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RESUMEN

Introduccion: La microbiota intestinal (MIl) mantiene una comunicacién
bidireccional con el sistema nervioso central (SNC) a través del eje microbiota-
intestino-cerebro (MIC). En recientes afios se ha encontrado que el tipo de
comunicacién que establece la Ml con el SNC esta vinculado al estado de salud del
hospedero. La edad y los estilos de vida son los factores mas importantes que
definen la composicion y abundancia de la Ml, siendo la nifiez un periodo clave para
su maduracion. En concordancia con ello, SGnchez-Quinto y colaboradores (2020)
mostraron que la composicion y abundancia de la Ml en nifios indigenas es mayor
que en nifos de la CDMX, ademas de la presencia exclusiva de ciertos Fila
asociados a sus respectivos estilos de vida. No obstante, se desconoce si estas
variaciones ecosistémicas, como resultado del estilo de vida que se practica en cada
poblacion, resultan en diferencias de composicién y abundancia de los productos

metabdlicos neuroactivos de la MI que participan en el eje MIC.

Objetivos: Predecir y determinar las diferencias en la composicion y abundancia de
las rutas metabolicas funcionales del eje MIC, en la MI de nifios que habitan en una

poblacién indigena Me’phaa y nifios que habitan en la ciudad de México.

Metodologia: Se realizé un andlisis bioinformatico de prediccion gendmica
mediante el sistema PICRUSt2, para obtener la funcionalidad metabdlica de la Ml
de 42 nifios mexicanos pertenecientes a la comunidad indigena Me’phaa (n= 29) y
de la CDMX (n= 13). Posteriormente, se analizd la composicién y abundancia de
componentes neuroactivos que participan en el eje intestino-cerebro para
determinar sus diferencias entre las dos poblaciones infantiles, utilizando para ello

modelos lineales y medidas discriminantes.

Resultados: Se encontraron diferencias entre estas dos poblaciones, en cuanto a
la abundancia de bacterias que llevan a cabo los procesos de sintesis de
componentes neuroactivos que producen propionato, acetato, s-adenosilmetionina,
acido isovalérico, acido quinolinico, DOPAC, p-Cresol y glutamato; asi como la

degradacion de propionato, triptéfano, inositol, 6xido nitrico y GABA. Aunado a esto,



se encontrdé una mayor riqueza de enzimas bacterianas intestinales en la poblacion
indigena, las cuales, participan en procesos que sintetizan o degradan metabolitos

neuroactivos.

Conclusiones: Estos hallazgos muestran, por primera vez, la capacidad de la Ml
para producir componentes neuroactivos del eje MIC en una poblacion infantil. En
adicion, nos muestra como el estilo de vida impacta sobre la composicion y
abundancia de estos componentes neuroactivos, muchos de ellos asociados a
diferentes patofisiologias del sistema nervioso. Por ende, nos aporta un
conocimiento inicial para evaluar las implicaciones de la M| en la prevencion,

desarrollo y tratamiento de estas enfermedades.

ABSTRACT

Introduction: Gut Microbiota (GM) mantains bidirectional communication with the
central nervous system (CNS) through microbiota-gut-brain axis. In recent years, it
has been found that the type of communication established between the GM and the
CNS is linked to the health status of the host. Age and lifestyles are the most
important factors that define the composition and abundance of GM, with childhood
being a key period for its maturation. In accordance with this, Sdnchez-Quinto et al.
(2020), showed that the composition and abundance of GM in indigenous children
is greater when compared with children from CDMX, in addition to the exclusive
presence of certain Fila associated with their respective lifestyles. However, it is
unknown whether these ecosystemic variations, as a result of the lifestyle practiced
in each population, result in differences in the composition and abundance of the
neuroactive metabolic products of GM that participate in the microbiota-gut-brain

axis.

Objectives: Predict and determine the differences in the composition and

abundance of the functional metabolic pathways of the microbiota-gut-brain axis,
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between the GM of children living in an indigenous Me’phaa population and

children living in Mexico City.

Methodology: A bioinformatic analysis of genomic prediction was performed,
using the PICRUSt2 system to obtain the metabolic functionality of the GM of 42
No se encuentran elementos de tabla de ilustraciones.Mexican children
belonging to the Me’phaa indigenous community (n=29) and CDMX (n=3).
Subsequently, the composition and abundance of neuroactive components
involved in the gut-brain axis were analyzed to determine their differences between

the two child populations studied, using linear models and discriminant measures.

Results: Differences were found between both child populations in terms of
abundance of bacteria that carry out synthesis processes of neuroactive
components that produce propionate, acetate, s-adenosylmethionine, isovaleric
acid, quinolinic acid, DOPAC, p-Cresol and glutamate; as well as the degradation of
propionate, tryptophan, inositol, nitric oxide and GABA. In addition to this, a greater
wealth of intestinal bacteria enzymes was found in the indigenous population, which

participate in processes that synthesize or degrade neuroactive metabolites.

Conclusions: These findings show, for the first time, the ability of the GM to
produce neuroactive components of the microbiota-gut-brain axis in a child
population. In addition, it shows us how lifestyle impacts the composition and
abundance of these neuroactive components, many of them associated with
different pathophysiologies of the nervous system. Therefore, it provides us with
initial knowledge to evaluate the implications of GM in the prevention, development

and treatment of these diseases.

ANTECEDENTES

El cuerpo humano esta colonizado por trillones de microorganismos,

incluyendo bacterias, hongos, arqueas y virus (Christian et al., 2014). Al
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conjunto de estos microorganismos se le conoce como microbiota. Un
importante grupo de esta microbiota son las bacterias, cuya abundancia
y distribucion dependera del sitio anatomico en el que se encuentren
(Figura 1). Particularmente, la microbiota intestinal bacteriana (MI) es una
de las mas estudiadas y mas diversas (Dash et al., 2015). Esta, cambia a
lo largo de la vida; sin embargo, algunas de las transformaciones mas
importantes ocurren desde el nacimiento y durante los tres primeros afos
de vida, debido principalmente a la introduccion de nuevos alimentos y la
exposicion a entornos novedosos (Dominguez-Bello et al., 2010).

La composicion de la Ml incluye cuatro filum predominantes (Odamaki
et al., 2016) cuyas diferencias respecto a la edad se pueden observar en
la Figura 2.

Hoy en dia, se sabe que este ecosistema bacteriano mantiene una
comunicacion bidireccional con el sistema nervioso central (SNC) a través
del eje microbiota-intestino-cerebro (MIC) (Dinan y Cryan, 2012; Foster et
al., 2013; lzquierdo, 2019), el cual, permite una estrecha comunicacién
entre intestino y cerebro que resulta benéfica tanto para el hospedero
como para la misma microbiota intestinal (MI) (Cryan et al., 2012;
Sampson et al., 2015). La conexién del eje MIC es posible mediante vias
neurales, hormonales e inmunes; las cuales, si se ven modificadas,
pueden llevar a distintas consecuencias patofisioldégicas, como
inflamacién intestinal, dolor abdominal, desoérdenes alimentarios o
alteraciones en la respuesta al estrés y en la conducta (Cryan y Dinan,
2012). Los sistemas que hacen posible la interaccion a través del eje MIC

se muestran en la Figura 3.
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Figura 1. Diferencias de composicion en el microbioma por sitio anatémico.

Se indica la proporcién de secuencias a nivel de filum en ocho sitios distintos del cuerpo. Ciertas
caracteristicas, como la presencia (+) o ausencia (-) de Helicobacter pylori, pueden conducir a
perturbaciones permanentes en la composiciéon de la comunidad (Figura tomada de Cho et al.,
2012).

Debido a estas funciones y ejes de comunicacién se ha identificado el
papel de la Ml como un importante modulador del neurodesarrollo (Cryan
et al., 2012; Sampson et al., 2015), de la funcién inmune y del tracto
gastrointestinal (TGI) (Borre et al., 2014). Ademas, se ha observado su
papel como regulador del estado emocional y conductual (Dinan y Cryan,
2012; Foster et al.,, 2013) y como posible factor predictor de ciertas
enfermedades del SNC (lzquierdo, 2019).

13



A)

Relative abundance (%)

1 2 3 4

30

40

a0

10 20 50 &0 70 80 100
Actinobacteria  m Bactercidetes  w Firmicutes  w Protecbacters  mothers
B)
Group Age Number (Male/Female)
Segmentation (Mean = SD) of samples
1 Preweaning 03x01) 14 (7/7)
2 Weaning (08+04) 12 (6/6)
3 Weaned-3 years old (24 +06) 18 (10/8)
4 4-9 years old B1x19) 14 (6/8)
10 10-19 years old (141+£36) 10 (7/3)
20 20-29 years old (259+27) 40 (16/24)
30 30-39 years old (339+23) 88 (45/43)
40 40-49 years old 438+3.0) 34 (13/21)
50 50-59 years old (533+26) 25 (12/13)
60 60-69 years old 63+27) 28 (11717)
70 70-79 years old (7e8+2.1) 15 (5/10)
80 80-89 years old (833+24) 48 (16/32)
90 90-99 years old (942+27) 19 (4/15)
100 Over 100 years old ~ (1013+1.8) 6 (0/8)
Sum n (158/213)

Figura 2. Cambios en la composicion de la Ml relacionados con la edad.

A) Panorama general de la composicion a nivel filum. Anaranjado, Actinobacteria; azul, Firmicutes;

rojo, Bacteroidetes; rosa, Proteobacteria; Negro, resumen de otros filum. Cada componente de cada

barra, indica un género diferente. Cada numero indica un grupo de edad. B) Grupos de edad en los

que se dividié la muestra, con sus respectivos promedios de edad (+ SD). (Figuras tomadas de

Odamaki et al., 2016).
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Figura 3. Sistemas que participan en la comunicacion bidireccional del eje MIC.

El eje MIC es considerado una ruta de comunicacion bidireccional con el cerebro. La comunicacion
de este eje se da a través del SNC, el sistema nervioso autbnomo, el sistema endocrino, el sistema
inmune y el sistema nervioso entérico, con sus respectivas vias de comunicacion. Asi, la Ml
interactua con el cerebro a través de la activacion del nervio vago, de los metabolitos de bacterias
intestinales, de neurotransmisores, citocinas, interleucinas, cortisol (principalmente regulado por el
eje hipotalamo-pituitaria-adrenal), etc. El eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal regula la secrecién de
cortisol, quien tiene el potencial de afectar a células del sistema inmune y de modificar la
permeabilidad de la barrera intestinal y asi, cambiar la composicién de la MI. Los componentes de
la Ml pueden alterar los niveles de citocinas, lo que tiene un efecto en la funcién cerebral. El nervio

vago, resulta de las principales vias de comunicacién en el eje MIC, pues conecta de manera directa

15



intestino y cerebro. Diversos metabolitos, que resultan ser sustancias que interactdan con el SNC,

viajan a través de él.

Al tratarse de una comunicacion bidireccional, es evidente que la actividad del
eje MIC no so6lo va de la Ml al cerebro u otros sistemas del hospedero, sino que los
sistemas del hospedero, también tienen su impacto en la MI. Las investigaciones
gue comparan la Ml entre sociedades que practican distintos estilos de vida (De
Filippo et al., 2010; Yatsunenko et al., 2012; De Filippis et al., 2016; Sanchez-Quinto
et al., 2020), centran sus estudios en explicar como estas practicas socio culturales
(i.e. agricultores, recolectores, industrializados, entre otros) se asocian a cambios
en la composicion de la MI. Por ejemplo, se ha observado que individuos con estilos
de vida considerados como “tradicionales” (conocidos como no industrializados o
no occidentales) alrededor del mundo, comparten una compaosicion similar en su M,
la cual difiere de aquella composicion microbiana observada en poblaciones
consideradas “industrializadas” (Sonnenburg y Sonnenburg, 2019). Ademas, se ha
observado que la Ml de estas poblaciones industrializadas es menos diversa y con
menor riqueza (Sonnenburg y Sonnenburg, 2019; Sanchez-Quinto et al., 2020).
Cabe destacar, que el efecto de los estilos de vida es de tal magnitud, que la
composicién bacteriana de la Ml entre grupos de diferentes culturas y estilos de vida
se caracteriza por tener grupos de bacterias que son unicos de cada poblacion
(poblacion industrializada vs. no industrializada) (Sonnenburg y Sonnenburg, 2019;
Sanchez-Quinto et al., 2020).

En México existen al menos 56 grupos indigenas (Sanchez-Quinto et al., 2020)
entre los cuales, el total de personas de 5 afios o0 mas que hablan alguna lengua
indigena es de 6,695,228 (INEGI, 2020). De estos grupos, el estilo de vida de la
comunidad Me’phaa es uno de los mas ancestrales en México y que mas difiere de
aguellos de zonas mas urbanizadas, como es el caso de la CDMX (Sanchez-Quinto
et al., 2020). Dado que las caracteristicas del estilo de vida de dicha poblacion
indigena son altamente contrastantes (Tabla 1), Sanchez-Quinto y colaboradores

(2020), realizaron uno de los primeros acercamientos en la comparacion de la Mi
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de una poblacién infantil de entre 5-11 afios, pertenecientes a un grupo indigena
Me’phaa de la “Montafa Alta” del estado de Guerrero o a una poblacion urbana de
la Ciudad de México, con el objetivo de evaluar la asignacion taxonémica de la Ml
de estas poblaciones. Los hallazgos de este estudio reportaron importantes
diferencias interpoblacionales tanto en la composicion como en la abundancia de
especies bacterianas de la MI. De manera general, la riqueza y la diversidad fueron
mayores en los nifios pertenecientes a la comunidad indigena, quienes ademas
contaban con grupos taxonomicos exclusivos (p.ej. los fila Deinococcus-Thermus,
Chloroflexi, Elusimicrobia, Acidobacteria, and Fibrobacteres) y otros con una

representatividad significativa mayor (p.ej. los fila Proteobacteria y Tenericutes).

Estos cambios en la MI debido a los estilos de vida son de relevancia para el
estudio de las relaciones MI-Salud. Con respecto al SNC, distintas investigaciones
han evidenciado que una alteracion o cierta diversidad en la MI puede afectar la
comunicacion del eje MIC, resultando en distintos efectos negativos sobre la salud
del hospedero, incluso a edades tempranas y en la vida intrauterina (Borre et al.,
2014; Christian et al., 2013; Prince et al., 2013). Por ejemplo, estas alteraciones en
la MI puede influir en el desarrollo, en la severidad y en el mantenimiento de algunas
enfermedades del SNC como es el caso del Trastorno del Espectro Autista (TEA)
(Finegold et al., 2002; Song et al., 2004; Parracho et al., 2005; Finegold et al., 2010;
Adams et al., 2011; Wang et al., 2011; Benach et al., 2012), de la Enfermedad de
Parkinson (Unger et al., 2016; Hill-Burns et al., 2017; Hopfner et al., 2017; Li et al.,
2017; Lin et al., 2018; Qian et al., 2018; Aho et al., 2019), de la Enfermedad de
Alzheimer (Vogt et al., 2017; Zhuang et al., 2018; Haran et al., 2019; Li et al., 2019;
Liu et al., 2019), de la Depresiéon (Dash et al., 2014; Naseribafrouei, 2014; Jiang et
al., 2015; Aizawa, 2016; Lin et al., 2017; Valles-Colomer, 2019; Stevens et al., 2020;
Ramirez-Carrillo et al., 2020), Esclerosis Mdltiple (Chen et al., 2016; Jangi et al.,
2016; Cekanaviciute et al., 2017; Cosorich et al., 2017; Swidsinki et al., 2017;
Choileain et al., 2020) y Ezquizofrenia (Nguyen et al., 2018; Schwartz et al., 2018;
Shen et al. 2018; Xu et al., 2014). Como resultado de estos y otros estudios

relacionados, se ha propuesto que para lograr un mejor conocimiento del efecto de
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la MI sobre el SNC (y viceversa), no s6lo es necesario conocer la asignacion
taxondmica de la MI| sino ademas conocer su diversidad gendmica y su
funcionalidad sobre el hospedero, ya que muchos grupos bacterianos pueden tener
la misma capacidad funcional en términos de sintesis o degradacion de metabolitos
neuroactivos asociados tanto a la comunicacion del eje MIC, como a la presencia

de estas patofisiologias (Moya y Ferrer, 2016).

La relacién entre la diversidad gendmica y funcional de la Ml y la salud mental
es uno de los temas mas novedosos, intrigantes y controversiales en la
investigacion del microbioma, la cual se ha realizado principalmente en modelos
animales (Valles-Colomer et al., 2019) y mas recientemente en modelos humanos

con muestras de personas adultas.

Uno de los estudios pioneros en el campo fue realizado por Valles-Colomer et
al. (2019). Aqui estudiaron cémo la Ml se relaciona con la calidad de vida y niveles
de depresion haciendo uso de muestras de personas adultas pertenecientes al
Proyecto de la Microbiota Intestinal Flamenca Belga. Ademas, con el uso de
herramientas metagendmicas para la secuenciacion de genomas completos, este
estudio desarroll6 el primer catalogo que reune 56 vias 0 médulos que producen o

degradan metabolitos capaces de interactuar con el SNC a través del eje MIC.

La falta de estudios funcionales de la MI, en parte, se debe a que las inferencias
funcionales se obtienen unicamente mediante la metagenémica de secuenciacion
completa (p.ej. shotgun). No obstante, estas metodologias requieren de una
infraestructura de frontera en términos de herramientas de secuenciacién gendémica,
poder computacional, capacidad de almacenamiento de datos y recursos
econoémicos. Una alternativa que se ha desarrollado recientemente para aminorar
los costos asociados a las técnicas meta gendmicas, es la evaluacién predictiva de
los genomas bacterianos y sus funciones mediante marcadores taxonémicos, para
su comparacion con metagenomas completos secuenciados, existentes en las
bases de datos internacionales (i.e KEEG, Greengenes, SILVA, etc.). Por ende, el
desarrollo de estas herramientas bioinformaticas, estdn promoviendo un

crecimiento acelerado en la adquisicion del conocimiento de estas relaciones MI-
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Salud. Asi, con base en aquellas premisas que resaltan las diferencias
composicionales de la Ml entre individuos pertenecientes a distintas culturas, debido
al impacto del estilo de vida de cada poblaciéon y con base en el potencial de la Mi
para sintetizar o degradar componentes neuroactivos, tal como se reporta en Valles-
Colomer et al. (2019), este trabajo da continuidad a la investigacion “Gut Microbiome
in Children from Indigenous and Urban Communities in Mexico: Different
Subsistence Models, Different Microbiomes” (Sanchez-Quinto et al., 2020), con el
objetivo de conocer si las diferencias encontradas en la composicion de la Ml traen
consigo un cambio en la funcionalidad metabdlica que ejerce la Ml sobre el eje MIC,
en tanto a la presencia o ausencia de vias que sintetizan o degradan componentes
neuroactivos en cada poblacion. Ademas, debido a que las muestras utilizadas en
este proyecto son de nifios entre los 5y 11 afios de edad, un periodo clave para el
establecimiento de la Ml y para el desarrollo cerebral, este trabajo figura una nueva
perspectiva para este campo de investigacion en neurociencia, pues en la
actualidad, no existe una investigacién parecida en poblaciones mexicanas; los
pocos estudios sobre la Ml en niflos mexicanos se han realizado en poblaciones
citadinas y se han enfocado en un analisis metataxonomico y no funcional,
evaluando la composicion de la Ml en nifios con diferentes rasgos cardio-
metabolicos (Vazquez-Moreno et al., 2021), tales como obesidad, desnutriciéon, o
sindrome metabdlico (Murugesan et al., 2015; Maya-Lucas et al., 2019; Gallardo-
Becerra et al., 2020).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El presente trabajo busca comparar la composicion y abundancia de aquellas
bacterias que tienen la capacidad de sintetizar o degradar los distintos
componentes neuroactivos que participan en el eje MIC en nifios mexicanos,
pertenecientes a dos poblaciones con estilos de vida altamente contrastantes

(ninos de la CDMX vy nifios de la comunidad indigena Me’phaa), y si esta

19



presencia supone una actividad diferencial del eje MIC entre estas

poblaciones infantiles.

Los cambios modernos en el estilo de vida, estan dentro de los factores
que mas alteran la composicion de la M| y estan siendo estudiados como
posibles impulsores del aumento repentino de enfermedades en las
sociedades industrializadas (Arrieta et al., 2014). La infancia es un periodo
critico para el establecimiento de la MI, la cual puede sufrir alteraciones que
podrian estar favoreciendo el desarrollo de enfermedades en edades
posteriores (Arrieta et al., 2014), algunas de las cuales, pueden estar
involucradas con el SNC y sus trastornos. Centrarnos en el analisis de
aquellas bacterias que permiten una comunicacion entre el cerebro y el
intestino, nos permite comenzar a ver el funcionamiento cerebral y, por ende,
la salud del individuo, como el resultado de la interaccion del organismo con
sus propias bacterias. Debido a que el estilo de vida estda formado por
diversos factores altamente modificables, este tipo de analisis nos permite
comprender en qué medida somos responsables de nuestra propia salud y
de cambiar y ajustar aquellos factores que mas podrian perjudicarnos con el

paso del tiempo, y mas aun, comenzar a hacerlo desde edades tempranas.

HIPOTESIS

H.= La composicidén y abundancia de los componentes neuroactivos de la Ml sera

diferente entre nifios de la comunidad indigena Mephaa y nifios de la CDMX.

Predicciéon 1:

Los nifios indigenas Me ‘phaa presentaran una mayor composicion y abundancia de

los componentes neuroactivos de la Ml que los nifios de la CDMX.
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H. = La riqueza y diversidad de bacterias de la Ml con capacidad para sintetizar o
degradar componentes neuroactivos sera diferente entre nifios de la comunidad

indigena Mephaa y nifios de la CDMX.
Prediccion 2:

Los nifios indigenas Me’'phaa presentaran una mayor riqueza y diversidad de
bacterias intestinales, que tiene la capacidad de sintetizar o degradar componentes

neuroactivos, que los nifios de la CDMX.

OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Predecir la capacidad funcional de sintesis o degradacion de componentes
neuroactivos de la Ml en nifios de dos poblaciones mexicanas con estilos de vida

contrastantes; nifios indigenas Me phaa y nifios de la CDMX.

4.2 Objetivos especificos

e Predecir las rutas enzimaticas funcionales totales de la Ml en ambas
poblaciones infantiles.

e Determinar el numero y abundancia de rutas metabdlicas de componentes
neuroactivos que participan en el eje intestino-cerebro en ambas poblaciones
infantiles.

e Determinar las diferencias en composicién y abundancia de los componentes
neuroactivos de la Ml de nifios indigenas Me ‘phaa con nifios de la Ciudad de
México.

o Determinar las diferencias en riqueza y diversidad de aquellas bacterias
intestinales de nifos indigenas Me'phaa y de la Ciudad de México, que
tengan la capacidad de sintetizar o degradar los componentes neuroactivos

identificados en la MI.
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METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudio

Se trata de un estudio comparativo transversal que da continuidad a la investigacion
Gut Microbiome in Children from Indigenous and Urban Communities in Mexico:
Different Subsistence Models, Different Microbiomes (Sanchez-Quinto et al., 2020).
Por lo tanto, las muestras empleadas fueron recolectadas previamente por el equipo
del laboratorio de Neuroecologia Cognitiva de la Facultad de Psicologia de la
UNAM, tanto en la comunidad indigena Me’phaa, del estado de Guerrero, como en

la Ciudad de México.

5.2 Participantes

Las muestras corresponden a heces fecales de un total de 42 nifias y nifios que que
habitan en el sur de la CDMX (n= 13, 18.102"W 19°12'36.36"W) y a dos grupos
indigenas pertenecientes a la comunidad Me’phaa ( n=29); Plan de Gatica (17°7'
49.5552”N 99.7', EASL 510 m) y el Naranjo (17°9" 54.0036”N 98°57', 50.9832"W,
EASL 860 m); de estas dos poblaciones tenemos un total de 25 nifias (CDMX = 9,
Me’phaa = 16) y 17 nifios (CDMX = 4, Me’'phaa = 13) cuyas edades oscilan entre

los 5y 11 afos de edad.

La Tabla 1 muestra la diferencia en el estilo de vida entre ambas poblaciones.
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Tabla 1. Diferencias en los estilos de vida de las poblaciones participantes en el

estudio.

CDMX

COMUNIDAD INDIGENA ME’PHAA

Estilo de vida

“Occidental”

“No occidental”

Ubicacioén

18.102"W 19°12'36.36"W

Plan de Gatica: 17°7' 49.5552”"N 99.7,

EASL 510 m

El Naranjo: 17°9" 54.0036”N 98°57,
50.9832"W, EASL 860 m

Nivel socioecondmico

Medio

Bajo

Alto consumo de

Proteina animal

Legumbres (especialmente lentejas y

frijoles)
Aceites vegetales refinados
Maiz
Cereales en grano
Fruta
Azucares
Vegetales
Bajo consumo de Fibras Proteina animal (1 a 6 veces al afio,
de 55 a 90 g. cada ingesta)
Vegetales
Acceso a servicios de salud Si No
Acceso a servicios de Si No

plomeria
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Acceso a agua potable Si No

Tipo de parto predominante Parto por cesarea (53.1%) Parto natural (98%)

Nota: Esta tabla muestra las caracteristicas principales de las poblaciones forman este estudio, las
cuales hacen evidente el contraste en los estilos de vida entre los sujetos pertenecientes a la CMDX
y los pertenecientes a la comunidad indigena Me’phaa.

5.3 Procedimiento

Tanto la recoleccion de las muestras de microbiota fecal, como la consecuente
extraccion, secuenciacion y limpieza del acido desoxirribonucleico (ADN) bacteriano
fue realizado previamente por Sanchez-Quinto y colaboradores (2020) para la
obtencion aproximada de las especies de bacterias, mediante secuencias de
nucleétidos variantes (ASVs), como de sus abundancias, haciendo uso del
marcador metataxonémico bacteriano 16s rRNA. Dicho marcador molecular ha sido
reconocido como un marcador universal debido a que se encuentra en todos los
organismos conocidos y, tras su amplificacién, permite diferenciar entre organismos
proximos o distantes, asi como catalogar entre diferentes especies, cepas o
variedades (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015). El uso de este marcador universal
permite la deteccion y andlisis de secuencias para estudiar comunidades

microbianas (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015).

5.4 Obtencion de la funcionalidad genémica de la Mi

Para obtener la diversidad genémica de la Ml y, por ende, su funcionalidad, este

proyecto utilizd la herramienta bioinformatica PICRUSt2 (por sus siglas en inglés
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para Phylogenetic investigation of communities by reconstruction of unobserved
states 2).

PICRUSt2 es una técnica de modelacion evolutiva ideada para predecir el
arreglo de metagenomas (conjunto de genes microbianos presentes en un
ecosistema determinado), a partir de datos obtenidos mediante la secuenciacion del
gen 16S (amplicon sequence variant, ASV) y una base de datos genbmicos como
Greengenes en sus dos versiones (McDonald et al.,, 20122), La Enciclopedia de
Genes y Genomas de Kyoto (KEGG) (Kanehisa Et al.,, 2012), los grupos de
muestras ortoldgicas (COGs) (Tatusov et al., 2997), y SILVA (Douglas et al., 2019).
PICRUSt sigue principalmente dos pasos para predecir la composicion funcional del
metagenoma de una comunidad microbiana desde su perfil 16S: Inferencia del

contenido genético e Inferencia del metagenoma (Figura 4).

Reference OTU tree Gene content table
(e.g., derived from (inc. marker gene count)
Greengenes) (e.g., derived from IMG) PICRUSt workflow

Known gene content (genome is
known for tip in reference tree) Reference data set
. Inferred ancestral gene content Data file (PICRUSt
O outputs and
Inferred contemporary gene intermediate files)

content

OUnknown gene content G Process
Prune tips with unknown

gene content

O

Infer ancestral
gene contents

(incl. marker Q
gene counts)

Infer gene
contents for tips
E> with unknown ':>

gene content

co?ar)'l(?\[;?net?; &  ( Gene content :
predictions N predictions

1}

3B

N

(uonewsoju pandwose.d)
80UBIBJU JUBIUCD BUBE)

B
r g
= =
Normalize OTU table Infer metagenomes 2
%L%:lalgl: (divide OTU table counts 7 / rNormalized N o] (multiply gene N/ (sam?aﬁen: ltgr?:;onﬂ' \ g&
marker gene —Q) by marker gene copy fbmZ\ OTU table Q contents by inferred :D gene count matrix) T
count matrix) numbers to estimate ? number of OTUs for : §
abundance of each OTU) each sample) 3

Figura 4. Procedimiento de PICRUSt2. PICRUSt2 sigue dos pasos para predecir la composicién
funcional de una comunidad microbiana: inferencia del contenido genético (resumido en el cuadro
superior) y la inferencia metagenoémica (cuadro inferior). La inferencia del contenido genético
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predice los genes para cada OTU con contenido genético desconocido, por lo que se requiere de
un arbol filogenético de referencia y una tabla de contenido genético. La informacion obtenida de
este primer paso es precalculada para el gen 16S basandose en distintas bases de datos,
principalmente Greengenes (2012, 2013). En el siguiente paso, inferencia metagendmica, se
obtiene una tabla de OTUs, que indica el nimero de copias de genes de cada OTU (Figura tomada
de Langille et al., 2013).

Para establecer la prediccion funcional, se requirieron dos archivos: 1) Las
secuencias de ASVs en formato FASTA y 2) la tabla de abundancias en formato
BIOM. PICRUSt2 realiza las predicciones funcionales de las secuencias del gen
16S ribosomal, con base en una filogenia de referencias para inferir las
contribuciones funcionales relativas de genomas que estan estrechamente

relacionados. Asi, la prediccidon funcional sigue 5 pasos, descritos en la Figura 5.

? st / N e et e \
| Reference tree and -+ Tree of ASV's and |  Gene family copy
muttiple-sequence | Step 2: Place ASVs into reference sequences numbers per
alignment I reference tree (EPA-NG and | reference genome
\ I GAPPA) — N .
{ X ' Step 3: Infer gene
Ampllcon Sequence family copy numbers
ganart.s ‘A?VS) or Aligned ASVs of ASVs (castor)
perationa
Taxonomic Units 1

Step 1: Align ASVs to reference
sequences (HMMER)

Predicted gene

Step 4: Dete B gene
o e g content per ASV

family abundance per

sample

Predicted sample

gene family profiles S
Predicted sample
pathway abundances ASV abundances
- - — -
]
— | Map of gene | Key:
Step 5: Infer pathway | families to pathways i
abundances (MinPath) | - = == Procakulaiod it
N » Intermediate Input
= Final Output

Figura 5. Algoritmo de PICRUSt2.

El método empleado por PICRUSt2 consiste en la colocacion filogenética, la prediccion del estado
oculto y en la tabulacion de la abundancia de los genes por muestra. Las secuencias de ASVs y sus
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abundancias se toman como entrada y como salida se toman la familia de genes estratificada y las
abundancias de cada via (Figura tomada de Douglas et al., 2019).

Por dltimo, el resultado final de PICRUSt2 son diferentes archivos con 3 datos
principales: la prediccién de las rutas metabdlicas (a partir de la base de datos
MetaCyc) que se encuentran en las muestras y sus abundancias en cada muestra,
los codigos KO (KEGG Orthology), de las enzimas bacterianas intestinales que se
encontraron en las muestras, asi como su numero de copias de ASVs, y los codigos

EC (Enzyme Commission numbers) de las mismas enzimas (Figura 6).

{ PICRUSt2 }
|

» Codigos KO CrigEslEs
Rutas metabdlicas (KEGG Orthology) (Enzyme Commission
Numbers)
K Nombre de cada una dh / Numero KO de todas las \ ' gﬁ;ﬁgﬁ ggtg;;gg:zf%
las rutas metabdlicas enzimas detectadas en las las muestras
detectadas en las muestras. ’
muestras. E
. . + Numero de copias de
* Numero de copias de ASVs de cadapenzima
+ Abundancia de cada ASVs de cada enzima, en en cada una de las |
ruta en cada muestra.
cada una de las muestras. TR
» Opcional: Breve + Opcional: Funcion de la . N "
\ descripcion de la ruta. / \ enzima. / \ Lopelanal BNy o Ia/
enzima.
Nota: El nombre de la ruta metabdlica Nota: Los cddigos KO son un sistema Nota: Los c6digos EC son un sistema de
es el nombre con el que se encuentra de clasificacién numérica para las clasificacion numérica para las enzimas.
dicha ruta registrada en la base de e.nzimas., encontrados en la Dichos codigos son empleados en
datos MetaCyc. “Enciclopedia de Genes y Genomas distintas bases de datos como MetaCyc
de Kioto” (KEGG). y KEGG.

Figura 6. Resultados de PICRUSt2.

Esta imagen resume brevemente los tres principales resultados brindados tras el andlisis realizado
con el software PICRUSt2. El primer resultado es una lista con todas las rutas metabdlicas
encontradas en las muestras analizadas y su abundancia en cada una de las muestras. El segundo
resultado es una lista con los cédigos KO de todas las enzimas encontradas en las muestras y el
namero de copias de ASVs de dicha enzima en cada muestra. Finalmente, el tercer resultado es una
lista con los cddigos EC de todas las enzimas halladas en las muestras y el nimero de copias de
ASVs de cada enzima. De entrada, PICRUSt2 devuelve estos resultados en automatica, sin
embargo, con el comando correcto, se puede agregar una descripcion del nombre de la ruta y de las
funciones de cada enzima.
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5.5 Determinaciéon de componentes neuroactivos de la M.

Para obtener la diversidad y abundancia de componentes neuroactivos sintetizados
o degradados por la Ml y que participan en la comunicacion del eje MIC, se utilizd
la herramienta bioinformatica Gomixer (Darzi et al., 2016). Aqui, se compararon las
diferencias entre poblaciones de las abundancias de los mddulos que participan en
el eje MIC, establecidos por Valles-Colomer et al. (2019). Cada moédulo corresponde
al proceso de sintesis o degradacion de un solo componente neuroactivo, por lo que
deben estar presentes todas las enzimas establecidas en Valles-Colomer, para que
se puedan llevar a cabo los procesos de sintesis o degradacion de cada
componente. Para hacer uso de la base de datos de Valles-Colomer et al. (2019)
en Gomixer, fueron necesarios dos inputs: 1) Las frecuencias de todas las enzimas
presentes en las muestras, con sus ortélogos KEGG y 2) los metadatos de las
muestras. Se selecciond a los nifios de la comunidad Me’phaa como grupo control,
por ser la comunidad con un estilo de vida mas ancestral. La cobertura de los
modulos se calcula con el numero de pasos de la via para los que se encuentra al
menos uno de los grupos ortélogos en un genoma, dividido entre el numero total de
procesos que forman el modulo (Valles-Colomer et al., 2019). En este trabajo, la
presencia de los genomas microbianos participantes en cada moédulo se definid con

un umbral de deteccion del 50% de cobertura.

Una vez que se han cargado los datos dentro de la plataforma, Gomixer
cuantifica los moddulos metabdlicos. Los modulos resultantes son entonces
comparados para obtener una sobre o subrepresentacién entre dos grupos
(Me’phaa-CDMX) wusando la prueba de suma de rangos de Wilcoxon.
Posteriormente, los valores p son ajustados usando la tasa de falsos
descubrimientos de Benjamini-Hochberg (FDR por sus siglas en inglés para False
Discovery Rates). El FDR es una aproximacion estadistica usualmente utilizada
para corregir eventos que falsamente sean percibidos como significativos, es decir,
ayuda a evitar el error estadistico de tipo | (Rouam, 2013). Finalmente, Gomixer
muestra qué vias estan sobre o subrepresentadas en el grupo control (Darzi et al.,
2016).
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5.6 Diferenciacion de la Ml con funcionalidad neuroactiva entre poblaciones.

Con aquellos médulos que resultaron con una diferencia significativa y cuyos
procesos se identificaron en menos de 10 géneros bacterianos de acuerdo a Valles-
Colomer et al. (2019), se realizaron modelos lineales generales aditivos con dos
factores categoricos (sexo + poblacion) y como variable respuesta la frecuencia de
cada género. En aquellos grupos de bacterias que tenian al menos un cero en su
abundancia en alguna de las muestras, se convirtieron a logaritmo + 0.01, con el
objetivo de validar el supuesto de normalidad de los residuales de los modelos
(Faraway, 2006).

Finalmente, con los modulos cuyos procesos se llevan a cabo en mas de 10
géneros bacterianos, sefialados por Valles-Colomer et al. (2019), y que resultaron
significativos, se aplicd el analisis mediante la medida Log2 Fold Change, para
indagar si existen cambios en las abundancias de dichas bacterias dependiendo la
poblaciéon de pertenencia. La transformacion log2 es la medida mas comunmente
empleada para este tipo de datos. Esta transformacion estabiliza la varianza de los
datos de gran intensidad al mismo tiempo que incrementa la varianza en aquellos
datos de menos intensidad, esto debido a la transformacién logaritmica que se
realiza sobre las abundancias relativas entre cada grupo a comparar (Ambroise et
al., 2011). Es un mecanismo para comparar el tamafo relativo de dos medidas.
Dicho mecanismo puede ser visto como una proporcion de la diferencia entre dos
valores a comparar, dividido entre el valor que se tome de referencia (uno de los
dos valores que se desea comparar) (Love et al., 2014), asi si el resultado de la
division es menor de uno, este valor sera negativo y sera positivo si el resultado es

mayor a uno.

La razon por la que se decidié llevar a cabo el analisis de datos mediante
modelos lineales (para aquellos médulos representados en maximo 10 bacterias) y
Log2 Fold Change (para aquellos procesos presentes en mas de 10 bacterias) fue

para realizar un analisis mas completo y facilitar el mismo, ya que los moédulos
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analizados mediante Log2 Fold Change involucran hasta 91 géneros bacterianos

distintos con el mismo proceso metabadlico.

Los analisis estadisticos tanto de los modelos lineales como el Log2 Fold
Change, se realizaron mediante el lenguaje de programacion R (Rstudio Team,

2020) y su interfaz Rstudio (version 4.0.5), haciendo uso de los siguientes paquetes:

readxl (1.3.1)

e Imtest (0,9-38)

e carData (3.0-4)

o effects (4.2-0)

e BiocManager (1.30.12)
e DESeq2 (1.30.1)

e dplyr (1.0.5)

e apegim (1.12.0)

e ggplot2 (3.3.3)

RESULTADOS

6.1 Riqueza enzimatica en cada poblacion

Las muestras utilizadas para esta investigacion son muestras fecales, por
ende, la prediccibn enzimatica que se describe a continuacion hace
referencia sélo a las enzimas que son producidas por bacterianas en el

intestino.

El total de enzimas detectadas en las muestras mediante PICRUSt2, tanto
de los nifios de la CDMX como de los niflos de la comunidad indigena

Me’phaa, fue de 2018 enzimas.

De las 2018 enzimas detectadas, 1971 enzimas estan presentes en las

muestras de los nifios de la comunidad indigena, lo que corresponde al 98%
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del total de enzimas. Por su parte, las muestras de los nifios de la CDMX,

contienen un total de 1797 enzimas, correspondiente al 89% (Figura 7).

Cabe destacar que, para considerar una enzima como presente, dicha
enzima debia ser detectada en al menos una de las muestras de cualquiera

de las dos comunidades.

2018
1568
1518
1868
1818
1768

1718

1668

Enzimas

o Montafia M Cudad

Figura 7. Riqueza enzimatica.

En este grafico se ilustra la presencia de enzimas presentes en los nifios de la comunidad indigena
Me phaa (barra azul) y de la Ciudad de México (barra anaranjada). Se observa una mayor presencia
de enzimas en los nifios indigenas, pues del total de enzimas detectadas mediante PICRUSt2 (2018
enzimas), 1971 enzimas se detectaron en las muestras de esta poblacién (correspondiente al 98%),
mientras que en la poblacion de la CMDX fueron detectadas 1797 (correspondiente al 89%).
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6.2 Deteccion de los moédulos metabdlicos que participan en el eje MIC.

Para el analisis comparativo de la presencia de los modulos, se establecio

un valor p < 0.05y un FDR < 0.1.

Con base en las enzimas participantes de cada mddulo, se detectaron 44

vias que sintetizan o degradan distintos componentes neuroactivos, es decir,

moléculas que tienen el potencial de interactuar con el SNC. Los mddulos

presentes en ambas poblaciones, asi como su descripcidn se observan en la

Tabla 2.

Tabla 2. Médulos que se encuentran presentes en las muestras.

Médulo Descripcion Moédulo Descripcion

MGB004 Sintesis de kinurenina MGB033 Degradacion de acido quinolinico

MGB005 Sintesis de triptéfano MGB034 Sintesis de acido isovalérico |

MGB006 Sintesis de glutamato | MGBO035 Sintesis de &cido isovalérico Il

MGB007 Sintesis de glutamato |l MGBO036 Sintesis de
S-Adenosilmetionina (SAM)

MGBO009 Sintesis de histamina MGB037 Sintesis de inositol

MGBO010 Degradacion de histamina MGBO038 Degradacion de inositol

MGB015 Sintesis de p-Cresol MGBO039 Degradacion de acido y-Hidroxibutirico
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MGB016

MGB018

MGB019

MGB020

MGBO021

MGB022

MGB023

MGB024

MGB025

MGB026

MGB027

MGB028

MGBO029

Degradacion de p-Cresol

Degradacion de kinurenina

Degradacion de GABA

Sintesis de GABA |

Sintesis de GABA Il

Sintesis de GABA Il

Degradacion de dopamina

Sintesis de

Dihidroxifenilacético DOPAC

Sintesis de 6xido nitrico |

Sintesis de 6xido nitrico Il

Degradacion de 6xido nitrico |

Degradacion de 6xido nitrico Il

B (proteina chaperona dependiente de
ATP)

MGB040

MGB041

MGB043

MGB044

MGB045

MGB047

MGB048

MGB049

MGB050

MGB051

MGB052

MGBO053

MGB054

Sintesis de menaquinona

(vitamina K2) |

Sintesis de menaquinona

(vitamina K2) Il

Sintesis de acetato |

Sintesis de acetato Il

Sintesis de acetato Il

Degradacioén de acetato

Sintesis de propionato |

Degradacion de triptéfano

Degradacion de glutamato |

Degradacion de glutamato |l

Sintesis de butirato |

Sintesis de butirato Il

Sintesis de propionato Il
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MGBO031

MGB032

Degradacion de 17 B-estradiol MGBO055 Sintesis de propionato Il

Sintesis de acido quinolinico MGB056 Degradacion de propionato |

Nota: Esta tabla muestra los 44 modulos que resultan estar presentes en las muestras utilizadas en
este trabajo. En la columna Mdédulos se usa el nombre utilizado en Valles-Colomer et al. (2019) y en
la columna Descripcion, el proceso principal que realiza. Para conocer cuales de los 56 moédulos
identificados en Valles-Colomer et al. (2019) estaban presentes, se hizo uso de la aplicacién Gomixer
(version 1.7.5.0). Los niUmeros romanos en los mismos procesos (p.e. Sintesis de GABA |, 1l y 1lI),
indican que dicho proceso se da mediante rutas distintas, sintetizando asi el mismo producto,

mediante distintas enzimas.

6. 3 Diferenciacion de los componentes neuroactivos de la Ml entre
poblaciones.

Del total de modulos neuroactivos que se obtuvieron (i.e. 44 moédulos), cinco se
encuentran en la misma proporcion (diferencia = 0) tanto en montafia como en
ciudad (Degradacién de histamina, sintesis y degradacion de kinurenina,

sintesis de propionato y sintesis de 6xido nitrico) (Tabla 3).
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Tabla 3. Médulos sin diferencia entre poblaciones (Indigena-Ciudad).

Médulo Descripcion Diferencia P-value FDR
MGB048 Sintesis de propionato | 0 0.859 0.902
MGB025 Sintesis de 6xido nitrico | 0 0.902 0.902
MGBO018 Degradacion de kinurenina 0 0.376 0.502
MGB010 Degradacion de histamina 0 0.881 0.902
MGBO004 Sintesis de kinurenina 0 0.145 0.291

Nota: En esta tabla se aprecian los 5 médulos que se encuentran en la misma proporcién (diferencia
= 0) en ambas poblaciones (Indigena-Ciudad), es decir, sin diferencias significativas. Para obtener
los valores, se uso6 la prueba de suma de rangos de Wilcoxon y posteriormente, los valores p fueron
ajustados con tasa de falsos descubrimientos (FDR) de Benjamini-Hochberg, mediante la aplicacién
Gomixer (version 1.7.5.0).

No obstante, 14 mddulos muestran una diferencia significativa de sub o sobre
representacion entre poblaciones. Entre los procesos que se encuentran
sobrepresentados en la poblacién indigena estan la sintesis de propionato y acetato,
de S-Adenosilmetionina, la degradacion de 6xido nitrico, degradacion de GABA, etc.
Por otro lado, entre los procesos que se encuentran subrepresentados en esta
misma comunidad (Me’'phaa) se encuentran la degradacién de triptéfano y de
inositol, la sintesis de acido quinolinico, glutamato, etc. El grado de diferencia de

estos mddulos, asi como su significancia se puede ver en la Tabla 4.
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Tabla 4. Médulos que se encuentran sobre o subrepresentados significativamente
en la poblacién indigena.

Moédulo Descripcion Diferencia P-value FDR
MGBO056 Propionate degradation | 4.00E-07 p <0.01 0.047
MGB054 Sintesis de propionato |l 4.42E-05 0.016 0.064
MGB043 Sintesis de acetato | 1.09E-04 p <0.01 4.00E-04
Sintesis de
MGBO036 S-Adenosilmetionina (SAM) 5.22E-05 p <0.01 0.039
MGBO035 Sintesis de acido isovalérico |l 2.04E-05 0.051 0.162
MGB027 Degradacion de éxido nitrico | 1.40E-05 p <0.01 9.00E-04
MGB024 Sintesis de DOPAC 2.51E-05 0.024 0.090
MGB019 Degradacion de GABA 8.28E-06 p <0.01 0.013
MGB055 Sintesis de propionato |l -5.77E-05 p <0.01 9.00E-04
MGB049 Degradacion de triptéfano -1.37E-05 p <0.01 0.040
MGBO038 Inositol degradation -1.36E-05 p <0.01 4.00E-04
MGB032 Sintesis de acido quinolinico -1.93E-05 0.051 0.162
MGBO015 Sintesis de p-Cresol -1.03E-04 p <0.01 0.013
MGBO007 Sintesis de glutamato |l -1.43E-04 0.011 0.052

Nota: Esta tabla muestra los 14 modulos que resultan con una diferencia significativa (p < 0.05) en

la sobrerrepresentacién (nimeros positivos en color amarillo) o subrepresentacion (numeros
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negativos en color anaranjado) en las muestras de los nifios de la comunidad indigena Me’phaa.

Para obtener los valores, se us0 la prueba de suma de rangos de Wilcoxon y posteriormente, los

valores p fueron ajustados con tasa de falsos descubrimientos (FDR < 0.1) de Benjamini-Hochberg,

mediante la aplicacion Gomixer (version 1.7.5.0).

El resto de los modulos también difiere, sin embargo, estas diferencias no

fueron estadisticamente significativas (Tabla 5).

Tabla 5. Médulos presentes en las muestras, cuyas diferencias no son significativas

Médulo Descripcién Diferencia P-value FDR
MGBO053 Sintesis de butirato Il -9.09E-06 0.470 0.609
MGB052 Sintesis de butirato | -7.84E-06 0.595 0.748
MGBO051 Degradacion de glutamato Il 3.10E-06 0.066 0.182
MGBO050 Degradacion de glutamato | -3.94E-06 0.089 0.217
MGB047 Degradacion de acetato 4.24E-05 0.320 0.455
MGB045 Sintesis de acetato llI -8.38E-05 0.153 0.293
MGB044 Sintesis de acetato I 4.90E-06 0838 0902
MGBO041 Sintesis de menaquinona (vitamina K2) Il 1.26E-06 0.775 0.897
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MGB040

MGBO039

MGBO037

MGB034

MGBO033

MGBO031

MGB029

MGB028

MGBO026

MGB023

MGB022

MGB021

MGB020

Sintesis de menaquinona (vitamina K2) |

Degradacion de acido y-Hidroxibutirico

Sintesis de inositol

Sintesis de acido isovalérico |

Degradacion de acido quinolinico

Degradacion de 17 p-estradiol

ClpB (proteina chaperona dependiente de ATP)

Degradacion de éxido nitrico Il

Sintesis de 6xido nitrico Il

Degradacion de dopamina

Sintesis de GABA Il

Sintesis de GABA I

Sintesis de GABA |

1.46E-05

9.20E-07

1.35E-05

-1.82E-05

-1.50E-05

-1.45E-05

-3.31E-05

2.54E-07

8.43E-07

2.14E-06

-1.18E-05

1.28E-06

1.56E-06

0.294

0.902

0.673

0.111

0.320

0.376

0.161

0.270

0.086

0.094

0.062

0.614

0.105
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0.455

0.902

0.800

0.233

0.455

0.502

0.295

0.440

0.217

0.218

0.182

0.751

0.232



MGBO016 Degradacisn de p-Cresol 2.90E-08 0.205
MGBO09 Sintesis de histamina -2.31E-07 0.902
MGBO006 Sintesis de glutamato | 1.14E-05 0.270
MGB005 Sintesis de triptéfano -2.20E-05 0.307

0.362

0.902

0.440

0.455

Nota: Esta tabla muestra los 25 médulos que se encuentran presentes en las muestras, pero cuyas
diferencias no son estadisticamente significativas (p < 0.05) en la sobrerrepresentacion (nUmeros
positivos) o subrepresentacién (nUmeros negativos) en las muestras de los nifios de la comunidad
indigena Me’phaa. Para obtener los valores, se usé la prueba de suma de rangos de Wilcoxon y
posteriormente, los valores p fueron ajustados con tasa de falsos descubrimientos (FDR) de

Benjamini-Hochberg, mediante la aplicaciéon Gomixer (version 1.7.5.0).

6.4 Diferencias en las abundancias bacterianas con moédulos neuroactivos
entre poblaciones.

Una vez obtenidos los médulos con una diferencia estadisticamente significativa,
se localizaron las bacterias que contienen dichos modulos, con base en la

descripcion que realizan Valles-Colomer et al. (2019).

6.4.1 Andlisis Log2 Fold Change para modulos presentes en mas de 10
especies de bacterias.

Para el analisis de log2 fold change, se utilizé un total de 846 secuencias de
ASVs, correspondientes a los mas de 104 géneros que llevan a cabo los
procesos de los médulos MGBO055 (Sintesis de propionato Ill), MGB054
(Sintesis de propionato 1), MGB043 (Sintesis de acetato 1), MGB036
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(Sintesis de S-Adenosilmetionina, SAM), MGBO032 (Quinolic acid synthesis)
y MGBO0O07 (Sintesis de glutamato Il). Los cuales, integran a mas de 10

bacterias.

Los resultados observados muestran una diferencia significativa en la
presencia de 51 secuencias de ASVs, correspondientes a distintos géneros.
Se hace evidente, que la presencia de ciertas secuencias de los géneros
Dialister spp., [Eubacterium] coprostanoligenes group, Bifidobacterium spp.,
Faecalibacterium spp., Anaerostipes spp., Bacteroides spp., [Ruminococcus]
torques group, Bilophila spp., Phascolarctobacterium spp., Coprococcus 3
spp., Parasutterella spp., [Ruminococcus] gnavus group, Paraprevotella spp.

y Roseburia spp. tienen un aumento significativo en los nifios de la CDMX.

Por otro lado, secuencias especificas de los géneros Prevotella 9,
Catenibacterium spp., Faecalibacterium spp., Prevotella 7, Dialister spp.,
Blautia spp., Streptococcus spp., [Eubacterium] coprostanoligenes group,
Methanobrevibacter spp., Clostridium sensu stricto 1, Escherichia-Shigella
spp., Prevotella 2, Ruminococcus torques group, Ruminococcus 1,
Coprococcus 3 y Subdoligranulum spp.; aumentan en la poblacién indigena
Me’phaa. En cuanto a los géneros Faecalibacterium spp. y Coprococcus 3
spp. que aumentan significativamente en ambas poblaciones, el aumento
probablemente se debe a especies distintas de este género, sin embargo,

este analisis no brinda informacion respecto a este nivel taxonémico.

En la Figura 8 se representa visualmente el cambio en la abundancia de
los géneros significativos, tanto para las muestras pertenecientes a la CDMX
(< 0), como para las muestras de la poblacion indigena Me’phaa (> 0). Los

géneros se encuentran agrupados por familias.
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Figura 8. Log2 fold-change de las bacterias de los médulos MGB055 (Sintesis de propionato
1ll), MGBO054 (Sintesis de propionato Il), MGB043 (Sintesis de acetato 1), MGB036 (Sintesis de
S-Adenosilmetionina, SAM), MGB032 (Sintesis de acido quinolinico) y MGB007 (Sintesis de
glutamato II).

Los ASVs de las bacterias se encuentran agrupados por género y los colores indican a qué familia
pertenece dicho género. Los valores de este analisis indican la fuerza con la que aumenta la
presencia de cada género en los nifios de la CDMX (< 0) y de la comunidad indigena Me’phaa (> 0).
Todos los géneros representados en esta figura, son los que resultaron con un aumento significativo
en el valor p ajustado (< 0.05), corregido con base en el método FDR (False Discovery Rate).

Los modulos que se encuentran presentes en menos de 10 bacterias son:
MGB056 (Degradaciéon de propionato 1), MGB049 (Degradacion de
triptéfano), MGB038 (Degradacion de inositol), MGB035 (Sintesis de acido
isovalérico Il), MGB027 (Degradacion de oxido nitrico 1), MGB024 (Sintesis
de DOPAC), MGB019 (Degradacion de GABA) y MGB015 (Sintesis de p-
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Cresol). Las bacterias que Valles-Colomer et al. (2019) marcan que

contienen estos modulos se encuentran en la Tabla 6:

Tabla 6. M6dulos cuyos procesos los realizan menos de 10 bacterias

Modulo

Descripcion

Bacterias por género

MGB056

MGB049

MGB038

MGBO035

MGBO027

MGB024

MGBO019

Degradacion de propionato |

Degradacion de triptéfano

Degradacion de inositol

Sintesis de acido isovalérico Il

Degradacion de éxido nitrico |

Sintesis de DOPAC

Degradacion de GABA

Escherichia spp., Pseudomonas spp., Ralstonia spp. y

Vibrio spp.

Bacillus spp., Bacteroides spp., Corynebacterium spp.,
Enterobacter spp., Escherichia spp., Fusobacterium spp.,
Paenibacillus spp., Porphyromonas spp., Proteus spp.,

Providencia spp., Shigella spp. y Vibrio spp.

Bacillus spp., Bacteroides spp., Bifidobacterium spp. y

Lactobacillus spp.

Bacillus spp., Bacteroides spp., Burkholderia spp.,
Clostridium spp., Escherichia spp., Fusobacterium spp.,
Klebsiella spp., Paenibacillus spp., Porphyromonas spp.,

Prevotella spp., Pseudomonas spp. y Veillonella spp.

Bacillus spp., Desulfovibrio spp., Enterococcus spp.,
Escherichia spp., Pseudomonas spp., Ralstonia spp. y

Vibrio spp.

Enterobacter spp., Escherichia spp., Klebsiella spp.,

Proteus spp. y Pseudomonas spp.

Escherichia spp., Flavonifractor spp. y Pseudomonas spp.
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MGB015 Sintesis de p-Cresol Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp.,
Fusobacterium spp. y Lactobacillus spp.

Nota: En esta tabla se aprecian 8 moédulos que son realizados en menos de 10 géneros de bacterias.

6.4.2 Analisis de Modelos Lineales para mdédulos presentes en menos de 10
especies de bacterias

El ajuste del modelo (estadistico F; p < 0.05), la evaluacion de los residuales
mediante la prueba Breusch-Pagan y el porcentaje que explica el modelo (R2

ajustada) de cada modelo, se puede observar en el Anexo.

La siguiente tabla (Tabla 7) muestra un resumen de todos los géneros
bacterianos que fueron analizados mediante los modelos lineales generales,

asi como su tipo de relacién y significancia respecto a la poblacién indigena.

Tabla 7. Géneros analizados mediante modelos lineales generales con su relacion y
significancia respecto a la poblacién indigena

Género Relacion respecto a poblacién indigena Valor de p
Bacteroides spp. -3.7190 p<0.01
Bifidobacterium spp. -2.8070 p <0.01
Clostridium spp. 2.0378 p<0.01
Fusobacterium spp. 0.10494 0.370
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Lactobacillus spp.

Escherichia spp.

Flavonifractor spp.

Pseudomonas spp.

Enterobacter spp.

Bacillus spp.

Desulfovribrio spp.

Enterococcus spp.

Porphyromonas spp.

Prevotella spp.

Veillonella spp.

Corynebacterium spp.

0.3951

1.4679

-0.8089

0.05511

0.25168

-0.13174

-0.43254

1.1621

-0.1864

2.8696

-1.2405

0.11837

0.536

0.047

p <0.01

0.441

0.632

0.071

0.052

0.034

0.130

p <0.01

0.028

0.275

Nota: Esta tabla resume los resultados obtenidos en los modelos lineales, respecto a la

poblacién indigena. En las columnas se observa el tipo de relacion (positiva o negativa) y su

valor p.

6.4.2.1 Bacteroides spp.

Los coeficientes obtenidos del modelo lineal para la presencia del género

Bacteroides spp. en funcion del sexo y la poblacion (Bacteroides spp. ~ sexo
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+ poblacién) muestran que las diferencias en la abundancia de Bacteroides
spp. son significativas entre poblaciones (Anexo). Para ver la representacion

visual de los resultados, véase la Figura 9.

El hecho de ser perteneciente a la comunidad Me’phaa disminuye la
abundancia de Bacteroides spp. -3.72 (t= -6.86, p= 3.31-e08) respecto al
intercepto (BO= 1.23, t= 2.60, p= 0.01).

Las bacterias del género Bacteroides spp., son capaces de llevar a cabo
todos los procesos de los médulos MGBO015 (Sintesis de p-Cresol), MGB035
(Sintesis de acido isovalérico Il), MGB038 (Degradacion de inositol) y
MGBO049 (Degradacion de triptéfano).

6.4.2.2 Bifidobacterium spp.

Para este género, las diferencias igual resultan significativas entre
poblaciones, evidenciando una disminucién de Bifidobacterium spp. en la
poblacién indigena (B= -2.80, t= -4.25, p= 0.00) con respecto al intercepto
(BO=0.89, t=1.54, p= 0.13) (Anexo). Para ver la representacion visual de los

resultados, véase la Figura 10.

Los médulos reportados en las bacterias del género Bifidobacterium spp.
son MGBO015 (Sintesis de p-Cresol) y MGB038 (Degradacion de inositol).
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Figura 9. Presencia del género Bacteroides spp.

Las diferencias en la presencia de Bacteroides spp. son estadisticamente significativas (p < 0.05)
entre poblaciones, pero no en la variable ‘sexo’. Los nifios pertenecientes a la comunidad indigena
Me’phaa muestran una disminucién de -3.72 (t= -6.86, p= 3.31e-08). A) Representacion de la
presencia de Bacteroides spp. respecto a poblacion (Ciudad-Montafa) y sexo (Femenino-
Masculino). Las medianas difieren poco entre sexos de la misma poblaciéon, no asi entre una
poblacién y otra. B) Representacion grafica de los coeficientes obtenidos en el modelo lineal

(Bacteroides spp. ~ sexo + poblacién) para la variable ‘poblacién’ y sus intervalos de confianza.
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6.4.2.3 Clostridium spp.

Los coeficientes obtenidos muestran una diferencia significativa entre
poblaciones. La abundancia de este género aumenta en la comunidad
Me’phaa (B= 2.04, t= 4.47, p= 6.55 e-05) con respecto al intercepto (BO= -
1.71, t= -43, p= 0.00) (Anexo). Para ver la representacion visual de los

resultados, véase la Figura 11.

El modulo que se lleva a cabo en bacterias del género Clostridium spp. es

el médulo MGBO035 (Sintesis de acido isovalérico Il).

6.4.2.4 Fusobacterium spp.

Los coeficientes del modelo no muestran algun tipo de diferencia significativa

entre poblacion o sexo (Anexo).

Los médulos cuyos procesos se llevan a cabo por bacterias del género
Fusobacterium spp. son: MGB049 (Degradacion de triptéfano), MGB035
(Sintesis de acido isovalérico Il) y MGBO015 (Sintesis de p-Cresol).

6.4.2.5 Lactobacillus spp.

La abundancia de Lactobacillus spp. no muestra diferencia entre poblaciones

o entre sexos (Anexo).

El médulo que se lleva a cabo en bacterias de este género es el modulo

MGBO015, el cual participa en la sintesis de p-Cresol.
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Figura 10. Presencia del género Bifidobacterium spp.

Las diferencias en la presencia de Bifidobacterium spp. son estadisticamente significativas (p < 0.05)
entre poblaciones, pero no en la variable ‘sexo’. Los nifios pertenecientes a la comunidad indigena
Me’phaa muestran una disminucion de -2.81 (t= -4.25, p= 0.00). A) Representacion de la presencia
de Bifidobacterium spp. respecto a poblacion (Ciudad-Montafia) y sexo (Femenino-Masculino). B)
Representacion grafica de los coeficientes obtenidos en el modelo lineal (Bifidobacterium spp. ~ sexo

+ poblacién) para la variable ‘poblacion’ y sus intervalos de confianza.
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Figura 11. Presencia del género Clostridium spp.

T
montafia

Las diferencias en la presencia de Clostridium spp. son estadisticamente significativas (p < 0.05)

sélo entre poblaciones. Los nifios pertenecientes a la comunidad indigena Me’phaa muestran un

aumento de 2.04 (t= 4.47, p= 6.55e-05). A) Representacién de la presencia de Clostridium spp.

respecto a poblacion (Ciudad-Montana) y sexo (Femenino-Masculino), evidenciando la marcada

diferencia en las medianas de cada poblacion. B) Representacién grafica de los coeficientes

obtenidos en el modelo lineal (Clostridium spp. ~ sexo + poblaciéon) para la variable ‘poblacion’ y sus

intervalos de confianza.
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6.4.2.6 Escherichia spp.

En el articulo de Valles-Colomer et al. (2019), los géneros Escherichia spp.
y Shigella spp. se consideran dos géneros diferentes. Sin embargo, debido
al gran parecido entre ambos, para este modelo lineal se emplearon las
secuencias que, en nuestros datos estan clasificadas como el género

Escherichia-Shigella spp..

Las diferencias significativas observadas en este género son respecto a
la poblacion de igual forma. Tanto los nifios como las nifias de comunidad
Me’phaa tienen un aumento de Escherichia spp. del 1.47 (t= 2.04, p= 0.05)
con respecto al intercepto (BO= -2.04, p= 0.00) (Anexo). Para ver la

representacion visual de los resultados, véase la Figura 12.

Las bacterias de este género son capaces de participar en la degradacion
de propionato | (MGB056), degradacion de triptéfano (MGB049), sintesis de
acido isovalérico Il (MGBO035), degradacion de oOxido nitrico | (MGBO027),
sintesis de DOPAC (MGB024) y en la degradaciéon de GABA (MGB019).
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Figura 12. Presencia del género Escherichia spp.

Las diferencias en la presencia de Escherichia son estadisticamente significativas (p < 0.05) sélo
entre poblaciones. Los nifios pertenecientes a la comunidad indigena Me’phaa muestran un aumento
de 1.47 (t= 2.04, p= 0.05). A) Representacion de la presencia de Escherichia respecto a poblacion
(Ciudad-Montafia) y sexo (Femenino-Masculino). B) Representacion grafica de los coeficientes
obtenidos en el modelo lineal (Escherichia ~ sexo + poblacién) para la variable ‘poblacion’ y sus

intervalos de confianza.
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6.4.2.7 Flavonifractor spp.

La abundancia del género Flavonifractor spp. es diferente significativamente
entre poblaciones. A pesar de que la disminucion de este género en la
comunidad indigena parece ser pequefa (-0.81) esta resulta
estadisticamente significativa (t= -3.19, p= 0.00), con respecto al intercepto,
que representa a las nifias de la CDMX (BO= -3.68, t= -16.60, p= < 2e-16)
(Anexo). Para ver la representacion visual de los resultados, véase la Figura
13.

Este género bacteriano es capaz de participar en la degradacion de

GABA, es decir, llevar a cabo los procesos del mdédulo MGB019.

6.4.2.8 Pseudomonas spp.

La presencia del género Pseudomonas spp. no es estadisticamente
significativo respecto a alguna de nuestras variables (sexo, poblacion)

(Anexo).

El género Pseudomonas spp. es capaz de llevar a cabo los procesos para
la degradacién de propionato | (MGBO056), la sintesis de acido isovalérico |l
(MGBO035), la degradacion de oxido nitrico | (MGBO027), sintesis de DOPAC
(MGBO024) y la degradacion de GABA (MGB019).

6.4.2.9 Enterobacter spp.

Este género no muestra diferencias significativas en ninguna de las

variables (sexo, poblacion) (Anexo).

Las bacterias de este género tienen la capacidad de llevar a cabo los
procesos del médulo MFB024 (Sintesis de DOPAC).
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Figura 13. Presencia del género Flavonifractor spp.

Las diferencias en la presencia de Flavonifractor spp. son estadisticamente significativas (p < 0.05)
so6lo entre poblaciones. Los nifios pertenecientes a la comunidad indigena Me’phaa muestran una
disminucién de -0.809 (t= -3.19, p= 0.00). A) Representacion de la presencia de Flavonifractor spp.
respecto a poblaciéon (Ciudad-Montafia) y sexo (Femenino-Masculino). Esta marcada diferencia se
debe a que se observé la presencia de este género sélo en tres muestras pertenecientes a la
poblacién indigena. B) Representacion grafica de los coeficientes obtenidos en el modelo lineal

(Flavonifractor spp. ~ sexo + poblacion) para la variable ‘poblacion’ y sus intervalos de confianza.
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6.4.2.10 Bacillus spp.

Las diferencias en la presencia del género Bacillus spp. son pequeias y no

son significativas (Anexo).

Este género es capaz de llevar a cabo los procesos para la degradacion
de triptéfano (MGB049), la degradacién de inositol (MGB038), la sintesis de
acido isovalérico Il (MGB035) y la degradacion de éxido nitrico (MGBO027).

6.4.2.11 Desulfovibrio spp.

Las diferencias que existen en este género no son significativas (Anexo).

Este género lleva a cabo los procesos del moédulo MGB027 (Degradacion

de 6xido nitrico I).

6.4.2.12 Enterococcus spp.

Este género muestra diferencias significativas tanto en sexo como en
poblacion. Los nifos, independientemente de la poblacion a la que
pertenezcan, tienen una disminucion de Enterococcus spp. de -1.12 (t=-2.24,
p= 0.03) con respecto al intercepto (BO= -3.87, t= -8.36, p= 3.16e-10). Por
otro lado, el ser perteneciente a la poblacidon indigena Me’'phaa implica un
aumento de Enterococcus spp. de 1.16 (t= 2.19, p= 0.03) con respecto al
intercepto (Anexo). Para ver la representacion visual de los resultados, véase

la Figura 14.

Este modulo lleva a cabo los procesos necesarios para la degradacion de
oxido nitrico | (MGB027).
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Figura 14. Presencia del género Enterococcus spp.

Las diferencias en la presencia de Enterococcus spp. son estadisticamente significativas (p < 0.05)
tanto entre poblaciones y sexos. Todos los nifios, sin importar la poblacién a la que pertenecen,
muestran una disminucion de -1.12 (t= -2.24, p= 0.03). Por su parte, la comunidad indigena Me’phaa
muestran un aumento de 1.16 (t= 2.19, p= 0.03). A) Representacion de la presencia de Enterococcus
spp. respecto a poblacion (Ciudad-Montafia) y sexo (Femenino-Masculino) B) Representacion
grafica de los coeficientes obtenidos en el modelo lineal (Enterococcus spp. ~ sexo + poblacion) para

las dos variables utilizadas en el modelo (sexo y poblaciéon) y sus intervalos de confianza.
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6.4.2.13 Porphyromonas spp.

Existe una disminucién en los nifios de ambas poblaciones (B= -0.02, t= -
0.26, p= 0.80) y en la poblacion indigena (B= -0.19, t= -1.55, p= 0.13), sin
embargo, estas diferencias no resultan ser estadisticamente significativas

(Anexo).

Las bacterias de este género participan en la degradacion de triptéfano
(MGBO049) y en la sintesis de acido isovalérico | (MGB035).

6.4.2.14 Prevotella spp.

El género Prevotella spp., muestra diferencias que son significativas entre
poblaciones. Los nifios y nifias pertenecientes a la poblacién indigena
Me’phaa tienen un aumento en la presencia de Prevotella spp. de 2.87
(t=4.58, p= 4.6e-05) con respecto al intercepto (BO=-1.01, t= -1.84, p= 0.07)
(Anexo). Para ver la representacion visual de los resultados, véase la Figura
15.

El género Prevotella spp. lleva a cabo los procesos del médulo MGB035

(Sintesis de acido isovalérico II).
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Figura 15. Presencia del género Prevotella spp.

Las diferencias en la presencia de Prevotella spp. son estadisticamente significativas (p < 0.05) sélo
entre poblaciones. Los nifios pertenecientes a la comunidad indigena Me’phaa muestran un aumento
de 2.8696 (t= 4.58, p= 4.6e-05). A) Representacion de la presencia de Prevotella spp. respecto a
poblacién (Ciudad-Montana) y sexo (Femenino-Masculino). En las muestras de la CDMX, el género
Prevotella spp. tiene una mayor dispersion, sin embargo, en la Poblacion Me’phaa las muestras se
agrupan en valores mas altos y tienen menor dispersion. B) Representacion grafica de los
coeficientes obtenidos en el modelo lineal (Prevotella spp. ~ sexo + poblacion) para la variable

‘poblacion’ y sus intervalos de confianza.
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6.4.2.15 Veillonella spp.

La presencia de Veillonella spp. tiene una disminucién significativa en los
nifios pertenecientes a la poblacion indigena Me’phaa de -1.2405 (t= -2.27,
p= 0.03) con respecto al intercepto (BO= -1.95, t= -4.08, p= 0.00). Las
diferencias segun el sexo no son significativas (Anexo). Para ver la

representacion visual de los resultados, véase la Figura 16.

El dnico médulo cuyos procesos se llevan a cabo en bacterias de este

género es MGBO035 (Sintesis de acido isovalérico ).

6.4.2.16 Corynebacterium spp.

Este género muestra, en la variable sexo, una diferencia significativa. Para
todos los nifios, sin importar a qué poblacién pertenecen, se observa una
disminucién en el género Corynebacterium spp. de -0.21 (t=-2.03, p= 0.05).
Por otro lado, la poblacibn montafia también muestra una diferencia, sin
embargo, esta no es significativa (Anexo). Para ver la representacion visual

de los resultados, véase la Figura 17.

Este género lleva a cabo los procesos de degradacién de triptéfano
(MGBO049) y degradacion de inositol (MGB038).
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Figura 16. Presencia del género Veillonella spp.

Las diferencias en la presencia de Veillonella spp. son estadisticamente significativas (p < 0.05) sélo
entre poblaciones. Los nifios pertenecientes a la comunidad indigena Me’phaa muestran una
disminucién de -1.24 (t= 0.55, p=0.03). A) Representacién de la presencia de Veillonella spp.
respecto a poblacién (Ciudad-Montafia) y sexo (Femenino-Masculino). B) Representacion grafica de
los coeficientes obtenidos en el modelo lineal (Veillonella spp. ~ sexo + poblacién) para la variable

‘poblacion’ y sus intervalos de confianza.
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Figura 17. Presencia del género Corynebacterium spp.

Las diferencias en la presencia de Corynebacterium spp. son estadisticamente significativas (p <
0.05) sélo entre sexos. El sexo masculino, independientemente de la poblacion a la que pertenezca
cada individuo, tiene una disminucion de -0.21 (t=-2.03, p= 0.05). A) Representacién de la presencia
de Corynebacterium spp. respecto a poblacion (Ciudad-Montafia) y sexo (Femenino-Masculino). B)
Representacion grafica de los coeficientes obtenidos en el modelo lineal (Corynebacterium ~ sexo +

poblacién) para la variable ‘sexo’ y sus intervalos de confianza.
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6.4.2.17 Géneros no presentes en las muestras

Los géneros cuya presencia se encontré ser totalmente nula en ambas
poblaciones y los médulos en los que participan segun Valles-Colomer et al.
(2019) son: Ralstonia spp. (MGB056, MGB043, MGB036, MGB032,
MGB027, MGBO007), Vibrio spp. (MGB056, MGB049, MGB043, MGB036,
MGB032, MGBO027, MGBO007), Burkholderia spp. (MGB043, MGBO036,
MGBO035, MGB032, MGBO0O07), Klebsiella spp. (MGB043, MGB036, MGBO035,
MGBO032, MGB024, MGBO0Q7), Paenibacillus spp. (MGB049, MGBO043,
MGB036, MGB035, MGB032, MGBO007), Proteus spp. (MGB049, MGB043,
MGB036, MGB032, MGB024, MGBO007) y Providencia spp. (MGB049,
MGB043, MGB036, MGB032, MGBO007).

DISCUSION

El presente trabajo sugiere que las diferencias en la composicion de la M
entre nifios pertenecientes a la comunidad indigena Me’phaa y nifios de la
Ciudad de México (Sanchez-Quinto et al., 2020); traen consigo también
diferencias en cuanto a la funcionalidad de la Ml sobre el eje MIC, reflejado
en los procesos que se realizan para la sintesis o degradacion de metabolitos
neuroactivos. Previamente, diversas investigaciones habian reportados
cambios en la MI debido al estilo de vida, principalmente en poblaciones
adultas. Sin embargo, los cambios reportados en esta tesis demuestran que
las diferencias en la composicién de la M| debido al estilo de vida, se hacen
evidentes aun desde la infancia, etapa de gran importancia tanto para el
desarrollo y maduraciéon del SNC, como de la Ml. Cambios que, ademas,
desde el punto de vista neurobioldégico suponen variaciones en ciertos
procesos fisioldgicos y bioquimicos que tienen lugar en el cerebro, asi como
en la maduracién y desarrollo del mismo, que se vera reflejado en la conducta

de los individuos, si bien no necesariamente a edades tempranas, si a
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edades mas avanzadas (Arrieta et al., 2014; Borre et al., 2014). Por ejemplo,
a la fecha, existen muy pocos estudios que hayan comparado la morbilidad
de algun padecimiento del Sistema nervioso entre poblaciones occidentales
y aquellas consideradas “tradicionales”. La tabla 8, enlista estas pocas
investigaciones y/o revisiones sobre la presencia en adultos de
enfermedades del SNC en estas poblaciones “tradicionales” de diferentes
partes del mundo, en las cuales se ha detectado una diferencia en la
composicidon de la MIl. A pesar de estos reportes en poblaciones
“tradicionales”, las enfermedades cronicas no infecciosas asociadas al SNC
en poblaciones occidentales son uno de los grupos de padecimientos con
mayor aumento en los ultimos afios (Curtis et al., 2010; Hoy et al., 2010). Por
ejemplo, poblaciones indigenas en Australia, Canada y en EE.UU. muestran
niveles muy elevados de artritis inflamatoria y reportan mayores tasas de
discapacidad y mortalidad en comparacion con poblaciones no indigenas
(Umaefulam et al., 2022).

Tabla 8. Enfermedades del SNC reportadas en poblaciones “tradicionales”.

Enfermedad

Referencia

Resultados

Demenciay
demencia de

tipo Alzheimer

de Souza-Talarico, J. N., de Carvalho, A. P., Brucki,
S., Nitrini, R., & Ferretti-Rebustini, R. E. D. (2016).
Dementia and cognitive impairment prevalence and
associated factors in indigenous
populations. Alzheimer Disease & Associated

Disorders, 30(3), 281-287.

Flicker, L., & Holdsworth, K. (2014). Aboriginal and
Torres Strait islander people and dementia: a review
of the research. Alzheimer’s Australia.

Galasko, D., Salmon, D., Gamst, A., Olichney, J.,
Thal, L. J., Silbert, L., ... & Borenstein, A. R. (2007).

Prevalence of dementia in Chamorros on Guam:

La prevalencia de
demencia en poblaciones
indigenas entre los 45 y
94 afios de edad es del
0.5% y del 26.8% para
mayores de 60 afios.

Mayor prevalencia de
demencia en aborigenes
australianos en
comparacion con la
poblacion local de

Australia.
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relationship to age, gender, education, and
APOE. Neurology, 68(21), 1772-1781.

La prevalencia de
demencia en mayores de
60 afios, en la comunidad
indigena de Guam, es
relativamente alta.

Aborigenes autralianos se
enfrentan a mayores
niveles de demencia, en
especial la demencia de
tipo Alzheomer, a edades

mas tempranas.

Deterioro

cognitivo

de Souza-Talarico, J. N., de Carvalho, A. P., Brucki,
S., Nitrini, R., & Ferretti-Rebustini, R. E. D. (2016).
Dementia and cognitive impairment prevalence and
associated factors in indigenous
populations. Alzheimer Disease & Associated
Disorders, 30(3), 281-287.

La prevalencia de
deterioro cognitivo varia
del 44% al 17.7% en

poblaciones indigenas.

Ansiedad

Faruk, M. O., Nijhum, R. P., Khatun, M. N., & Powell,
G. E. (2021). Anxiety and depression in two
indigenous communities in Bangladesh. Global
Mental Health, 8.

Puntuaciones elevadas de
ansiedad en el 59.2% de
los participantes, en las
comunidades indigenas

de Marma y Chakma.

Depresiéon y

angustia

Faruk, M. O., Nijhum, R. P., Khatun, M. N., & Powell,
G. E. (2021). Anxiety and depression in two
indigenous communities in Bangladesh. Global
Mental Health, 8.

McNamara, B. J., Banks, E., Gubhaju, L., Joshy, G.,
Williamson, A., Raphael, B., & Eades, S. (2018).
Factors relating to high psychological distress in
Indigenous Australians and their contribution to
Indigenous—non-Indigenous  disparities. Australian
and New Zealand journal of public health, 42(2),
145-152.

Puntuaciones elevadas de
depresion en el 58.8% de
los participantes, en las
comunidades indigenas

de Marma y Chakma.

Ser fumador, tener un
peso alto o bajo, tener
menos de la ingesta
recomendada de frutas y
verduras y menos tiempo
de actividad fisica del
recomendado, dormir

menos de cinco horas o
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Brown, A., Scales, U., Beever, W., Rickards, B.,
Rowley, K., & O’Dea, K. (2012). Exploring the
expression of depression and distress in aboriginal
men in central Australia: a qualitative study. BMC
psychiatry, 12(1), 1-13.

mas de 11, son factores
asociados con la mayor
prevalencia de angustia
en australianos indigenas

y no indigenas.

4. Bellamy, S. and Hardy, C. (2015). Undestanding 3. Se detectaron sintomas y
Depression in Aboriginal COMMUNITIES AND Families. conductas extremas,
Prince George, BC: National Collaborating Centre for caracteristicas de la
Aboriginal Health. depresion, en la

comunidad indigena
australiana.

4. En comparacién con la
poblacion en general, la
prevalencia de depresion
en personas indigenas es
mayor tanto para hombres

como para mujeres.

Nota: En esta tabla se enlistan enfermedades del SNC que se han reportado en poblaciones
indigenas y los resultados principales de dichas investigaciones.

Una propuesta que puede explicar el aumento en estos padecimientos es
la MI, ya que un cambio en los estilos de vida hace suponer una alteracién
en la Ml y por ende, alteraciones en los servicios ecosistémicos que esta le
brinda a su hospedero. Por ejemplo, en este proyecto encontramos una
mayor riqueza de enzimas bacterianas intestinales en la poblacién indigena
Me’phaa, reforzando el hallazgo de diferencias en la prediccion de la

funcionalidad metabolica de la Ml.

Las 2018 enzimas intestinales detectadas cuentan con una clasificacion
enzimatica, sin embargo, muchas de ellas no tienen participacion exclusiva
en una sola ruta metabdlica. Para fines de este trabajo, el enfoque se dirigio
s6lo a aquellas enzimas intestinales que participan en procesos de sintesis

o degradacidon de componentes neuroactivos, que participan en la
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comunicacién del eje MIC. La mayor cantidad de enzimas producidas por
bacterias intestinales supone una mayor disponibilidad de estas para llevar a
cabo los procesos de los modulos que tienen como finalidad sintetizas o
degradar componentes capaces de interactuar con el SNC a través del eje
MIC.

Derivado de los resultados obtenidos en esta tesis, se reporta que, de los
56 moédulos que Valles-Colomer et al. (2019) describe como procesos que
llevan a la sintesis o degradacion de componentes neuroactivos, son 44 los
que se encuentran en las muestras de nifios mexicanos, de los cuales, 14 se
encuentran sobre o subrepresentados de manera significativa en los nifios
indigenas. Cada uno de estos mddulos tiene una funcion distinta, es decir,
tienen como resultado la sintesis o degradacion de distintos componentes
capaces de atravesar la barrera epitelial del intestino y la barrera
hematoencefalica. Teniendo un rol activo en distintos procesos del desarrollo
cerebral, asi como en la fisiologia, psicologia y conducta de los individuos
(Valles-Colomer et al., 2019).

En el caso de los moédulos MGB056 (degradacion de propionato ),
MGBO055 (sintesis de propionato Ill), MGB054 (sintesis de propionato Il),
MGBO043 (sintesis de acetato |) y MGBO035 (sintesis de acido isovalérico ),
todos estan relacionados con la sintesis o degradacion de acidos grasos de
cadena corta (AGCC), especialmente con dos de mayor abundancia en el
ser humano (acetato y propionato) (Gibson et al., 1995; Cook et al., 1998;
Topping and Clifton, 2001; Rios-Covian et al., 2016; Pagliai et al., 2019).

La sobrerrepresentacion del médulo MGB056, encargado de la
degradacion de propionato, se debe principalmente al aumento de
Escherichia spp. en la poblacion indigena, género que también participa en
la sintesis de acetato. Este resultado no hace suponer que haya una
disminucién en la produccién de AGCC en la poblacion indigena, ya que de
los cuatro modulos restantes que implican la sintesis de propionato (MGB055
y MGBO054), de acetato (MGB043) y de acido isovalérico (MGBO035),
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muestran una sobrerrepresentacion en la comunidad indigena. Respecto a
las bacterias que se han relacionado con la produccion de AGCC y que
especificamente llevan a cabo los procesos de estos médulos, son mas los
géneros que aumentan significativamente en la poblacién indigena
(Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp., Enterococcus spp.,
Escherichia spp. y Prevotella spp.). El aumento en bacterias productoras de
AGCC en la comunidad Me’'phaa es esperada, pues como se menciono
anteriormente, los AGCC son los metabolitos dominantes derivados de una
dieta alta en fibra, almidones y carbohidratos complejo (Cook et al., 1998),
elementos caracteristicos de la dieta de la comunidad indigena, mientras que
la dieta de la CDMX se basa mas en grasas, azucares, proteina animal,
almidones y baja en fibras. A pesar de que en este trabajo no se realizé un
analisis metaboldmico, estos resultados coinciden con lo reportado por De
Filippo et al. (2010) en cuanto a la mayor composicion y abundancia de
bacterias que degrada AGCC en poblaciones con estilos de vida “no

occidentales”.

Los AGCC logran una reduccion de procesos inflamatorios (los cuales
caracterizan a diversos trastornos psiquiatricos), debido a la mejora de la
barrera intestinal y previenen la introduccion de bacterias o metabolitos
(Dalile et al., 2019), lo que a su vez dirige a una reduccion de la inflamacién
cerebral. Por otro lado, los AGCC también regulan la diferenciacion, el
reclutamiento y la activacion de neutréfilos, células dendriticas, macrofagos,
monocitos y células T (Dalile et al., 2019). Debido a esto, se ha sugerido
considerar la cantidad y abundancia relativa de AGCC como biomarcadores
de un estado saludable del organismo (Rios-Covian et al., 2016), es decir,
con una produccién diaria de 100-200 mM aproximadamente, con una
relacion relativa de 1 acetato : 0.31 propionato : 0.15 butirato (Cook et al.,
1998). La abundancia de AGCC se puede detectar a través del analisis de
muestras fecales (Rios-Covian et al., 2016). A pesar de la escasa
investigacion sobre el papel del acido isovalérico en trastornos del estado de

animo, Szczesniak et al. (2016), identificaron una correlacién positiva con
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depresion. Debido a que los procesos de sintesis de acido isovalérico se
encuentran sobrerrepresentados en la poblacion indigena, seria ideal evaluar
directamente los niveles de este acido en ambas poblaciones, pues de
acuerdo con lo reportado por Szczesniak et al. (2016), altos niveles de acido
isovalérico podrian resultar perjudicial en el desarrollo o mantenimientos de

depresion.

La subrepresentacion del moédulo que lleva a cabo procesos para la
degradacion del triptéfano (MGB049) en la poblacién indigena, asi como el
aumento en bacterias que llevan a cabo esta degradacién (Bacteroides spp.
y Escherichia spp.) en la poblacién de la ciudad, sugieren mayores niveles
de triptéfano en los nifos pertenecientes a la comunidad indigena, a
comparacion delos nifios de la CDMX. Este hallazgo tiene su relevancia en
que, como se menciond anteriormente, el papel del triptéfano en la fisiologia
del ser humano, y especificamente en el cerebro debido a su capacidad para
cruzar la barrera hematoencefalica, es de gran importancia. Se ha sugerido
que la sintesis del neurotransmisor serotonina es proporcional a la cantidad
de triptéfano disponible que es transportado al cerebro (Henry et al., 1996;
Pardridge, 1998). Por otro lado, también es reconocido que una interrupcion
en la funcién serotoninérgica debido a la inadecuada disponibilidad de
triptéfano, es un factor que contribuye altamente en trastornos de estado de
animo, en la ansiedad, en la agresion, el estrés, en trastornos alimenticios,
entre otros (Le Floch et al., 2011; O’Mahony et al., 2015). Por su parte, la
quinurenina (otro metabolito del triptéfano), puede actuar como elemento
neuroprotector al ser transformado en acido quinurénico (Le Floch et al.,
2011; O’Mahoney et al., 2015). No obstante, seria inadecuado concluir que
la subrepresentacién de este moédulo indica beneficios para los miembros de
la comunidad indigena; para ello, seria necesario evaluar los niveles totales
de triptéfano presentes en cada individuo, pues asi como el triptéfano trae
considerables beneficios a la salud del ser humano, el exceso de algunos de
sus metabolitos, como el acido quinolinico resulta en un efecto neurotdxico

(Le Floch et al., 2011; O’Mahoney et al., 2015). Este acido puede encontrarse
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disminuido en la poblacion indigena debido a la subrepresentacion del
modulo MGB032, que lleva a cabo los procesos para la sintesis de este
acido. La neurotoxicidad provocada por el acido quinolinico ha demostrado
estar inmiscuida en la patogénesis de diversos procesos neurodegenerativos
asociados con la neuroinflamacion, incluyendo la enfermedad de Alzheimer
(Ting et al., 2009). Cabe destacar que el acido quinolinico comparte diversos
mecanismos con la beta amiloide, en términos de neurotoxicidad y
neuroinflamacion y que la mayor fuente de acido quinolinico es la activacion

de la microglia durante la inflamacién cerebral (Ting et al., 2009).

El inositol es wun compuesto quimicamente identificado como
hexahidrociclohexano, perteneciente a la familia de los polialcoholes, que
incluye una familia de 9 posibles presentaciones del inositol
(estereoisdmeros). Mio-inositol es el inositol mayormente distribuido en la
naturaleza y encontrado en mayores cantidades en mamiferos.
Principalmente, la ingesta de mio-inositol es a través de frutas, frijoles, granos
y nueces, aunque también se sintetiza, en muy bajas cantidades (4 g/dia), en
el higado y el cerebro (Bevilacqua y Bizzarri, 2018; Kamenov y Gateva,
2020). Los resultados resaltan que algunas de las bacterias (Bacteroides
spp. y Bifidobacterium spp.) que llevan a cabo los procesos de degradacién
de inositol (MGB038) se encuentran en menor cantidad en las muestras
pertenecientes a los nifios de la poblacion indigena de manera
estadisticamente significativa. Diversos estudios han reportado una menor
concentracion de mio-inositol en Idbulos frontales y en el liquido
cefalorraquideo tanto en pacientes con depresiéon (Barkai et al., 1978; Frey
et al., 1998; Moore et al., 1999), como en victimas de suicidio (Shimon et al.,
1997). Ademas, se ha reportado una mayor concentracion en ganglios
basales (Sharma et al., 1992) y I6bulos frontales (Shimon et al., 1997) de
pacientes bipolares, asi como una mayor presencia en la corteza cingulada
anterior en nifos bipolares, la cual se redujo tras un tratamiento basado en
litio (Davanzo et al., 2001). Con base en diversos estudios, se ha sugerido

que el ciclo del fosfatidilinositol (ciclo-[PI]) estd implicado en el trastorno
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bipolar (Silverstone et al., 2005). Por otro lado, diversos trabajos han
mostrado el papel protector de ciertos derivados del inositol contra el
desarrollo del cancer de colon y la diabetes (Bevilacqua y Bizzarri, 2018).
Otra de las funciones en las que participa el inositol y sus derivados son, el
desempefio como segundos mensajeros en vias de sefialamiento en la
transduccion, la mediacion de fosforilacion de proteinas, su participacion en
la remodelacién de cromatina, en la expresidon genética y el facilitamiento de

la exportacion de ARN mensajero del nucleo (Chhetri, 2019).

Por su parte, el médulo MGB036 se encuentra sobrerrepresentado en la
poblacién indigena. Dicho modulo lleva a cabo los procesos para la sintesis
de S-Adenosilmetionina (SAM); los procesos de este modulo se llevan a cabo
por 90 bacterias (Valles-Colomer et al., 2019). EI SAM, es un metabolito
ubicuo esencial, ya que es clave en diversas vias bioquimicas (Morrison et
al., 1996). Es conocido por ser el principal donador de grupos metilos en la
mayoria de seres vivos, que modifican el ADN, ARN, histonas y otras
proteinas, por lo que el S-Adenosilmetionina (SAM) dicta la replicacion, la
transcripcion, el modelamiento de la cromatina, modificaciones epigenéticas,
la sintesis de poliaminas, lipidos, nucleétidos, proteinas y neurotransmisores
(noradrenalina, adrenalina, dopamina, serotonina e histamina), la
transmetilacion, entre otras funciones (Morrison et al., 2996; Loenen, 2006;
Onroy et al., 2020). Dichos procesos los lleva a cabo a través de tres vias
principales (sintesis de poliaminas, transmetilacion y transulfuracién) (Onroy
et al., 2020). En lo que respecta a su implicacion en la salud o enfermedad
del SNC, se ha encontrado que bajos niveles de SAM estan implicados en el
funcionamiento anormal del cerebro, especialmente en personas con
depresion, Alzheimer, sindrome de Down y demencia, asi como trastornos
de desarrollo (defectos en el tubo neural) (Loenen, 2006; Onroy et al., 2020).
Morrison y colaboradores (1996), sugieren que la disminuciéon de SAM en el
cerebro post mortem de pacientes con Alzheimer, puede deberse al uso
excesivo de SAM para la sintesis de poliaminas y no a cualquier condicidon

neurodegenerativa, ya que los niveles de SAM no se encontraron alterados
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en pacientes con Parkinson. Los mecanismos epigenéticos no solo estan
relacionados con procesos biolégicos y del desarrollo, sino que ademas
pueden dar paso a mecanismos patogénicos incluyendo trastornos del
comportamiento y psiquiatricos. Sin embargo, en el caso del SAM (modulador
epigenético), este se ha implementado como terapéutico en “enfermedades
epigenéticas” (Szyf, 2015) y en enfermedades neurolégicas como el trastorno
bipolar, depresion y la enfermedad de Alzheimer (Ornoy et al., 2020). Un
balance en la cantidad de SAM es requerido para mantener el normal

funcionamiento de procesos bioquimicos (Onroy et al., 2020).

El 6xido nitrico (NO) es una molécula con efectos pleiotropicos en el
cerebro. Este trabaja como un neuromodulador retrégrado en las sinapsis
permite el flujo sanguineo cerebral y tiene un importante rol en la sefializacién
entre neuronas, implicado tanto en la regulacion de los estados neuronales
metabdlicos como en el crecimiento de espinas dendriticas, y es capaz de
realizar modificaciones postraduccionales en proteinas (Picon-Pages et al.,
2018). Por otro lado, ademas de estas funciones benéficas para el individuo,
durante el envejecimiento y durante procesos patologicos, el funcionamiento
y comportamiento del NO se torna maligno al formar peroxinitrito, pues este
gas puede atravesar facilmente la membrana neuronal, causando dafio a
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. El dafio causado a proteinas es un
proceso irreversible que permite la acumulacion de otras proteinas
modificadas que contribuyen al inicio y a la progresion de procesos
neurodegenerativos como los observados en la enfermedad de Alzheimery
en la enfermedad de Parkinson (Picon-Pageés et al., 2018). En la comunidad
indigena, los procesos que llevan a cabo la degradacion de oxido nitrico se
encuentran sobrerrepresentados. Dicho aumento puede deberse
principalmente al aumento en la presencia de los géneros Enterococcus spp.
y Escherichia spp. Aunado a esto, el aumento en las bacterias que degradan
NO puede deberse a que en esta misma poblaciéon existe una mayor
disponibilidad de acido nitrico producido a partir de los vegetales que

caracterizan la dieta de la comunidad Me’phaa.
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Las neuronas, la glia y las células vasculares expresan enzimas que son
principales productoras de NO y los tres son fuentes potenciales de éxido
nitrico en el cerebro (Tajes et al., 2013). Por otro lado, otra fuente potencial
de NO son ciertos alimentos (Gago et al., 2007; Zand et al.,, 2011),
especialmente vegetales y la remolacha, ya que son alimentos ricos en
nitrato, el cual es absorbido por los intestinos y, tras varios procesos, es
descompuesto a NO (Zand et al., 2011). A medida que envejecemos, la
habilidad para producir NO va decayendo, lo que pone al individuo en riesgo
de generar enfermedades cardiovasculares, accidentes cerebrovasculares e
incluso enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson
(Zand et al., 2011; Picon-Pageés et al., 2018). Se ha demostrado también que
la habilidad de generar NO a partir de alimentos naturales (especialmente
vegetales de hoja verde y remolacha), no se altera con la edad. Aunque el
alto uso de antibi6ticos o de enjuagues bucales antisépticos si pueden llegar
a alterar estos procesos al matar bacterias que son esenciales para estos
(Picon-Pagés et al., 2018). Lo anterior mencionado hace evidente el factor
protector con el que cuenta la comunidad indigena a medida que envejecen,

debido a una mayor ingesta de NO mediante su dieta.

El acido 3,4-dihidroxifenilacético, mejor conocido como DOPAC, es un
metabolito del neurotransmisor dopamina (Soares-Da-Silva y Garrett, 1990).
Este neurotransmisor es metabolizado a DOPAC en las terminales sinapticas
y en mitocondrias por la monoamina oxidasa-A/B (Matsuda et al., 2012). En
el TGI, la dopamina estimula secreciones exocrinas, inhibe la motilidad
intestinal, modula la absorcién de sodio y el flujo sanguineo y es protector
contra el desarrollo de ulceras, por lo que existen receptores de dopamina a
lo largo de todo el TGI. En el SNC, el sistema dopaminérgico esta implicado
en el placer y en la motivacién, asi como en el circuito de recompensas y en
la funcidn motora, por lo que se dice que esta relacionado con la depresion,
conductas ansiosas (Mitani et al., 2006; Matsuda et al., 2012), memoria y

aprendizaje (Wise, 2004) y en la enfermedad de Parkinson (Scatton et al.,
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1983). Los resultados indican una mayor cantidad de bacterias que realizan

la sintesis de DOPAC en los nifios de la comunidad Me’phaa.

Pocos estudios se han enfocado especificamente en el papel del DOPAC,
sin embargo, investigaciones previas muestran una disminucién en los
niveles plasmaticos (Mitani et al., 2006), en distintas areas cerebrales,
especialmente en los ganglios basales (Bowden et al., 1997), en el liquido
cefalorraquideo (Roy et al., 1985), en pacientes con depresién; y alteraciones
en los niveles de DOPAC en cerebros de pacientes con Parkinson (Scatton
et al., 2983). El modulo encargado de la sintesis de DOPAC se encuentra
sobrerrepresentado en la poblacion indigena; sin embargo, actualmente no
hay evidencia que asegure que los niveles de DOPAC equivalen a los niveles

de dopamina presente en plasma o en el cerebro.

GABA es uno de los principales neurotransmisores inhibitorios, tanto del
SNC como de la periferia (Bienenstock et al., 2010; Pokusaeva et al., 2015).
En el cerebro, principalmente actua como inhibidor de la transmision
sinaptica, mientras que en la periferia actua inhibiendo el dolor visceral a
través de neuronas periféricas aferentes (Bienenstock et al., 2010). Otros
efectos fisioldgicos que tiene son la modulacion de la presion sanguinea, la
respuesta inmune y la promocién a la tolerancia al estrés y la produccion de
adenosin trifosfato (ATP) en comunidades microbianas (Pokusaeva et al.,
2015). Se ha demostrado que uno de los papeles principales del
neurotransmisor GABA, que implica al eje intestino cerebro, es la modulacién
de la hipersensibilidad visceral y en la modulacién de dolores inflamatorios,
gracias a la ubicacién de ciertos receptores GABAérgicos en las terminales
nociceptivas viscerales periféricas (Hanack et al., 2015; Pokusaeva et al.,
2015). Por otro lado, alteraciones en la presencia de este neurotransmisor en
plasma han sido ligadas con ansiedad, depresion y mania (Petty, 1993). En
la comunidad indigena, son mas las bacterias que llevan a cabo los procesos
para la degradacion de GABA, a comparacion de las bacterias en la

comunidad de la CDMX. Esto no implica que existan menores niveles de
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GABA en los nifios de la comunidad Me’phaa, pues no se debe descartar la
idea de que el incremento en la degradacién de GABA, es debido a un
aumento en la disponibilidad de este mismo neurotransmisor. Una de las
principales vias mediante la cual GABA es sintetizado, es a través de la
descarboxilacion del glutamato (maximo neurotransmisor excitatorio del
SNC). En lo que respecta al glutamato, mayores niveles de este
neurotransmisor han sido reportados en la sangre de sujetos con trastorno
depresivo mayor (Valles-Colomer et al., 2019). Sin embargo, no existe aun
suficiente evidencia como para afirmar que este se encuentra implicado en

la depresion, pero la investigacion en este campo es cada vez mayor.

El glutamato juega un papel importante en el desarrollo cerebral, en dafios
en la migracion neuronal y en su diferenciacion, en la génesis axonal y en la
sobrevivencia de neuronas. Bajo condiciones normales, el glutamato es
esencial en la plasticidad sinaptica, en el aprendizaje y en la memoria. Sin
embargo, también es conocido por ser un componente neuronal excitotoxico,
desencadenado una serie de procesos toxicos en condiciones patoldgicas
(Inoshita et al., 2018). Se observo una diferencia en la presencia de bacterias
que llevan a cabo la sintesis de glutamato, siendo menor la presencia en la

comunidad indigena y mayor en la CDMX.

Seria importante llevar a cabo el procedimiento pertinente para conocer
los niveles reales tanto de GABA como del glutamato, y evaluar la interacciéon
que existe entre ambos, pues, se ha observado que la desregulacion en la
neurotransmision entre glutamato y GABA resulta en excitotoxicidad,
fendmeno que se cree que es causante del trastorno depresivo mayor
(Inoshita et al., 2018).

La sobrerrepresentacion del p-Cresol (compuesto aromatico organico) en
los nifios de la CDMX, supone una gran variedad de implicaciones de este
cresol en la salud de los hospederos, ya que este compuesto resulta toxico
para el individuo (Persico y Napolioni, 2013). El p-Cresol es producido en la

naturaleza a través de la foto oxidacién del tolueno en la atmdsfera, por lo
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que la exposicion a p-Cresol a través de la inhalacion, contacto con la piel o
la ingesta de alimentos o bebidas, es muy comun (Persico y Napolioni, 2013).
En los humanos, otra importante fuente que permite la exposicion a este
compuesto, es a través de los metabolitos de algunas bacterias intestinales.
La intoxicacion con p-Cresol en humanos, puede causar irritacion de
garganta y boca, dolor abdominal, vomito, anemia hemolitica, dafos
cardiovasculares, renal y hepatico, dolor de cabeza, paralisis facial,
convulsiones, coma e incluso la muerte (Seak et al., 2010). Por otro lado, el
contacto de la piel con el p-Cresol también tiene efectos perjudiciales,
causando corrosion y decoloracion en la piel, sangrado Gl, efectos toxicos
en el SNC, en higado y rifiones (Lin y Yang, 1992). Persico y Napolioni
(2013), enlistaron los principales efectos de la intoxicacion con p-Cresol en
el humano, entre los que se encuentran: hepatotoxicidad (debido a la
inhibicion de la respiracion mitocondrial), aumento en la permeabilidad
endotelial, enfermedades cardiovasculares, inmunosupresion y una mayor
susceptibilidad a infecciones, disminucién de la sintesis de IL-12, disminucién
en la actividad de sodio, potasio y la enzima ATPasa (en ratas), inhibicion de

la conversion de dopamina a noradrenalina, entre otros.

La literatura acerca de la presencia del p-Cresol y sus efectos, ha
evidenciado sobre todo un aumento de p-Cresol en nifios autistas, a mayor
presencia de p-Cresol, mayor sintomatologia y severidad del trastorno, asi
como mayor cantidad de cepas de bacterias productoras de p-Cresol (Altieri
et al., 2010; Persico y Napolioni, 2013; Gabriele et al., 2014). Debido a las
fuentes que causan exposicion al p-Cresol, es de esperar que sean los nifios
de la CDMX los que estdan mas expuestos, pues dentro de las fuentes
artificiales de p-Cresol podemos mencionar desinfectantes, productos de
limpieza, pinturas, solventes, adhesivos para superficies, perfumes vy
cosmeéticos, la combustidon de incineradores, humo de cigarro, etc. Dentro de
los procesos quimicos que usan p-Cresol estan algunos compuestos (como
4-anisaldehido) usados en la industria del sabor, en procesos de productos

farmacéuticos, insecticidas, pigmentos, compuestos usados para la

74



preservacion de alimentos o como suplementos (butilhidroxitolueno), etc.
Mientras que algunos de los alimentos que contienen este compuesto toxico
son los jitomates, la catsup, los esparragos, el queso, la mantequilla, el
tocino, alimentos ahumados, el vino tinto, el café tostado y el té
negro (Persico y Napolioni, 2013). Por lo anterior, se puede sugerir que la
menor representacion de bacterias que llevan a cabo la sintesis de p-Cresol
resulta en un efecto protector para la comunidad indigena, mientras que
mantiene en un mayor estado de vulnerabilidad para los nifios de las CDMX

con respecto a su salud.

CONCLUSIONES

Es bien sabido que el estilo de vida de cada individuo resulta en un gran
impacto en la composicion y riqueza de la microbiota intestinal y la nifiez es
un periodo clave para su establecimiento. El unico estudio que compara la
MI de nifios mexicanos entre una comunidad indigena y nifios de la ciudad
(Sanchez-Quinto et al., 2020), demostro que la composicién de la Ml en nifios
entre ambas poblaciones es distinta. Teniendo una mayor riqueza la
poblacién indigena en comparacion con los nifios pertenecientes a la CDMX.
Ahora bien, los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que las
diferencias observadas en Sanchez-Quinto et al. (2020) llevan a una
funcionalidad metabdlica diferenciada entre ambas poblaciones, que
ademas, trae consigo una diferencia en los procesos que se llevan a cabo a
través del eje intestino-cerebro. Dichos procesos, son realizados desde
edades tempranas, por lo que la relevancia del tipo de actividad que se esta
teniendo en ambas poblaciones, es aun mayor, pues son procesos que se

establecen durante la infancia.

Las diferencias observadas, tanto en la funcionalidad metabdlica, como

en la presencia de bacterias, suponen una disponibilidad distinta de algunos
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componentes neuroactivos, para llevar a cabo procesos que influyan
directamente en el cerebro, a través del eje MIC. Los resultados de esta tesis,
suma para la neurobiologia nuevos paradigmas, pues resaltan una serie de
resultados que van relacionado entre si. Primeramente, se crea evidencia de
que, mas alla del genoma humano, el metagenoma bacteriano, por si mismo,
es capaz de producir metabolitos que interactuen con el sistema nervioso.
Ademas, se resalta que esta capacidad de las bacterias intestinales de
producir metabolitos neuroactivos dependera de la composicion
ecosistémica de la MI, la cual, dependera fuertemente del estilo de vida de
cada individuo, incluso desde el estilo de vida que se tenga durante la
infancia. Por ultimo, el hallazgo de estos resultados, obtenido mediante
muestras pertenecientes a nifios, resalta la importancia de esta etapa de la
vida, pues, si bien es cierto que la infancia es una etapa clave para el

desarrollo del SNC, también lo es para el desarrollo de la MI.

Vivimos en un mundo de bacterias, somos holobiontes y, por ende,
debemos comenzar a ver la salud del individuo, incluyendo la salud mental,
como el resultado de la interaccidn de nuestro organismo con nuestras
propias bacterias. El estilo de vida que tenemos, el tipo de alimentos que
comemos, los antibidticos que ingerimos, etc. Son factores capaces de
cambiar la composicién de nuestra Ml, y asi cambiar ciertos procesos que
llegan a influenciar en nuestro cerebro. Dichas variables comienzan a
influenciar desde edades tempranas. Tener conocimiento de esto nos
permitira dar cuenta y tomar conciencia del poder que tenemos sobre nuestra
propia salud, no sélo en estados de enfermedad, sino en la prevencion de
estados patofisioldgicos que, si bien no siempre se hacen presentes a
edades tempranas, pueden ser perjudiciales a medida que vamos creciendo,
debido a que se hace presente una variable incapaz de ser modificada o

mejorada: el pasado.
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PERSPECTIVAS

Los resultados encontrados en este trabajo muestran un gran potencial para
el desarrollo de futuras investigaciones en torno a las diferencias en la
funcionalidad metabdlica de la Ml y su impacto en el eje MIC entre nifios
indigenas mexicanos y nifios de la ciudad. A partir de esta tesis, se abren
numerosas preguntas a responder, creando la necesidad de dar continuidad
a este trabajo, mediante otro tipo de analisis (metabolomico, de
metatransriptoma, etc.), que dictaminen las cantidades en las que se
encuentran presentes los metabolitos de interés, especialmente, aquellos
que resultaron diferentes entre poblaciones, ya que, como se menciono
anteriormente, el hecho de que las bacterias que llevan a cabo el proceso de
sintesis o degradacion de ciertos metabolitos, se encuentren en mayor o
menor abundancia, no necesariamente indica una mayor actividad de dichas
bacterias. Conocer la abundancia real de dichos componentes neuroactivos,
permitira una aproximacion mas precisa acerca del funcionamiento cerebral
de cada individuo, respecto a la disponibilidad de metabolitos neuroactivos

sintetizados por bacterias de la MI.
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ANEXO

Resumen de modelos lineales generales:
Bacteroides spp.

Coefficients:
Estimate 5td. Error t value Pri=|t])

{(Intercept) 1.2319 0.4732 2.603 0.013 =

SexoM 0.3725 0. 53104 0.730 0.470
poblacidnmontafia -3.7190 0.5420 -6.862 3.31e-08 #w*
Signif. codes: 0O *##%' p Q01 °®%' Q.01 **' 0.05 *.' 0.1 ° ' 1

Residual standard error: 1.609 on 39 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.5472, Adjusted R-squared: 0.3239
F-statistic: 23.56 on 2 and 39 DF, p-value: 1.954e-07

Bifidobacterium spp.

coefficients:
Estimate std. Error T value Pri=|t|)

{(Intercept) 0. Ba66 0.577 1.536 0.13261

sexoM 0.7020 0.6226 1.127 0.26647
poblacidnmontafia -2.8070 0.6611 -4.246 0.00013 %%+
Signif. codes: 0O "##%’ 0,001 ***' 0.01 **' 0.03 “." 0.1 °* " 1

Residual standard error: 1.963 on 39 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.32, Adjusted rR-squared: 0.2851
F-statistic: 9.177 on 2 and 39 OF, p-value: 0.0005418

Clostridium spp.

Coefficients:
Estimate std. Error t value Pri=|t]|)

{Intercept) -1.7079 0.3980 -4.291 0.000114 ww*
SexoMm -0. 2700 0.4293 -0.629 0.533045
poblacidnmontafia 2.0378 0.4558  4.470 6.55e-05 #*=
signif. codes: © "#*#=" Q0,001 “#*' 0.01 **" 0.05 "." 0.1 * " 1

Residual standard error: 1.354 on 39 degrees of freedom
Multiple rR-squared: 0.3388, Adjusted rR-squared: 0.3049
F-statistic: 9.993 on 2 and 39 DF, p-value: 0.0003135
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Fusobacterium spp.

Coefficients:

Estimate std. Error t© wvalue Pri=|t|)

{(Intercept) -4.53350 0.10113 -44. 828 <Z2e-1f wwE
sexoMm -0. 06566 0.10909 -0.602 0.551
poblacidnmontafa 0.10494 0.11583 0. 906 0.370
Signif. codes: O “##*%° Q0,001 *#*+=’ 0,01 **' 0.03 *." 0.1 ° " 1
Residual standard error: 0.344 on 39 degrees of freedom
Multiple rR-squared: 0.02639, Adjusted R-squared: -0.02353
F-statistic: 0.5287 on 2 and 39 OF, p-value: 0.5936
Lactobacillus spp.

Coefficients:

Estimate std. Error T value Pri=|t|)
{(Intercept) -3.4712 0.5523 -6.285 2.08Be-07 w#*
sexoMm 0.5158 0. 5958 0. 866 0.392
poblacionmontafia  0.3951 0.6326  0.625 0.336
Signif. codes: O “##%%* Q0,001 °*#*+%° Q.01 *#*' 0.03 *." 0.1 ° " 1
Residual standard error: 1.878 on 39 degrees of freedom
Multiple rR-squared: 0.03239, Adjusted rR-squared: -0.01723
F-statistic: 0.6528 on 2 and 39 OF, p-value: 0.5262

Escherichia spp.

Coefficients:

Estimate std. Error t wvalue Pri=|t]|)
{Intercept) -2.0410 0.6272 -3.254 0.00235 *=*
sexoM -1.1645 0.6765 -1.721 0.09312
poblacidnmontafia 1.4679 0.7183 2.044 0.04778 =
signif. codes: © "#*#=' Q0,001 ***' 0.01 **" 0,05 "." 0.1 " ' 1

Residual standard error: 2.133 on 39 degrees of freedom
Multiple rR-squared: 0.1394, Adjusted R-squared: 0.0953
F-statistic: 3.159% on 2 and 39 DF, p-value: 0.0333
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Flavonifractor spp.

Coefficients:

Estimate std. Error t value Pri=|t]|)
{Intercept) -3.6818 0.2217 -16.607 < 2e8-16 *¥*
sexoMm 0.0523 0.2392 0.219 0.82802
poblacidnmontafia -0.8089 0.2539 -3.186 0.00284 ==
gignif. codes: QO “#%%" 0,001 *#*** 0,01 **' Q.05 *." 0.1 ° °
Residual standard error: 0.754 on 39 degrees of freedom
Multiple rR-squared: 0.2072, Adjusted rR-squared: 0.1665
F-statistic: 5.096 on 2 and 39 DF, p-value: 0.01081

Pseudomonas spp.

Coefficients:

Estimate std. Error t value Pri=|t]|)
{Intercept) -4, 58644 0.06179 -74.223 <Z2e-16 w¥*
sexoMm -0. 06087 0.06666 -0.913 0. 367
poblacionmontafa ¢.05511 0.07077 0.779 0.441
gignif. codes: O “#%%" 0,001 *#*** 0,01 **' Q.05 ‘.' 0.1 °°
Residual standard error: 0.2102 on 39 degrees of freedom
Multiple rR-squared: 0.03164, Adjusted R-squared: -0.01802
F-statistic: 0.6371 on 2 and 39 DF, p-value: 0.5342

Enterobacter spp.

Coefficients:

Estimate std. Error t© wvalue Pri=|t]|)
{(Intercept) -4.06412 0.45581 -B8.916 5.94e-11 w#w*=
SexoMm 0.02513 0.49168 0.051 0.959
poblacidnmontafa 0. 25168 0.52205 0.482 0.632
Signif. codes: O “##*%' Q0,001 *#**°' 0,01 **' 0.03 *." 0.1 ° °

Residual standard error: 1.55 on 39 degrees of freedom

Multiple r-squared: 0.006265,

F-statistic: 0.122% on 2 and 39 DF,

Adjusted R-squared:
p-value: 0,8847

-0.0447

1

1

1
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Bacillus spp.

Coefficients:

Estimate std. Error
(Intercept) -4, 46686 0.06209
sexoM -0, 01466 0. 06697
poblacidnmontafa -0.13174 0.07111

Signif. codes: 0O *#*%=' 0,001 **=' O

Residual standard error: 0.2112 on 3
Multiple rR-squared: 0.085381, Adju
F-statistic: 1.826 on 2 and 39 DF,

Desulfovibrio spp.

Coefficients:

Estimate std. Error
{(Intercept) -4,17077 0.18909
sexoM 0. 08573 0.20397
poblacidnmontafa -0.43254 0.21657

Signif. codes: O “##%%' Q. 001 *#%' Q0
Residual standard error: 0.6431 on 3

Multiple rR-squared: 0.09331, Adju
F-statistic: 2.007 on 2 and 39 DF,

Enterococcus spp.

Coefficients:
Estimate std. Error

{Intercept) -3. 8661 0.4625
SexoMm -1.1180 0.4989
poblacionmontafa 1.1621 0.5297

signif. codes: 0O "#*%=" 0,001 “*=' O

Residual standard error: 1.573 on 39

Multiple rR-squared: 0.1821, Adjusted rR-squared:
p-value: 0.01982

F-statistic: 4.343 on 2 and 39 DF,

t value Pri=|t|)
-71.944 <le-1 ®¥*
-0, 2149 0. 8279
-1.853 0.0715 .

.01 “*" 0.05 . 0.1

9 degrees of freedom

sted R-squared: 0.03872

p-value: 0.1746

t value Pri=|t|)

-22.057 <Ze-1hH %%*
0.420 d.6766
-1.9497 0.0528 .

.01 %" 0.05 . 0.1

9 degrees of freedom

sted R-squared: 0.04682

p-value: 0.1481

t value Pr=|t]|)
-8.359 3.16e-10 #*#=*
-Z.241 0.0308 *

Z2.194 0.0343 *

.01 ' 0,03 'L 0.1

degrees of freedom

0.1402

1

1

1
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Porphyromonas spp.

Coefficients:

Estimate std.

(Intercept)
sexoM
poblacidnmontafa

Signif. codes: O

-4, 3616
-0.0254
-0.1864

Eog v ¥

Residual standard
Multiple R-squared:
F-statistic:

Prevotella spp.

Coefficients:

Estimate std.

{(Intercept)
sexoM
pobTacidnmontafa

signif.

-1.0093
0.3238
2. 8696
Eogevewe?

codes: 0

Residual standard error:
Multiple rR-squared:

Veillonella spp.

Coefficients:

Estimate std.

{(Intercept)
sexoM
poblaciodnmontafa

Signif.

-1.9453
-0.2296
-1.2405

codes: O fwww’

0.001

0.001
1.85%9 on 39

0. 3646,
F-statistic: 11.12 on 2 and 39 DF,

0.001

Error
0.1052
0.1135
0.1205

t value Pri=|t|)
-41.454
-0, 259
-1.547

fEET Q.01 '* 0.05 L7

Adjusted R-squared:
p-value: 0.2827

Erraor
0.5465
0. 5896
0.6260

t value Pri=|t|)
-1.847 0.0724
0. 549

4.584 4.6e-05

fEET Q.01 'Y 0,05 'L
degrees of freed
Adjusted R-squared:

Error t wvalue pPri=|t|)
0.477 -4.076 0.000218
0.5149 -0.446 0.658047
0.5467 -2.269 0,028867

fEE 0,01 % 0.05 L7

<Ze-16
0.797
0.130

o

0.1

error: 0.35379 on 39 degrees of freedom
0.06274,
1.305% on 2 and 39 DF,

0.01468

0.5860

T

0.1

om

0.332

p-value: 0.0001444

o

0.1

Residual standard error: 1.623 on 39 degrees of freedom
0.08311

Multiple rR-squared:
F-statistic:

0.1278,
2.85%8 on 2 and 39 DF,

Adjusted rR-squared:
p-value: 0.06945

1

1

1
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Corynebacterium spp.

Coefficients:

Estimate std. Error T value Pri=|t|)
{(Intercept) -4.,49060 0.09348 -48. 048 <le-1 ®¥*
sSexoM -0, 20508 0.10081 -2.034 0.0488 =
poblacidnmontafia 0.11837 0.10704  1.106  0.2756

Signif. codes: O *#*%=’ 0,001 ***' 0.01 **" 0.05 “." 0.1 * " 1
Residual standard error: 0.3179 on 32 degrees of freedom

Multiple R-squared: 0.1106, Adjusted R-squared: 0.0865
F-statistic: 2.4253 on 2 and 39 DF, p-value: 0.1017
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