se ha comprobado que la transferencia de microbiota fecal a ratones libres de gérmenes
(gnotobioticos) puede resultar en la adquisicion del fenotipo donador (de Groot et al,,
2017). Sin embargo, este efecto no se ha logrado replicar cuando el trasplante se realiza
a hospederos convencionales, es decir, aquellos que reciben el trasplante sin haber
pasado por un proceso previo de deplecion de la microbiota residente. En humanos, los
Unicos tres estudios de trasplante de microbiota fecal en individuos con obesidad y
sindrome metabolico no lograron disminuir el peso corporal de los pacientes (Kootte
etal, 2017; Vrieze etal.,, 2012; Yu etal., 2020). Probablemente, la dificultad del éxito de
estos trasplantes se deba a la competencia entre los microorganismos residentes y los
introducidos en el trasplante, por ocupar y establecerse en el tracto gastrointestinal del
hospedero receptor. Los trasplantes de microbiota fecal parecen ser mas exitosos
cuando la diversidad y riqueza del donador es mayor que la del receptor y cuanto los
microorganismos trasplantados tienen menos competencia para establecerse en el
nuevo hospedero (Zuo et al., 2018). Por ejemplo, la gran mayoria de los pacientes con
infeccion por Clostridium difficile responden al trasplante de microbiota. Por lo general,
estos pacientes son primeramente tratados con antibiéticos con la finalidad de resolver
la infeccion, lo cual resulta en una pérdida de riqueza y diversidad de la microbiota
intestinal. Al no responder con el tratamiento antibidtico, los pacientes reciben el
trasplante fecal que por lo general alivia los sintomas y resuelve la infeccion por este
patogeno. Lo equivalente en humanos a los modelos animales gnotobiéticos, seria que
los pacientes recibieran un estricto tratamiento de antibidticos de amplio espectro con

la finalidad de eliminar la microbiota residente, lo cual no se ha realizado previo a
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trasplante fecales en obesidad por cuestiones éticas y el riesgo que representa para la
salud del paciente (Yuetal,, 2020). El trasplante de VLPs podria tener un efecto positivo
sobre la obesidad en hospederos convencionales. En un reciente estudio publicado en
2020, Rasmussen y colaboradores emplearon ratones convencionales alimentados con
dieta alta en grasas, los cuales recibieron un trasplante de VLPs fecales de ratones
donadores normopeso. Este estudio reporta que los ratones inoculados con VLPs
lograron disminuir significativamente la ganancia de peso inducida por la dieta alta en
grasas (Rasmussen et al., 2020). Hay diferencias sustanciales entre este estudio y el
nuestro que podria explicar que no se hayan observado cambios en el peso de nuestros
ratones tras el trasplante de VLPs de humano. En primer lugar, el grado de obesidad de
los animales al momento de recibir el trasplante difiere entre ambos estudios. Aunque
Rasmussen reporta que la composicion de la DAG empleada en su experimento es la
misma que la utilizada en este trabajo, sus ratones fueron mantenidos durante 6
semanas con esta dieta antes de recibir el trasplante de VLPs, mientras que los nuestros
fueron alimentados durante 14 semanas, aumentando de peso en un 200% con
respecto al inicio de la DAG. Aunque Rasmussen no reporta el valor del peso de sus
ratones, asumimos que su grado de obesidad al momento del trasplante es menor en
comparacion a los nuestros. En segundo lugar, la cantidad o dosis de VLPs administrada
en su estudio fue 100 veces mayor que la nuestra y se aplicaron dos inoculaciones,
mientras que nuestro experimento fue de dosis Unica. Estos factores pudieron facilitar

la respuesta positiva a la inoculacion de las VLPs en el experimento de Rasmussen.

La obesidad frecuentemente se acompafia de alteraciones en el metabolismo de la
glucosa (Dabke et al., 2019). Se han reportado tres ensayos clinicos de trasplante de
microbiota a individuos obesos con sindrome metabdlico, de los cuales, en dos se
observo mejora en la sensibilidad a la insulina a las 6 semanas post-trasplante (Kootte
etal,, 2017; Vrieze et al., 2012), aunque Kootte reporta que este efecto se revierte a las
18 semanas post-trasplante, es decir, la mejora es temporal. Por el contrario, en el
tercero y mas reciente no se observé mejora en el sindrome metabolico a pesar de
recibir repetidas capsulas con microbiota fecal de donadores sanos (Yu et al., 2020).

Nuestros ratones inoculados con VLPs de nifios normopeso mostraron una tendencia
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de mejora en la tolerancia a la glucosa en comparacién con el grupo control y no se
obtuvieron cambios en la resistencia a la insulina. Por su parte, en el experimento ya
mencionado de Rasmussen se observé una mejora significativa en la tolerancia a la
glucosa en los ratones 6 semanas después de haber recibido el trasplante de VLPs
fecales, aunque su estudio no evalua el efecto en un periodo temporal mas largo. En
nuestro experimento, la tendencia de mejora en la tolerancia a la glucosa se observa en
la semana 10 post-trasplante y se vuelve mas pronunciada en la semana 17 post-
trasplante, sugiriendo que el efecto de las VLPs sobre el metabolismo del hospedero
podria ser mas duradero que el trasplante convencional de microbiota fecal. Las
alteraciones en la microbiota de los animales por efecto de las VLPs podrian estar

relacionados a los efectos en el metabolismo (Hsu et al., 2019).

El trasplante de VLPs fecales de nifios normopeso a ratones obesos con sindrome
metabdlico resulté en cambios en la microbiota de estos animales. En el dia 0, este
modelo murino presenté una composicion de la microbiota intestinal similar a lo
reportado en ratones con sindrome metabdlico inducido por dieta alta en grasas, con
una mayor proporcion del filo Firmicutes, que correlacionan con el peso de los
animales, y una menor proporcion de Bacteroidetes con correlacion inversa. El analisis
de beta diversidad mostré que a partir de la primera semana post-trasplante, la
composicion bacteriana cambia en los ratones inoculados con VLPs, lo cual no se
observa en el grupo control. Interesantemente, estos cambios se mantuvieron en las

semanas 10 y 17 post-trasplante.

Existen pocos estudios que involucran la inoculacién de VLPs o bacteri6fagos en
modelos animales con la finalidad de evaluar su efecto sobre la microbiota. En dos de
ellos se demostro que ratones gnotobioticos colonizados con un consorcio de especies
bacterianas intestinales son susceptibles a cambios en la abundancia de estas bacterias
por la inoculacién con VLPs (A. Reyes et al., 2013) o por la administracién de
bacteriofagos liticos especificos para dichas bacterias (Hsu et al., 2019), y estos cambios
se observaron dentro de la primera semana post-inoculaciéon, aunque ambos estudios
se limitan a caracterizar la dindmica de la microbiota hasta 2 y 3 semanas post-

inoculacién, respectivamente. Por su parte, en el estudio de Lin reportan que la

48



microbiota del ileon de los ratones normopeso inoculados con VLPs de ratones obesos,
tiende a cambiar hacia una microbiota caracteristica de la obesidad en el dia 4 post-

inoculacién, aunque tampoco se evalua si estos cambios persisten (Lin et al,, 2019).

Nuestro experimento longitudinal nos permiti6é observar que tras el trasplante de VLPs
se presentan cambios en la semana 1 post-trasplante. Algunos de estos, como el
aumento de miembros de la familia Desulfovibrionaceae, se revierten en la semana 10
y 17 post-trasplante probablemente por la resiliencia de la microbiota, es decir, por su
capacidad de retornar a su composicion tras una perturbaciéon (Lozupone, 2013). No
obstante, otros cambios perduran o se presentan mas tarde. El analisis de abundancia
diferencial revelé a Akkermansia muciniphila drasticamente disminuida en el grupo
inoculado con VLPs con respecto al grupo control en la semana 1 post-trasplante, y esta

diferencia persiste en las semanas 10y 17.

Akkermansia muciniphila es una bacteria abundante de la microbiota intestinal, que ha
demostrado en diversos estudios tener un papel fundamental en la salud del hospedero
(Macchione et al., 2019). Esta bacteria expresa enzimas capaces de metabolizar la fibra
de la dieta produciendo acidos grasos de cadena corta, como butirato, teniendo efectos
positivos sobre el metabolismo del hospedero. Incluso se investiga ampliamente su uso
como probidtico. Controversialmente, aunque se ha descrito su potencial anti-
inflamatorio y su contribuciéon en el mantenimiento de la integridad del epitelio
intestinal (Macchione et al., 2019), existen estudios que demuestran el papel de A.
muciniphila como inductora de inflamacién (Ganesh et al., 2013; Seregin et al., 2017).
Asimismo, esta bacteria se ha asociado a colitis ulcerativa, cancer colorectal y se ha
encontrado aumentada en pacientes con enfermedad de Parkinson y esclerosis

multiple (Cirstea et al.,, 2018).

El efecto benéfico o perjudicial de esta bacteria sobre el hospedero podria estar
determinado por la dieta. Arias, L. et al. reporta que una DAG prolongada (7 meses)
induce el incremento de Akkermansia muciniphila (Arias et al., 2019), lo cual es
consistente con nuestro experimento que tuvo una duracion similar. Asimismo, se ha

descrito que una dieta prolongada con falta de fibra produce dafio en el epitelio
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intestinal asociado a Akkermansia muciniphila. Esta bacteria se limita a metabolizar los
carbohidratos de la fibra dietética, pero cuando estos no son proporcionados en la
alimentacién, Akkermansia puede desarrollarse degradando las mucinas que
componen la barrera de la mucosa intestinal (Desai et al, 2016). Esta barrera
comprende la primera linea de defensa fisica entre la microbiota intestinal y el
hospedero, y su dafio aumenta la permeabilidad del epitelio intestinal a productos
microbianos, incrementando la activacién de respuestas inflamatorias y la
susceptibilidad a patégenos (Vancamelbeke & Vermeire, 2017). Asimismo, la pérdida
de la integridad del epitelio intestinal esta ligada a las alteraciones caracteristicas del
sindrome metabodlico (Dabke et al, 2019). En nuestro estudio, los ratones fueron
primeramente mantenidos con una DAG durante 14 semanas para el desarrollo de
obesidad y sindrome metabdlico, y después del trasplante con VLPs continuaron con
esta dieta por 18 semanas mas. El proveedor indica que el contenido de fibra en esta
dieta es bajo (6% de la composicidn total). Sugerimos que estas caracteristicas de la
dieta (baja en fibra) en el periodo prolongado de nuestro experimento (8 meses)
pudieron favorecer la actividad perjudicial de A. muciniphila sobre la mucosa intestinal,

contribuyendo asi al sindrome metabdlico.

La abundancia de esta bacteria correlacioné positivamente con la intolerancia a la
glucosa. De acuerdo con esto, se ha encontrado a Akkermansia muciniphila mas
abundante en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 en comparacién con individuos
sanos (Wang et al,, 2012), sin embargo, en otros estudios se reporta lo contrario. La

discrepancia podria estar sujeta a las diferencias en las cohortes y a sus dietas.

Por su parte, Mucispirillum schaedleri también es un comensal que se encuentra
colonizando la mucosa intestinal (Robertson et al, 2005). Aunque esta bacteria
aumenta ligeramente en el grupo inoculado con VLPs en la semana 1 post-trasplante,
esto se invierte en la semana 17 observandose disminuida en comparaciéon con el
Control, lo cual es consistente con el estudio de DAG prolongada previamente
mencionado (Arias et al., 2019). Esta bacteria se ha descrito como proinflamatoria (Loy
et al,, 2017), por lo que su presencia en nuestro modelo murino podria desencadenar

efectos negativos similares a los descritos por Akkermansia muciniphila.
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En nuestro modelo murino de severa obesidad y sindrome metabdlico, sugerimos que
la fuerte disminucion de Akkermansia mucihiphila, asi como el decremento de
Mucispirillum schaedleri en el grupo inoculado con VLPs pudo haber contribuido en la

tendencia a mejorar la tolerancia a la glucosa de estos ratones.

El efecto de las VLPs podria explicarse con el modelo BAM (Bacteriophage Adherence
Mucus), el cual describe que los bacteri6fagos juegan un papel importante en la
inmunidad del hospedero, puesto que a través de sus dominios Ig-Like presentes en sus
capsides, son capaces de adherirse a la mucosa intestinal, evitando asi la invasién
bacteriana (Barr et al., 2013). Posiblemente, las VLPs inoculadas lograron establecerse
en la mucosa intestinal de los ratones controlando la poblacion de Akkermansia
muciniphila y Mucispirillum schaedleri, contribuyendo asi en evitar la erosion de la
mucosa, el paso de productos microbianos a través del epitelio intestinal en este grupo

de ratones y asf la inflamacion (Figura 23).

Figura 23. Modelo propuesto del efecto de las VLPs inoculadas sobre la poblaciéon de bacterias
degradadoras de mucinas (Akkermansia muciniphila), tomando como base el modelo BAM
(Bacteriophage Mucus Adherence, Barr et al., 2013). Consideramos que la dieta alta en grasas y baja en
fibra prolongada favorece la degradacion de la mucosa intestinal por accién de estas bacterias, agravando
el sindrome metabélico (grupo control), y las VLPs inoculadas al adherirse a la mucosa controlan la
sobrepoblacion de estas bacterias contrarrestando esta degradacién de la mucosa y limitando el paso de

productos microbianos promotores de inflamacién y de alteraciones en el metabolismo del hospedero.
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Asimismo, en el grupo inoculado con VLPs se presenté un aumento en Allobaculum en

la semana 17 post-trasplante, especialmente en dos de los cuatro ratones analizados.
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En previos estudios, esta bacteria se ha encontrado incrementada en ratones y ratas
con obesidad que mejoraron su estado metabolico tras la administracién de prebiéticos
y probidticos (Bai et al, 2018; Sudun et al.,, 2019). Allobaculum ha correlacionado
inversamente con marcadores proinflamatorios como IL-1 y TNF-a (Sudun et al,
2019). Al igual que Akkermansia muciniphila, Allobaculum es productora de acidos
grasos de cadena corta como butirato (Greetham et al,, 2004). Tal vez el aumento de
Allobaculum en los ratones inoculados con VLPs pudiera compensar la disminucién de
Akkermansia muciniphila en la producciéon de acidos grasos de cadena corta, que son
benéficos para la salud y metabolismo del hospedero. Interesantemente, Allobaculum
correlacioné negativamente con la intolerancia a la glucosa en nuestro experimento. A
diferencia de Akkermansia muciniphila que se limita a utilizar las mucinas como fuente
de energia, Allobaculum es capaz de metabolizar la glucosa para producir lactato o
butirato y se ha demostrado en cultivos in vitro de microbiota murina que esta bacteria
es altamente activa en la utilizaciéon de glucosa en comparacion con el resto de las
bacterias cultivadas, contribuyendo en el rapido catabolismo de este carbohidrato
(Herrmann et al., 2017). Esto sugiere el posible efecto hipoglucemiante de Allobaculum

sobre nuestros ratones inoculados con VLPs.

La mayoria de los virus intestinales son bacteriéfagos (Sausset et al., 2020) y las
interacciones entre estos virus introducidos y las bacterias de la microbiota residente
pueden ser muy complejas (Szelachowska et al., 2017). Por ejemplo, la reducciéon de
bacterias especificas puede deberse al efecto directo litico de los fagos sobre éstas,
como la posible explicacion que planteamos de Akkermansia muciniphila basandonos
en el modelo BAM, o bien, puede estar sujeta a interacciones inter-bacterianas, donde
la deplecion o incremento de bacterias susceptibles fagos liticos pueden desencadenar
efectos en la abundancia de otras bacterias no susceptibles (Hsu et al., 2019). Asimismo,
los fagos al ser vehiculos de la transferencia horizontal de genes entre bacterias pueden
contribuir en la modificaciéon de su metabolismo y sus funciones, que a su vez tienen
efecto sobre el hospedero (Shkoporov & Hill, 2019). En este estudio no es posible
determinar estos mecanismos, pero el efecto de transferir VLPs de diferentes especies,

en este caso de humano a ratén, y observar modificaciones en la microbiota y el
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metabolismo de los animales es interesante por el hecho de que la mayoria de los
estudios de modulacion de la microbiota son realizados en ratones, con la idea de en
algiin momento escalarlo a humanos. La transferencia de filtrados fecales en el éxito de
infeccion por Clostrididum difficile (Ott et al., 2017) y el uso de bacteriéfagos para
combatir infecciones de bacterias resistentes a antibiéticos como Mycobacterium
tuberculosis en ensayos clinicos (Azimi et al., 2019) es alentador en el sentido de que
estos virus pudieran en un futuro utilizarse como tratamiento auxiliar para otras

enfermedades.

8. LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y PERSPECTIVAS.

Los resultados de este estudio nos indican que si valdria la pena estudiar a los
bacteriéfagos como moduladores de la microbiota. Sin embargo, para llegar a
conclusiones mas robustas y determinar que el efecto de trasplantar VLPs sobre la
mejora del metabolismo de los ratones se debe a que las VLPs provienen de individuos
sanos, se deberia incluir un grupo control mantenido con la misma dieta que reciba
VLPs de individuos obesos o con sindrome metabdlico, con esto se tendria mas
evidencia de que el fenotipo adquirido se debe al origen de las VLPs trasplantas, y no al

simple hecho de ser VLPs.

Asimismo, en este trabajo no se caracterizaron las VLPs inoculadas, por lo que para
futuros experimentos seria deseable caracterizarlas por secuenciacién de tipo shot-gun,
para poder correlacionar los bacteridéfagos introducidos con el efecto sobre la

microbiota y el fenotipo del individuo receptor.

La secuenciacién masiva del gen 16S es una poderosa herramienta que nos permitié
detectar las especies bacterianas presentes y sus cambios durante el trasplante de VLPs
en términos de abundancia relativa. Seria apropiado realizar un analisis cuantitativo de
targets especificos, por ejemplo, validar por PCR cuantitativa (QPCR) los niveles de
Akkermansia muciniphila, que en nuestro experimento resultd en cambios

particularmente interesantes.

Sabemos que el modelo murino de obesidad y sindrome metabdlico previamente
establecido presenta valores alterados de colesterol HDL y VLDL, sin embargo, en este
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estudio no se evaluaron los cambios en estos metabolitos por efecto del trasplante de
las VLPs, ni tampoco se evaluaron marcadores inflamatorios o de dafio en la
permeabilidad intestinal (como el LPS circulante). En futuros estudios podrian incluirse

estas evaluaciones que darian soporte a lo que hallamos.

Como se ha mencionado, las modificaciones en la dosis, ya sea tanto en el nimero de
inoculaciones, como en la cantidad de VLPs a inocular, podrian arrojar mejores
resultados. Al inicio de nuestro experimento no teniamos el antecedente del estudio de
Rasmussen (que fue publicado a inicios del 2020), pero sus resultados, junto con los
nuestros, nos indican que las VLPs y los bacteri6fagos merecen seguir siendo
estudiados con el objetivo de entender la compleja interaccién entre la microbiota y el

sindrome metabdlico.

9. CONCLUSIONES

En este primer estudio de trasplante de VLPs de humano a ratones obesos con sindrome
metabdlico, encontramos que la microbiota puede ser modulada a largo plazo (17
semanas post-trasplante) pudiendo contribuir positivamente sobre el metabolismo de
estos animales. La disminucién de Akkermansia muciniphila y Mucispirillum schaedleri
y el aumento de Allobaculum en el grupo que recibi6 el trasplante de VLPs podria
contribuir a la tendencia de mejora en la tolerancia a la glucosa. Nuestros resultados en
concordancia con el experimento de Rasmussen indican que tal vez aumentando el
numero de VLPs en repetidas dosis podria observarse un efecto mas pronunciado sobre
el metabolismo y el peso de los animales obesos con sindrome metabdlico. Asimismo,
nuestros resultados en relacion con Akkermansia muciniphila sugieren que en los
ensayos de modulacion de la microbiota debe tomarse en cuenta la dieta, pues esta
puede determinar la actividad benéfica o perjudicial de estos microorganismos sobre
el hospedero. Este estudio presenta evidencia del papel que podrian jugar los
bacteriofagos en la modulacion de la microbiota en enfermedades asociadas a disbiosis,
como la obesidad y el sindrome metabélico, y abre las puertas a nuevas investigaciones

en el campo.
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11. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Muestras fecales secuenciadas de ratones inoculados con particulas virales (VLPs) o Buffer
control, y pardmetros metabolicos determinados. El dia 0 corresponde al momento previo al trasplante.
ND= no se determiné; AUC= Area bajo la curva.

Grupo Tiempo ID Peso (gr) AUC (mg.min/dL) AUC (mg.min/dL)
post- Tolerancia a la Resistencia a la
trasplante glucosa Insulina
VLPs Dia 0 V0-R1 42.2 63150 ND
VLPs Dia 0 VO0-R3 50.2 59617.5 ND
VLPs Dia 0 V0-R4 48.9 ND 20962.5
VLPs Dia 0 VO0-R6 48 ND 18157.5
VLPs Dia 1l V1-R1 ND ND ND
VLPs Dia 1 V1-R3 ND ND ND
VLPs Dia 1 V1-R4 ND ND ND
VLPs Dia 1 V1-R6 ND ND ND
VLPs Semana 1 V7-R1 42.5 ND ND
VLPs Semana 1 V7-R3 49.8 ND ND
VLPs Semana 1 V7-R4 48 ND ND
VLPs Semana 1 V7-R6 46 ND ND
VLPs Semana 10 V11-R1 49.3 53257.5 21075
VLPs Semana 10 V11-R3 56 49200 23632.5
VLPs Semana 10 V11-R4 54.3 39697.5 23655
VLPs Semana 10 V11-R6 54.2 56145 21772.5
VLPs Semana 17 V18-R1 46.8 40455 16297.5
VLPs Semana 17 V18-R3 59.1 40965 20985
VLPs Semana 17 V18-R4 52.2 46440 20407.5
VLPs Semana 17 V18-R6 53.9 67125 22215
Control Dia 0 CO0-R1 49.8 56362.5 ND
Control Dia 0 CO0-R3 449 52207.5 ND
Control Dia 0 CO0-R4 45.7 ND 18412.5
Control Dia 0 CO0-R5 45.9 ND 22297.5
Control Dia 1 C1-R1 ND ND ND
Control Dial C1-R3 ND ND ND
Control Dia 1 C1-R4 ND ND ND
Control Dial C1-R5 ND ND ND
Control Semana 1 C7-R1 49.5 ND ND
Control Semana 1 C7-R3 40.2 ND ND
Control Semana 1 C7-R4 439 ND ND
Control Semana 1 C7-R5 46.1 ND ND
Control Semana 10 C11-R1 56.9 40290 20160
Control Semana 10 C11-R3 49.4 56385 22747.5
Control Semana 10 C11-R4 50.7 66727.5 22140
Control Semana 10 C11-R5 51.4 58102.5 21360
Control Semana 17 C18-R1 55.5 38760 16005
Control Semana 17 C18-R3 47 64537.5 19042.5
Control Semana 17 C18-R4 51.3 56602.5 14857.5
Control Semana 17 C18-R5 51.9 51742.5 19170
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Tabla S2. Resumen del procesamiento bioinformatico: Lecturas antes y después de la unién de
secuencias pareadas (R1 y R2), filtro por calidad (q>20) y por tamafio (>350 nt), y asignadas
por QIIME v1.9.

ID Lecturas Join-paired ends Filtro de calidad Lecturas Asignadas por

crudas (n) (n, %) (n, %) >350nt Qiime

(n, %) (n, %)
C0-R1 737279 695807 (94.4) 695102 (99.8)* 51587 (59.3) 21,991 (42.6)
CO-R3 81836 77368 (95.5) 77313 (99.9) 46742 (60.5) 20,783 (44.5)
CO-R4 75856 71026 (93.6) 70966 (99.9) 39202 (55.2) 18,350 (46.8)
CO-R5 102621 97287 (94.8) 97179 (99.9) 58642 (60.3) 24,897 (42.5)
C1-R1 65491 62274 (95.1) 62224 (99.9) 37620 (60.5) 15,376 (40.9)
C1-R3 65736 62245 (94.7) 62183 (99.9) 37712 (60.6) 16,344 (43.3)
C1-R4 66904 62919 (94.0) 62850 (99.9) 37810 (60.2) 16,764 (44.3)
C1-R5 77233 72995 (94.5) 72919 (99.9) 44431 (60.9) 18,982 (42.7)
C7-R1 65288 62134 (95.2) 62064 (99.8) 38472 (62.0) 19,272 (50.1)
C7-R3 70792 66773 (94.3) 66689 (99.8) 39664 (59.5) 17,159 (43.3)
C7-R4 77595 73177 (94.3) 73099 (99.9) 44098 (60.3) 21,364 (48.4)
C7-R5 64650 61234 (94.7) 61181 (99.9) 35846 (58.6) 16,295 (45.5)
C11-R1 106470 101143 (95.0) 101044 (99.9) 60298 (59.7) 26,848 (44.5)
C11-R3 90355 86108 (95.3) 86031 (99.9) 53797 (62.5) 25,553 (47.5)
C11-R4 98333 93949 (95.5) 93874 (99.9) 57279 (61.0) 25,911 (45.2)
C11-R5 100007 95981 (96.0) 95903 (99.9) 60617 (63.2) 27,258 (44.9)
C18-R1 99885 95959 (96.1) 95872 (99.9) 61560 (64.2) 26,537 (43.1)
C18-R3 87247 83367 (95.5) 83271 (99.9) 52546 (63.1) 22,107 (42.1)
C18-R4 97434 92608 (95.0) 92502 (99.9) 58087 (62.7) 28,213 (48.6)
C18-R5 80257 76311 (95.1) 76248 (99.9) 47252 (61.9) 19,280 (40.8)
VO-R1 87776 83981 (95.7) 83898 (99.9) 52179 (62.2) 18,927 (36.3)
VO-R3 93075 89193 (95.8) 89115 (99.9) 54260 (60.9) 23,688 (43.7)
VO0-R4 93615 89193 (95.3) 89110 (99.9) 53554 (60.1) 21,929 (40.9)
VO-R6 89253 85357 (95.6) 85279 (99.9) 52861 (62.0) 22,926 (43.4)
V1-R1 118199 113056 (95.6) 112941 (99.9) 69484 (61.5) 32,849 (47.3)
V1-R3 95428 90441 (94.7) 90350 (99.9) 55384 (61.3) 23,488 (42.4)
V1-R4 88184 83574 (94.7) 83495 (99.9) 51397 (61.6) 24,092 (46.9)
V1-R6 97882 92532 (94.5) 92465 (99.9) 53254 (57.6) 26,322 (49.4)
V7-R1 74180 70822 (95.5) 70749 (99.9) 42706 (60.4) 18,614 (43.6)
V7-R3 84431 80156 (94.0) 80076 (99.9) 49451 (61.8) 22,847 (46.2)
V7-R4 92623 88216 (95.2) 88122 (99.9) 55622 (63.1) 24,941 (44.8)
V7-R6 101613 97413 (95.9) 97325 (99.9) 62370 (64.1) 28,861 (46.3)
V11-R1 100073 95392 (95.3) 95318 (99.9) 59491 (62.4) 26,429 (44.4)
V11-R3 108672 104077 (95.8) 103981 (99.9) 63504 (61.1) 26,898 (42.4)
V11-R4 89436 84836 (94.8) 84741 (99.9) 51432 (60.7) 22,264 (43.3)
V11-R6 88067 84211 (95.6) 84122 (99.9) 53453 (63.5) 24,009 (44.9)
V18-R1 58811 54642 (92.9) 54581 (99.9) 31761 (58.2) 15,376 (48.4)
V18-R3 79169 75103 (94.9) 75037 (99.9) 47398 (63.2) 21,968 (46.3)
V18-R4 71798 68059 (94.8) 67996 (99.9) 41139 (60.5) 17,773 (43.2)
V18-R6 82156 78761 (95.9) 78684 (99.9) 50841 (64.6) 23,095 (45.4)

Promedio 102642.7 97492 (95.0+0.7) 97397.5 (99.9+0.01) 50370.1 224145

(61.7£1.9) (44.5£2.7)
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Figura S1. Curva de rarefaccion de especies. El eje X representa el nimero de secuencias y el eje Y el
numero de especies obtenidas en cada rarefaccion.
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Figura S2. Perfil taxonémico bacteriano a nivel de filo, clase, orden, familia y género. Abundancia
de cada raton antes (dia 0) y después del trasplante de VLPs.

Control

Dia 0 Dia 1 Semana1 Semana 10 Semana 17

Phylum

. Actinobacteria
. Bacteroidetes

Deferribacteres

Abundancia relativa

U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U
0000 0000 0000 0000 0000
o8 XX LYoy R oA
APk 2Ab2 2222 3333 3103 Firmiu,
AE8Ra 28RE 28248 naxrxxm o220 irmicutes
= w s~ O - w s~ o
Proteobacteria
VLPs T™7
Dia 1 Semana 1 Semana 10 Semana 17 I:I Verrucomicrobia

o

~

a
[}

0.25-]

Abundancia relativa

| I B R T B N R R B R B B R B N R B |
S << €£<K<<K< £ K£<K<K<K< <£<£<«<
S333 XT3 JIJIIN XT3 33
Y3%% 22%% 2252 5313 13%%
S WhrO 2P WP XLV XN VDOV D

S S wbkro

69



Control

Semana 10 Semana 17

Dia 1 Semana 1

Dia 0

1.00

8
9
[
L8
3]
@

[21]

Bacilli

Class

75
.50

o <}

eAljejal ejpuepun

8 025

lostridia

v

oriobacteriia

0.00

eferribacteres
eltaproteobacteria

“C18-R5
“C18-R4
“C18-R3
“C18-R1

“C11-R5
“C11-R4
“C11-R3
“C11-R1

“C7-R5
“C7-R4
“C7-R3
“C7-R1

“C1-R5
“C1-R4
“C1-R3
“C1-R1

“C0-R5
“C0-R4
“C0-R3
“CO0-R1

rysipelotrichi

VLPs

i
~
=

O O 0o 0o w +

Dia 1 Semana1 Semana 10 Semana 17

Dia 0

Verrucomicrobiae

[]

1.00

75
.50

IS <}

eAlje[al elpuepun:

5025

<

0.00

“V18-R6
“V18-R4
“V18-R3
“V18-R1

“V11-R6
“V11-R4
“V11-R3
“V11-R1

“V7-R6
“V7-R4
“V7-R3
“V7-R1

“V1-R6
“V1-R4
“V1-R3
“V1-R1

“V0-R6
“V0-R4
“V0-R3
“V0-R1

Control

Semana 10 Semana 17

Dia 1 Semana 1

Dia 0

1.00

Bacteroidales

Order

5
0

7
5
0.25

oS S
eAlje|al eloUBPUN

Qo

n
Q<
8
he]
=
7]
o

(@)

4

O O o 0o uw

0.00

oriobacteriales

W040

eferribacterales

“C18-R5
“C18-R4
“C18-R3
“C18-R1

“C11-R5
“C11-R4
“C11-R3
“C11-R1

“C7-R5
“C7-R4
“C7-R3
“C7-R1

“C1-R5
“C1-R4
“C1-R3
“C1-R1

“C0-R5
“C0-R4
“CO0-R3
“CO0-R1

esulfovibrionales

VLPs

rysipelotrichales

Semana 10 Semana 17

Dia 1 Semana 1

Dia 0

actobacillales

-

1.00

Verrucomicrobiales

[]

5
0

7
5
0.25

oS =
eAlje[al BlOUBPUN

Q

v

0.00

“V18-R6
“V18-R4
“V18-R3
“V18-R1

“V11-R6
“V11-R4
“V11-R3
“V11-R1

“V7-R6
“V7-R4
“V7-R3
“V7-R1

“V1-R6
“V1-R4
“V1-R3
“V1-R1

“V0-R6
“V0-R4
“V0-R3
“V0-R1

70



Abundancia relativa

Abundancia relativa

VLPs

Dia Dia 1 Semana 1

Semana 10

Semana 17

1.00-
0.75-
0.50 -
0.25-
0.00 -

VO-R1~

1.00 =

0.75 -

0.50 -

0.25 -

0.00 -

CO0-R1~

o Vo Vo Vo
73% pRyE pRaf goig
£$€8 5353535 5555 oot

- T - <

> > > >
Dia 0 Semana 1 Semana 10
Lo Vo Vo Vo
™ < v - O < w - M < W0 - O < W
Yoo x¥xoooeod ¥eEoed «E€ocd
A
O O O O O O O OOOOOOOO

71

V18-R1~
V18-R3~
V18-R4~
V18-R6~

Semana 17

C18-R1~
C18-R3~
C18-R4~
C18-R5~

Familia

<1%
Bacteroidales_[Odoribacteraceae]
Bacteroidales_Bacteroidaceae
Bacteroidales_No asignado
Bacteroidales_Rikenellaceae
Bacteroidales_S24-7
Clostridiales_Clostridiaceae
Clostridiales_Lachnospiraceae
Clostridiales_No asignado
Clostridiales_Ruminococcaceae
CWO040_F16
Deferribacterales_Deferribacteraceae
Desulfovibrionales_Desulfovibrionaceae
Erysipelotrichales_Erysipelotrichaceae
Lactobacillales_Lactobacillaceae

Lactobacillales_Streptococcaceae

Verrucomicrobiales_Verrucomicrobiaceae



VLPs

Dia 0 Dia 1 Semana 1 Semana 10 Semana 17

1.00-

o 0.75-

=

=

o

©

© 0.50-

c

@

k)

c

=]

Qo

<025- IIII

| -
LI N N | LI | 1 1 LI | LI N N | L )
‘—mwco\—mvco‘—mvao‘—mvto\—mvco
TETTE OFTYTY OFYTY OYFTLET OYTETR
SsSs88 55353 5555 Tt 2228
> > > > > > > >
Control

Dia 0 Dia 1 Semana 1 Semana 10 Semana 17

Abundancia relativa

1.00-
0.75-
0.50-
0.25-

Ll Lhhb Lt Lhibl Dbl
TETT OFYTTY OFYTYY OYELIT OYTTTR
303838 00O 660606 T Frr2x =288

O O O O O O O O
Género
<1% p_Firmicutes: g_Allobaculum

p_Bacteroidetes: f_Rikenellaceae — No asignado p_Firmicutes: g_Lactobacillus

p_Bacteroidetes: f_S24-7 - No asignado p_Firmicutes: g_Lactococcus
p_Bacteroidetes: g_AF12 p_Firmicutes: g_Oscillospira
p_Bacteroidetes: g_Bacteroides p_Firmicutes: g_Ruminococcus
p_Bacteroidetes: g_Odoribacter p_Firmicutes: g_SMB53
p_Bacteroidetes: o_Bacteroidales — No asignado p_Firmicutes: o_Clostridiales — No asignado
p_Deferribacteres: g_Mucispirillum p_Proteobacteria: g_Bilophila
p_Firmicutes: f_Clostridiaceae — No asignado p_Proteobacteria: g_Desulfovibrio
p_Firmicutes: f_Lachnospiraceae — No asignado . p_TM7: f_F16 — No asignado
p_Firmicutes: f_Ruminococcaceae - No asignado p_Verrucomicrobia: g_Akkermansia

p_Firmicutes: g_[Ruminococcus]

72



Figura S3. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) utilizando las distancias UNIFRAC Unweighted
(arriba) y Weighted (abajo) de las muestras fecales de ratones trasplantados con VLPs (n=20) o buffer
(Control, n=20).
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Figura S4. Bacterias diferenciales en el grupo de VLPs con respecto al Control en las semanas 1,10y 17
post-trasplante, empleando el método DESeq2. Se muestran iinicamente los taxones con p<0.05 y punto
de corte de Log2fold change (Log2FC) de 1.5. Los valores positivos de Log2FC significan sobreabundancia
en el grupo de VLPs con respecto al Control, mientras que los negativos indican menor abundancia. (p:
filo, c: clase, o: orden, f: familia, g: género, s: especie).
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Figura S5. Cambios diferenciales longitudinales. Bacterias diferenciales en los grupos Control (color
rojo) y VLPs (color azul) en cada punto post-tratamiento con respecto al dia 0, empleando el método
DESeq2. Se muestran unicamente los taxones con FDR<0.05 y punto de corte de LogZ2fold change
(Log2FC) de 1.5. Los valores positivos de Log2FC significan sobreabundancia con respecto al dia 0,
mientras que que los negativos indican menor abundancia. (p: filo, c: clase, o: orden, f: familia, g: género,
s: especie).
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a) Dia 1 post-trasplante. Al transcurrir 24 horas a partir de la inoculacién, se observé un ligero, pero significativo aumento en la
abundancia relativa del filo Proteobacteria en el grupo de VLPs, dentro del cual se ve incrementado la clase Deltaproteobacteria y
el orden Desulfovibrionales. En el Control no se observan cambios significativos con respecto al dia 0.

b) Semana 1 post-trasplante. Del dia 0 a la semana 1, se observé una drastica reduccion en Akkermansia muciniphila en el grupo
de VLPs. Como en el dia 1, el orden Desulfovibrionales permanecié aumentado en el grupo de VLPs en la semana 1, con respecto al
dia 0.

c) Semana 10 post-trasplante. Akkermansia muciniphila se mantuvo disminuida en el grupo de VLPs con respecto al dia 0. En el
grupo Control no se observan cambios significativos con respecto al dia 0.

d) Semana 17 post-trasplante. La disminucion de Akkermansia muciniphila se ve ain mas marcada en la semana 17 en el grupo
de VLPs. Esta bacteria se vuelve indetectable en 3 de 4 ratones. Asimismo, en este grupo se observa una disminucién en
Lactobacillus, y por el contrario, se encuentran incrementadas bacterias del género Allobaculum, la cual pertenece a la familia
Erysipelotrichaeae de los Firmicutes y la significancia se da principalmente por 2 de 4 ratones que incrementan la abundancia de
1.2y 0.2 % a 18 y 6.2%, respectivamente. Por otro lado, en el grupo Control se observan reducciones en Lactococcus, en el orden
Lactobacillales y en la familia Streptococcaceae, mientras que Muscispirillum schaedleri aumenta, con respecto al dia 0.
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Figura S6. Correlaciones entre la abundancia relativa de las taxas bacterianas con los parametros
metabdlicos. Se presenta el coeficiente de correlaciéon de Pearson de todas las taxas asignadas con
abundancia mayor al 0.1% versus el peso, y valores de drea bajo la curva de las pruebas de tolerancia a la
glucosa y resistencia a la insulina. Se muestran Unicamente aquellas con correlacidon significativa
(p<0.05). (ABC= valor del Area bajo la curva, p: filo, c: clase, o: orden, f: familia, g: género, s: especie).
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Figura S7. Diagrama de Venn de presencia/ausencia de bacterias en los diferentes niveles taxonémicos
(filo, clase, orden, familia, género) encontrados en el indculo de VLPs fecales y como estos se
encontraron en los ratones inoculados con dichas VLPs o buffer (control), en el dia 0 (antes del
tratamiento) y en los dias 1, semana 1, 10 y 17 post-trasplante, tomando en cuenta aquellos con
abundancia mayor al 0.1%.
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