
Universidad Nacional Autónoma de México

Posgrado de Maestría y Doctorado en Ciencias Bioquímicas

MICROBIOTA INTESTINAL Y SU RELACIÓN CON LA HIPERTENSIÓN

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Maestra en Ciencias Bioquímicas

PRESENTA
Arianna Krystel Galicia Castañeda

TUTOR PRINCIPAL
Dr. Enrique Hernández Lemus

Instituto Nacional de Medicina Genómica

COMITÉ TUTOR
Dra. Mirrelle Vanessa González Covarrubias
Instituto Nacional de Medicina Genómica

Dra. Nimbe Torres y Torres
Instituto Nacional de Nutrición

Ciudad Universitaria, Ciudad de México, agosto 2023.



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Este trabajo de investigación fue realizado gracias al financimiento del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnología - Fondo Sectorial de Investigación en Salud y Seguridad Social (CONACyT - FOSSIS)

número 272795, asignado a la Dra. Vanessa González Covarrubias.

2



Agradecimientos

A la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), mi alma máter durante más de 10 años.
Ha sido testigo de mi crecimiento y me ha brindado las herramientas necesarias para consolidarme como
la profesional que soy hoy en día.

Al Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN), por abrieme las puertas hace cinco años y
brindarme la oportunidad de formar parte de su comunidad científica de alta calidad.

A la Dra. Vanessa González Covarrubias, del laboratorio de Farmacogenómica del INMEGEN, quien
ha sido una presencia constante y un apoyo invaluable en mi formación académica a lo largo de los últimos
cinco años. Su guía y compromiso han sido fundamentales para mi crecimiento personal y desarrollo como
investigadora.

Al Dr. Enrique Hernández Lemus, mi tutor, y a la Dra. Nimbe Torres y Torres, agradezco enormemente
sus valiosos aportes durante los dos años de maestría. Su experiencia y conocimientos han enriquecido
mi trabajo y han sido una inspiración para mi desarrollo académico.

Al Dr. Sergio Sánchez García, la Dra. Dolores Mino León y al Dr. Marco Noel Gutiérrez Aguilar
del Instituto Mexicano del Seguro Social, quiero expresar mi más sincero agradecimiento por su labor
invaluable en la recolección de las muestras de los pacientes y en la consolidación de la base de datos que
han sido la columna vertebral de este proyecto.

A la Dra. Berenice Palacios, quien brindó su apoyo y orientación hace cinco años, en los inicios de
este proyecto. Su apoyo fue fundamental en mi formación y dejó una huella significativa en mi camino
académico, la cual perdura hasta el día de hoy.

A mi familia, quiero expresarles mi profundo agradecimiento por su apoyo incansable durante todo este
tiempo. Su amor, paciencia y aliento han sido un motor en los momentos difíciles y han sido fundamentales
en mi éxito académico.

A Texis, quien se ha convertido en parte de mi familia, mi mejor amigo y mi más valioso compañero
de equipo, quiero agradecer por su apoyo incondicional a lo largo de estos cinco años de conocernos. Su
colaboración en el proyecto ha sido invaluable, y su presencia en mi vida una fuente de motivación, apoyo
y alegría en mi camino hacia el logro de mis metas.

A Martín, Betzaida, Shanti, Cintia, Elba, Karla y a todas aquellas personas que han formado parte de
mi camino, les doy las gracias de corazón. Sus palabras de aliento, amistad y contribuciones han dejado
una huella duradera en mi vida.

Y por último, quiero agradecerme a mí misma, a mi cuerpo y a mi mente, por todo el esfuerzo,
dedicación y perseverancia plasmados en este escrito. Ha sido un largo camino de aprendizaje y superación
personal, y estoy orgullosa del resultado obtenido.

3



Índice general

Abreviaturas 9

1 Marco teórico 12
1.1 Envejecimiento de la población o tercera transición demográfica . . . . . . . . . . . . . . 12
1.2 Hipertensión arterial . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.3 Microbiota humana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16

2 Justificación 24

3 Objetivos e hipótesis 25
3.1 Hipótesis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
3.2 Objetivo general . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
3.3 Objetivos particulares . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

4 Materiales y métodos 26
4.1 Población de estudio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
4.2 Clasificación de la población de estudio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
4.3 Consideraciones éticas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
4.4 Recolección de muestras de materia fecal . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
4.5 Extracción de ADN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
4.6 Preparación de bibliotecas del gen ARNr 16S para NGS . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

4.6.1 Amplificación de la región V3-V4 del gen ARNr 16S . . . . . . . . . . . . . . . . 28
4.6.2 Primera purificación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
4.6.3 Indexación mediante PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
4.6.4 Segunda purificación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
4.6.5 Validación, cuantificación, normalización y preparación de pool de bibliotecas . . 31

4.7 NGS de bibliotecas del gen ARNr 16S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
4.8 Análisis bioinformático y análisis estadístico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

4.8.1 Procesamiento de datos de secuenciación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
4.8.2 Clasificador taxonómico de la región V3-V4 del gen ARNr 16S . . . . . . . . . . 33
4.8.3 Asignación taxonómica, depuración de muestras y depuración de ASVs . . . . . . 33
4.8.4 Análisis de diversidad de la microbiota intestinal bacteriana . . . . . . . . . . . . 33
4.8.5 Análisis de taxonomía de la microbiota intestinal bacteriana . . . . . . . . . . . . 35
4.8.6 Análisis de predicción funcional de la microbiota intestinal bacteriana . . . . . . . 38

4



5 Resultados 39
5.1 Datos de secuenciación del gen ARNr 16S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
5.2 Población de estudio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
5.3 Diversidad de la microbiota intestinal bacteriana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

5.3.1 Normalización del tamaño de biblioteca de las muestras para análisis de diversidad
alfa y beta . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

5.3.2 Diversidad alfa de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores
hipertensos bajo tratamiento farmacológico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

5.3.3 Diversidad beta de adultos mayores hipertensos bajo tratamiento farmacológico . 45
5.4 Caracterización de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores hipertensos bajo

tratamiento farmacológico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
5.5 Índice Firmicutes/Bacteroidota de adultos mayores hipertensos bajo tratamiento

farmacológico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
5.6 Abundancia diferencial de taxones de hipertensos con presión arterial controlada versus

hipertensos con presión arterial no controlada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
5.7 Composición funcional de la microbiota intestinal de adultos mayores mexicanos con

hipertensión arterial: PICRUSt 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

6 Discusión 57
6.1 Microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos . . . . . . . . . . . . . . 57

6.1.1 Diversidad alfa de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos 58
6.1.2 Composición taxonómica de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores

mexicanos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
6.2 Microbiota intestinal bacteriana de hipertensos con presión arterial controlada versus

hipertensos con presión arterial no controlada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
6.2.1 Diversidad alfa y beta de hipertensos con presión arterial controlada versus

hipertensos con presión arterial no controlada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
6.2.2 Índice Firmicutes/Bacteroidota de hipertensos con presión arterial controlada

versus hipertensos con presión arterial no controlada . . . . . . . . . . . . . . . 63
6.2.3 Abundancia diferencial de taxones de hipertensos con presión arterial controlada

versus hipertensos con presión arterial no controlada . . . . . . . . . . . . . . . 63
6.2.4 Composición funcional de la microbiota intestinal bacteriana de hipertensos con

presión arterial controlada versus hipertensos con presión arterial no controlada . 65
6.3 Limitaciones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

7 Conclusiones y perspectivas 67

Apéndices 81

Apéndice A Dictamen de aprobación 82

5



Apéndice B Toma de muestra de materia fecal 83

Apéndice C Diversidad beta: Gráficos de sedimentación 85

Apéndice D Composición de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores
mexicanos 86

Apéndice E Evaluación de las diferencias de la microbiota intestinal de adultos mayores
clasificados por grupo de edad y control de los niveles de presión arterial 96

6



Índice de tablas

Tabla 1 Mecanismo de acción de los fármacos antihipertensivos de primera línea . . . . . . 15
Tabla 2 Estudios sobre hipertensión arterial y microbiota intestinal en humanos . . . . . . 20

Tabla 3 Lecturas e individuos restantes después de cada paso del procesamiento de los datos
de secuenciación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

Tabla 4 Características clínicas y demográficas de la población de estudio . . . . . . . . . . 42
Tabla 5 Diversidad alfa de adultos mayores mexicanos con hipertensión arterial . . . . . . . 44
Tabla 6 Predicción funcional de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores

mexicanos con hipertensión arterial . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

Tabla D1 Composición de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos
con hipertensión arterial: Filo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86

Tabla D2 Composición de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos
con hipertensión arterial: Género . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87

7



Índice de figuras

Figura 1 Pirámide demográfica: 2015 y 2050 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

Figura 2 Información de calidad de datos de secuenciación. . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
Figura 3 Curvas de rarefacción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
Figura 4 Gráficos de violín comparando diversidad alfa de adultos mayores clasificados por

grupo de edad. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
Figura 5 Gráficos de violín comparando diversidad alfa de hipertensos con presión arterial

controlada versus hipertensos con presión arterial no controlada. . . . . . . . . . . . . . 45
Figura 6 Diversidad beta de adultos mayores mexicanos clasificados por grupo de edad . . 46
Figura 7 Diversidad beta de hipertensos con presión arterial controlada versus hipertensos

con presión arterial no controlada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
Figura 8 Composición de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores hipertensos

bajo tratamiento farmacológico a nivel de filo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
Figura 9 Composición de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores hipertensos

bajo tratamiento farmacológico a nivel de género . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
Figura 10 Gráficos de violín de índice Firmicutes/Bacteroidota . . . . . . . . . . . . . . . . 52
Figura 11 Abundancia diferencial de taxones utilizando métodos estadísticos sin variables

clínicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
Figura 12 Abundancia diferencial de taxones utilizando métodos estadísticos con variables

clínicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55

Figura A1 Dictamen de aprobación del Comité de Investigación del Instituto Nacional de
Medicina Genómica (INMEGEN) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82

Figura B2 Instructivo de toma de muestra de materia fecal para los pacientes. Anverso. . . . 83
Figura B3 Instructivo de toma de muestra de materia fecal para los pacientes. Reverso. . . . 84

Figura C4 Gráficos de sedimentación de PCoA para diversidad beta . . . . . . . . . . . . . . 85

Figura E5 Gráficos de violín comparando diversidad alfa de pacientes clasificados por niveles
de presión arterial y edad . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97

Figura E6 Diversidad beta de adultos mayores mexicanos clasificados por grupo de edad . . 98
Figura E7 Gráficos de violín de índice Firmicutes/Bacteroidota . . . . . . . . . . . . . . . . 99
Figura E8 Abundancia diferencial de taxones para adultos mayores clasificados según el control

de su presión arterial y según su edad . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100

8



Abreviaturas

ADN Ácido desoxirribonucleico

ANOVA Análisis de varianza

ARA II Antagonistas de los receptores AT1 de angiotensina II

ARNm Ácido ribonucleico mensajero

ARNr Ácido ribonucleico ribosomal

ASV Amplicon Sequence Variant

BCC Bloqueadores de canales de calcio

CLR Centered log-ratio/Transformación log-cociente centrada

CMN SXXI Centro Médico Nacional Siglo XXI

COSFAMM Cohorte de Obesidad, Sarcopenia y Fragilidad en Adultos Mayores Mexicanos

DADA Divisive Amplicon Denoising Algorithm

dNTP Dinucleótido trifosfatado

ENSANUT 2020 Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 2020

F/B Firmicutes/Bacteroidota

FDR False discovery rate/Tasa de descubrimientos falsos

GLM Modelo lineal generalizado

GLM-NB Modelo lineal generalizado negativo binomial

HTA Hipertensión arterial

HTN Hipertensos

IECA Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina I

IMC Índice de masa corporal

IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social

INMEGEN Instituto Nacional de Medicina Genómica

ITS Internal Transcribed Spacer/Espaciador Transcrito Interno

9



LDA Análisis discriminante lineal

LDL-ox Lipoproteínas de baja densidad oxidadas

LEfSe Linear discriminant analysis effect size

NGS Next generation sequencing/Secuenciación de próxima generación

NO Óxido nítrico

PA Presión arterial

PAD Presión arterial diastólica

PAS Presión arterial sistólica

PCo Coordenada principal

PCoA Análisis de coordenadas principales

PCR Polymerase chain reaction/Reacción en cadena de la polimerasa

PERMANOVA Análisis de varianza multivariante permutacional

pHTN Prehipertensos

PICRUSt Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States

QIIME Quantitative Insights Into Microbial Ecology

R Ratas Dahl resistentes a la sal

RESCRIPt REference Sequence annotation and CuRatIon Pipeline

S Ratas Dahl sensibles a la sal

SCFA Short-chain fatty acid/Ácido graso de cadena corta

SRAA Sistema renina-angiotensina-aldosterona

TMAO N–óxido de trimetilamina

TSS Total-sum scaling

USec Unidad de Secuenciación

WKY Wistar-Kyoto

10



Resumen

La hipertensión arterial (HTA) es un problema de salud pública que afecta principalmente a adultos mayores, con una

prevalencia del 30.2% en México. A pesar de que el 70.7% de los pacientes con diagnóstico de HTA cuenta con tratamiento

farmacológico, solo la mitad mantiene niveles adecuados de presión arterial (PA). Debido al envejecimiento demográfico

actual, se espera que estas cifras incrementen en los próximos años. Actualmente se sabe que la HTA tiene un origen

multifactorial que involucra factores de riesgo tanto genéticos como ambientales. Aunque recientemente se ha demostrado

que alteraciones en la microbiota intestinal podrían estar asociadas con la HTA, su impacto no ha sido caracterizado a

detalle. El objetivo de este estudio fue identificar diferencias en la diversidad y composición bacteriana de la microbiota

intestinal de hipertensos con PA controlada versus hipertensos con PA no controlada, así como llevar a cabo la primera

caracterización reportada de la microbiota intestinal de adultos mayores mexicanos.

Se incluyeron 81 pacientes adultos mayores, de sexo femenino o masculino, hipertensos bajo tratamiento farmacológico

pertenecientes a la Cohorte de Obesidad, Sarcopenia y Fragilidad en Adultos Mayores Mexicanos (COSFAMM) de la Unidad

de Investigación Epidemiológica y en Servicios de salud del Centro Médico Nacional Siglo XXI (CMN SXXI) del Instituto

Mexicano del Seguro Social (IMSS), de los cuales 61 individuos (75.3%) fueron clasificados como hipertensos con PA

controlada y 20 individuos (24.7%) como hipertensos con PA no controlada. A partir de muestras de materia fecal se

extrajo ADN y se prepararon bibliotecas de secuenciación de las regiones V3-V4 del gen bacteriano ARNr 16S. El análisis

bioinformático de los datos de secuenciación se llevó a cabo en QIIME 2 versión 2021.8, y el análisis estadístico en R versión

4.2.0.

Se observó una disminución significativa en la diversidad alfa en hipertensos con PA no controlada, lo cual se ha

reportado previamente en pacientes con HTA sin tratamiento farmacológico y podría indicar que la falta de eficacia del

tratamiento farmacológico antihipertensivo conlleva a una microbiota intestinal característica de estados de enfermedad.

Además, se identificó abundancia diferencial en tres géneros bacterianos, aunque la significancia estadística no se conservó

tras la corrección por el método FDR. Los SCFAs, así como taxones productores de SCFAs se han asociado comúnmente

con la disminución de los niveles de PA en pacientes hipertensos, sin embargo, en este estudio los géneros Marvinbryantia

y grupo Lachnospiraceae FCS020, productores de SCFAs, se encontraron enriquecidos en hipertensos con PA controlada.

Las observaciones derivadas de este estudio sugieren que la diversidad y composición de la microbiota intestinal

bacteriana difiere entre hipertensos con PA controlada e hipertensos con PA no controlada bajo tratamiento

farmacológico. Esto marca una pauta para ampliar el presente estudio, confirmar los resultados encontrados y profundizar

en el conocimiento de la asociación entre microbiota intestinal y el control de la PA.
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1. Marco teórico

1.1. Envejecimiento de la población o tercera transición demográfica

Desde la segunda mitad del siglo XX la humanidad padece uno de los mayores fenómenos globales:
el envejecimiento de la población o tercera transición demográfica. Esta transición consiste en una
disminución de la fertilidad femenina, una mayor tasa de supervivencia infantil, una longevidad
prolongada y un rápido incremento en la proporción de adultos mayores. Sus principales causas son las
mejores condiciones de vida, servicios de salud y educación con que se cuenta actualmente1,2.

A nivel mundial se estima que la proporción de adultos mayores se duplicará en los próximos años,
del 8.5% en 2015 a 16.7% en 20503, mientras en México se estima que este sector crecerá del 6.8%
al 16.8% en el mismo periodo4. Esto representa una problemática primordial en salud pública, pues la
adaptación que duró más de un siglo en países altamente desarrollados como Francia, está sucediendo en
tan sólo dos décadas en México y en otros menos desarrollados, donde se concentrará más del 80% del
total de adultos mayores a nivel mundial5.

El incremento en la frecuencia de individuos sexagenarios supone como reto su inclusión en actividades
tanto sociales como económicas con el fin de fomentar un desarrollo sustentable del país. Para lograrlo,
dicho sector debe ser autosuficiente, lo que implica mantener una salud óptima hasta edades avanzadas,
y, por tanto, ahondar en su caracterización para generar estrategias encaminadas a un envejecimiento
saludable5,6.

Contrario a los objetivos, poca evidencia señala que los adultos mayores en la actualidad sean más
saludables de lo que lo fueron sus padres a la misma edad1. Esto se refleja en la alta prevalencia de
enfermedades crónicas como hipertensión, diabetes y artritis que se reporta en los individuos que se
encuentran en esta etapa de la vida. Esto supone uno de los principales desafíos económicos a los que se
enfrenta México, pues este tipo de padecimientos suele involucrar cuidados a largo plazo, y provocar
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, cuyos costos deben ser cubiertos, no sólo por el
gobierno, sino por la sociedad en general6,7. Esto resalta la importancia de tomar acciones tan rápido
como sea posible para enfrentar de la mejor manera este drástico cambio social.

1.2. Hipertensión arterial

Definición y epidemiología

La hipertensión arterial (HTA), definida como una presión arterial sistólica (PAS) ≥ 140 mm Hg
y/o una presión arterial diastólica (PAD) ≥ 90 mm Hg, es la afección crónica más común y el principal
factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (enfermedad coronaria e insuficiencia

12



Figura 1: Pirámide demográfica: 2015 y 2050. Estimaciones del cambio en la estructura poblacional mexicana entre el año
2015 y 2050. Fuente: CONAPO. Conciliación Demográfica de México 1950-2015 y Proyecciones de la Población de México
y de las Entidades Federativas, 2016-2050.

cardiaca) y cerebrovasculares (derrame cerebral), las cuales se consideran las primeras causas de muerte
a nivel mundial8-11.

La presión arterial (PA) incrementa con la edad, por lo que con el envejecimiento poblacional actual se
espera que la prevalencia mundial de 1130 millones de hipertensos, reportada para el año 2015, aumente
considerablemente en las próximas décadas, siendo los principales afectados los países subdesarrollados y
en vías de desarrollo como México9,11, donde el 30.2% de la población sufre HTA, según lo reportado
por la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 2020 (ENSANUT 2020)12.

Fisiopatología de la hipertensión arterial

La fisiopatología de la HTA involucra una serie de complejos mecanismos interrelacionados que
contribuyen al aumento y mantenimiendo de la PA. Comprender estos mecanismos es esencial para
tener un mayor entendimiento de la enfermedad. A continuación se mencionan los principales
componentes fisiopatológicos de la HTA:

Gasto cardiaco y resistencia vascular periférica
Uno de los rasgos distintivos de la HTA es el incremento en la influencia de iones Ca2+ a través de los
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canales de Ca2+ tipo L dependientes de voltaje que se encuentran en células musculares lisas vasculares
y miocitos, lo cual promueve el desarrollo de un tono vascular anormal, tendiente a la vasoconstricción,
y una elevada resistencia vascular periférica, factores que causan aumento en los niveles de PA13,14.

Sistema renina-angiotensina-aldosterona
El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) es un mecanismo complejo que juega un papel

importante en la conservación de la estabilidad hemodinámica del cuerpo humano mediante la regulación
de la PA y el balance hidroelectrolítico. Por tanto, defectos en este mecanismo pueden contribuir a la
patogénesis de la HTA15.

La cascada hormonal clásica del SRAA comienza con la producción de renina por las células
yuxtaglomerulares del riñón, la cual convierte el angiotensinógeno, sintetizado principalmente en el
hígado, en angiotensina I. La angiotensina I es transformada por la enzima convertidora de angiotensina
I en angiotensina II. La angiotensina II puede unirse a dos receptores, AT1 y AT2, generando efectos
opuestos. La interacción con el receptor AT1 promueve vasoconstricción, liberación de aldosterona y de
vasopresina, así como retención de agua y sodio, lo que conduce al incremento de la PA. Mientras que la
interacción con el receptor AT2 provoca vasodilatación, lo cual conlleva a la disminución de la PA15-17.

Sistema nervioso autónomo
Como parte del sistema nervioso autónomo, el sistema nervioso simpático tiene un papel primordial

en la patogénesis de la HTA, en gran medida por la activación de los nervios simpáticos renales. Existe
una amplia inervación de las venas sanguíneas renales, el aparato yuxtaglomerular y los túbulos renales.
La activación excesiva de estos nervios tiene como consecuencia el aumento en la retención de sodio,
el incremento en la secreción de renina y la desregulación en la excreción renal de sodio, lo cual puede
inducir el incremento en los niveles de PA. Actualmente, los mecanismos que provocan la activación de
los nervios simpáticos renales en la HTA continúan siendo estudiados17.

Por otra parte, la epinefrina (adrenalina) y norepinefrina (noradrenalina), neurotransmisores más
importantes del sistema nervioso simpático, también participan en la regulación de la PA. La
norepinefrina produce vasoconstricción e hipertensión diastólica por estimulación de receptores
¸–adrenérgicos, mientras que la epinefrina provoca estimulación cardiaca con hipertensión sistólica y
taquicardia al interactuar con receptores ˛-adrenérgicos13,17.

Disfunción endotelial y sustancias vasoactivas
Las células del endotelio vascular juegan un papel clave en la regulación cardiovascular mediante la

producción de un considerable número de potentes agentes vasoactivos locales. Por tanto, la disfunción del
endotelio está implicada en la patogénesis de la HTA13. Las principales sustancias vasoactivas derivadas
del endotelio que actúan como mecanismos de regulación de la PA son endotelina–1, cuya interacción con
los receptores de endotelina A de las células musculares lisas vasculares causa vasodilatación, desregulación
en la excreción renal de sodio e incremento de la PA; y óxido nítrico (NO), importante vasodilatador,
cuya inhibición provoca deficiencia en la excreción renal de sodio así como elevación de la PA. Otro
importante agente vasoactivo, producido en los ventrículos, es el péptido auricular natriurético, el cual
produce vasodilatación arterial, excreción renal de sodio, e inhibición del SRAA, del sistema nervioso
autónomo y de endotelina–118.
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Tratamiento farmacológico antihipertensivo y falla terapéutica

En México, el tratamiento de la HTA se basa inicialmente en la evaluación de riesgo cardiovascular,
daño a órgano blanco y presencia de comorbilidades basado en pruebas bioquímicas y clínicas. Ante la
ausencia de enfermedades adyacentes y un riesgo cardiovascular bajo o medio se opta por un tratamiento
no farmacológico enfocado a la modificación del estilo de vida del paciente. Si lo anterior no funciona o el
riesgo cardiovascular es alto, se recurre al tratamiento farmacológico, como monoterapia, con alguno de
los antihipertensivos de primera línea: diuréticos, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
I (IECA), antagonistas de los receptores AT1 de angiotensina II (ARA II), bloqueadores de canales de
calcio (BCC) o ˛ – bloqueadores (Tabla 1).

Los fármacos antihipertensivos se prescriben inicialmente en dosis bajas, las cuales, dependiendo de
la respuesta y niveles de PA, se incrementan gradualmente hasta alcanzar la dosis máxima. Cuando
lo anterior no conlleva a la meta terapéutica, se cambia la clase farmacológica del antihipertensivo y
como último recurso, ante la persistencia del problema, se añade un segundo, tercer o hasta cuarto
fármaco antihipertensivo al régimen. Sin embargo, en muchos casos, incluso con el uso de dos o más
antihipertensivos, los niveles de PA no logran controlarse19,20.

Tabla 1: Mecanismo de acción de los fármacos antihipertensivos de primera línea

Fármaco antihipertensivo Mecanismo de acción

Diuréticos
Inhiben la reabsorción de iones sodio y cloro de los túbulos contorneados distales

en los riñones21

˛-bloqueadores
Son antagonistas competitivos que bloquean los sitios receptores para epinefrina

y norepinefrina en los receptores ˛-adrenérgicos21

IECA
Bloquean la conversión de angiotensina I a angiotensina II provocando

vasodilatación y decremento de la PA21

ARA II Bloquean directamente los receptores AT1 de angiotensina II21

BCC
Interrumpen el movimiento de calcio a través de los canales de calcio presentes en

el músculo cardiaco y en las arterias periféricas21

¸-bloqueadores
Inhiben la unión de norepinefrina a los receptores adrenérgicos ¸1 en las células

musculares lisas vasculares21

Las cifras indican que en México 70.7% de los pacientes con diagnóstico de HTA cuenta con
tratamiento farmacológico, sin embargo, sólo la mitad logra la meta terapéutica PA12. Hasta el
momento se sabe que algunos de los factores involucrados con esta falta de control o falla terapéutica
son:

Estilo de vida. Hábitos como el tabaquismo, alcoholismo y consumo de cafeína suelen causar
elevación de la PA del paciente22.
Falta de adherencia al tratamiento farmacológico. El paciente no toma el medicamento prescrito, o
si lo hace ingiere una dosis mayor, menor o en horarios equívocos, lo cual conlleva a falla terapéutica
y por tanto, a la falta de control sobre los niveles de PA23,24.
Polifarmacia. Es común en pacientes con multimorbilidad, generalmente adultos mayores, el uso de
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múltiples fármacos. Esto puede provocar interacciones medicamentosas que inhiben el mecanismo
de acción del o los antihipertensivos empleados, o bien, alguna de las sustancias involucradas puede
tener efecto, por sí misma, sobre los niveles de PA22,25.
Factores genéticos y farmacogenéticos. Estudios que versan sobre HTA han identificado genes
involucrados con la homeostasis hidroelectrolítica, la estructura y regulación del tono vascular,
que tienen relación directa con los niveles de PA26. Mientras que en farmacogenómica se ha visto
que la presencia de polimorfismos en ciertos genes tiene efecto sobre la eficacia de algunos
agentes antihipertensivos. Como ejemplo de ello se tiene la asociación de NEDD4L con los
diuréticos tiazídicos, así como de ADRB1 con los ˛-bloqueadores27.

Sin embargo, estas causas no son investigadas para cada paciente y aunque lo fueran, no existen
estrategias de solución para la mayoría de ellas. Por lo que es preciso ahondar más en las posibles causas
y factores involucrados con este fenómeno, pues los pacientes cuyos niveles elevados de PA persisten, se
mantienen en alto riesgo de sufrir daño vascular, discapacidad e incluso la muerte24,28,29.

1.3. Microbiota humana

El cuerpo humano, al igual que el del resto de los mamíferos, se encuentra habitado por comunidades
de microorganismos, las cuales al encontrarse en un equilibrio dinámico y simbiótico con su hospedero
son esenciales para su funcionamiento normal. Mientras que al conjunto de bacterias, arqueas, hongos,
protozoarios y virus encontrado dentro y sobre el cuerpo humano se le conoce como microbiota humana,
al genoma que albergan en conjunto dichos microorganismos se le denomina microbioma humano8,30.

Se calcula que hay de dos a 20 millones de genes microbianos asociados con el cuerpo humano,
es decir, exceden al menos 100 veces los aproximadamente 20,000 genes humanos31. Debido a esto,
la microbiota hace vitales contribuciones a la homeostasis energética, metabolismo, salud del epitelio
intestinal, actividad inmunológica y neurodesarrollo del individuo30.

Aunado a lo anterior, la microbiota se caracteriza por estar en constante cambio. Esto se debe al
propio proceso de crecimiento y desarrollo que sufren los individuos, de modo que la diversidad microbiana
aumenta durante la infancia y tiende a disminuir con edades avanzadas. Sin embargo, la edad no es el único
factor que produce variaciones en la microbiota, factores como dieta, ejercicio, tabaquismo, alcoholismo,
uso de antibióticos, la presencia de alguna enfermedad y el embarazo también pueden modificar su
composición y estructura8,32.

16



Microbiota intestinal

La microbiota humana se encuentra distribuida de manera diferencial en todo el organismo. Múltiples
estudios han mostrado que cada individuo posee una microbiota única y que de igual manera, cada sitio
del cuerpo alberga comunidades microbianas únicas8. En este sentido, la microbiota intestinal es una de
las más ampliamente caracterizadas en lo que respecta a su composición bacteriana, siendo representada
por Firmicutes y Bacteroidota, y en menor grado por Actinobacteriota y Proteobacteria a nivel de filo,
mientras que Prevotella, Bacteroides y/o Ruminococcus son abundantes a nivel de género32,33.

En cuanto a su papel en la fisiología humana, la microbiota intestinal contribuye en el metabolismo de
fibras dietéticas que las enzimas humanas no pueden digerir. También impide la invasión de patógenos,
contribuye a la educación y estimulación del sistema inmune, al mantenimiento de la homeostasis e
integridad del epitelio intestinal, a la síntesis de vitamina B y vitamina K, y a la mejora en la funcionalidad
y motilidad del tracto gastrointestinal8.

En los últimos años, cambios en su composición se han relacionado con fisiopatologías como
diabetes, cáncer, trastornos intestinales, enfermedades hepáticas, condiciones inmunes, síndrome
metabólico e HTA32, por lo que centrarse en su estudio continúa resultando relevante.

Microbiota intestinal en adultos mayores

La microbiota sufre cambios con la edad. Estudios recientes han reportado claras diferencias entre la
microbiota intestinal de bebés, niños, adultos y ancianos34. Una de las variaciones más significativas en
su composición ocurre en la transición de la edad adulta a la vejez35. Esta transformación tiene origen
tanto en los cambios fisiológicos como en la modificación que suele haber en la dieta del adulto mayor
debido a la pérdida de dientes, disminución en su habilidad para masticar, detrimento de su sentido del
gusto, y reducción de la motilidad intestinal que deriva en un tránsito intestinal lento y en la alteración del
intercambio de nutrientes. Otros cambios fisiológicos importantes que se han relacionado con la variación
de la microbiota intestinal en esta edad son la inmunocenescencia, que es el proceso de disfunción
inmunológica que ocurre con la edad, y el fenómeno conocido como inflamm-aging, que se refiere a la
inflamación sistémica de bajo grado que acompaña al envejecimiento, la cual se debe a una reducción
global en la capacidad del organismo para enfrentar factores estresantes36,37.

Mientras algunos estudios sobre microbiota intestinal y envejecimiento han reportado que en
comparación con adultos jóvenes, los adultos mayores presentan una reducción en la diversidad del
ecosistema intestinal, otros reportan un aumento en dicha diversidad34,38. No obstante, todos coinciden
en el incremento en la colonización de especies oportunistas y patobiontes (simbiontes del tracto
gastrointestinal con potencial patogénico), incluyendo estreptococos, estafilococos, enterobacterias y
enterococos, lo cual se ha atribuido al proceso de inmunosenescencia. Adicionalmente, hay
reordenamientos en la población de microorganismos sacarolíticos y proteolíticos, como Firmicutes y
Bacteroidota, y disminución en bacterias productoras de ácidos grasos de cadena corta (SCFA por sus
siglas en inglés), en particular butirato, como Faecalebacterium, Coprococcus y Roseburia39. Cabe
señalar que estos metabolitos se conocen por sus efectos benéficos sobre la salud, incluyendo su
capacidad anti–inflamatoria35,36.
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Los cambios mencionados tienden a estar relacionados con factores de riesgo para la salud de individuos
en edades avanzadas, por lo que modular la microbiota intestinal resulta una de las principales estrategias
para mantener un estado de salud favorable en este creciente sector de la población. En la actualidad, se
ha propuesto el uso de prebióticos y probióticos como estrategia para disminuir los efectos adversos que
pueda tener la modificación de la microbiota intestinal. En este sentido, múltiples estudios clínicos han
mostrado que su utilización incrementa la producción de SCFA y mejora la respuesta del sistema inmune,
lo cual tiene un impacto positivo sobre la salud de los individuos. Pese a ello, aún falta comprender más
la relación entre microbiota intestinal y envejecimiento, de modo que las intervenciones médicas que se
hagan sean racionales y no sólo producto de un conocimiento empírico35,36.

Microbiota intestinal e hipertensión arterial

La regulación de la PA es un proceso complejo en el que participan múltiples sistemas fisiológicos
influenciados por factores tanto ambientales como genéticos8,40. Aunque se sabe que la interacción entre
estos factores forma parte de la etiología de la HTA, las causas precisas de esta morbilidad aún no han
sido elucidadas por completo41. Estudios recientes sugieren que la microbiota intestinal interviene en la
regulación de la PA y que alteraciones en su composición contribuyen al desarrollo y progresión de la
HTA8,40.

En 1982, se demostró que el tratamiento con antibióticos podía producir una elevación en la PA, lo
que implicaba la probable relación entre microbiota intestinal y la regulación de la PA42,43, confirmado por
investigaciones posteriores. En el estudio de Yang et al. (2015)44 en ratas espontáneamente hipertensas,
se observó una disminución en la riqueza y diversidad de la microbiota intestinal, así como un marcado
incremento en la relación Firmicutes/Bacteroidota (F/B), sugiriendo que alteraciones en la microbiota
intestinal se asociaban con la HTA.

Otro estudio mostró que ratas normotensas Wistar–Kyoto (WKY) al ser trasplantadas con la
microbiota intestinal de ratas hipertensas presentaban un incremento significativo tanto en su PAS
como en la relación F/B en comparación con las ratas WKY normotensas45,46.

En concordancia, otro experimento reportó que ratas Dahl sensibles a la sal (S) en comparación
con ratas Dahl resistentes (R), tenían una abundancia significativamente mayor de las familias S24–7 y
Veillonellaceae de los filos Bacteroidota y Firmicutes, respectivamente, además que las ratas S en las
que se hacía trasplante de microbiota intestinal de ratas R presentaban una mayor PA que aquellas que
recibían microbiota intestinal de ratas S46,47.

Aunque los estudios en animales han dilucidado cierta relación entre la microbiota intestinal y la
HTA, las investigaciones en humanos continúan siendo pocas y en su mayoría observacionales (Tabla
2). Por mencionar algunas de estas investigaciones, Yang et al. (2015)44 para corroborar la asociación
entre microbiota intestinal e HTA encontrada en ratas WKY, realizaron el análisis de la composición de la
microbiota intestinal de 10 pacientes con PAS normal (119 ± 2 mmHg) y siete pacientes con PAS elevada
(144 ± 9 mmHg), encontrando una disminución en la riqueza y una alteración en la composición de la
microbiota en los individuos hipertensos comparados con los normotensos40. Asimismo, otra investigación
realizada en China40,41, en la que se examinó la composición de la microbiota intestinal de 196 pacientes
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clasificados como controles sanos, prehipertensos (pHTN) e hipertensos (HTN) demostró que la riqueza
y diversidad microbiana decrece dramáticamente en los grupos pHTN e HTN en comparación con los
controles sanos. Aunado a ello, los géneros Prevotella y Klebsiella se encontraron enriquecidos en pHTN
e HTN, Porphyromonas y Actinomyces sólo en HTN, y Bacteroides, Faecalibacterium, Oscillibacter,
Roseburia, Bifidobacterium, Coprococcus y Butyrivibrio en los controles sanos. Estos últimos géneros se
caracterizan por ser esenciales para mantener un estado saludable.

Los estudios realizados hasta el momento sobre microbiota intestinal confirman que la HTA está
asociada con alteraciones en su composición y diversidad. Sin embargo, los estudios no sólo deben
centrarse en qué microorganismos se encuentran o no en el intestino, sino también en qué metabolitos
bioactivos están siendo secretados por los microorganismos presentes. Actualmente se sabe que son tres
los principales metabolitos microbianos asociados con la HTA:

SCFA. Son resultado del proceso de fermentación que realiza la microbiota intestinal sobre la fibra
proveniente de la dieta. Su principal acción relacionada con la patogénesis de la HTA es ejercida
sobre receptores acoplados a proteína G expresados en los riñones, cuya estimulación puede regular
rutas metabólicas que afectan la secreción de renina y por ende la PA8,43,48,49.
Lipoproteínas de baja densidad oxidadas (LDL-ox). Alteraciones en la microbiota intestinal pueden
promover la expresión de citocinas pro–inflamatorias e inducir estrés oxidativo, lo que puede
estimular la producción de LDL-ox. Estudios han mostrado que altos niveles de LDL-ox
contribuyen a la HTA al inhibir la generación de NO y endotelina–1. El NO es un conocido
vasodilatador producido mediante la oxidación de L–arginina por la NO sintasa, de modo que al
provocar una reducción en los niveles de NO, las LDL-ox disminuyen el grado de vasodilatación.
La endotelina–1 a bajas concentraciones tiene efectos vasodilatadores al activar el receptor
endotelial B y promover la producción de NO, sin embargo, causa vasoconstricción a altas
concentraciones al incrementar la producción de LDL-ox y activar el receptor endotelial A43.
N–óxido de trimetilamina (TMAO por sus siglas en inglés). La microbiota intestinal metaboliza la
colina, fosfatidilcolina y L–carnitina provenientes de la dieta, principalmente huevo y carnes rojas,
para producir trimetilamina, la cual es posteriormente oxidada a TMAO por acción de la microbiota
intestinal8,43,50. Se ha visto que en individuos que poseen altas concentraciones de TMAO circulante
el riesgo de sufrir HTA incrementa un 12% en comparación con individuos con bajas concentraciones
del metabolito51.

Microbiota intestinal y fármacos antihipertensivos

Desde finales de los años 50 los investigadores han sabido que la microbiota intestinal afecta el modo
en que los fármacos, y xenobióticos en general, son metabolizados. Estudios recientes realizados con
levodopa, irinotecán y digoxina han mostrado que la microbiota intestinal tiene una relación directa con
su eficacia al convertirlos en metabolitos activos, inactivos e incluso tóxicos52,53.
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Tabla 2: Estudios sobre hipertensión arterial y microbiota intestinal en humanos

Estudio País Año n Principales hallazgos

Kang et al.54 China 2023 125 Diferencias significativas en la diversidad alfa y beta de hipertensos controlados e hipertensos

no controlados. Los géneros bacterianos Streptococcus y Akkermansia podrían funcionar

como predictores del control a largo de plazo de los niveles de PA en pacientes con HTA.

Wang et al.55 China 2021 1,082 Asociación entre la microbiota intestinal y metabolitos plasmáticos con la PA, sugiriendo

un posible papel de ambos factores en la regulación de la PA. Asociación positiva de varios

metabolitos lipídicos con la PA.

Verhaar et

al.56

Países

Bajos

2020 4,672 Asociación entre la composición de la microbiota intestinal y la PA, con marcadas diferencias

entre grupos grupos étnicos. Asociación de mayor abundancia de bacterias productoras de

SCFAs con menores niveles de PA, así como con menores niveles de SCFAs en heces.

Silveira-Nunes

et al.57

Brasil 2020 80 Diferencia significativa en la composición de la microbiota intestinal de hipertensos y

normotensos. Asociación de los cambios con niveles elevados de marcadores de inflamación

en hipertensos. Mayor proporción de los géneros bacterianos Lactobacillus y Akkermansia

en hipertensos, así como menor proporción de bacterias comensales productoras de butirato

como Roseburia y Faecalibacterium.

Palmu et al.58 Finlandia 2020 6,953 Asociación negativa de algunas especies del género bacteriano Lactobacillus, entre las que

destacó el probiótico Lactobacillus paracasei, con los niveles de PA y el consumo de sodio.

Calderón-

Pérez et al.59

España 2020 61 Abundancia diferencial en algunas especies bacterianas entre hipertensos y normotensos.

Niveles mayores de SCFAs en heces y menores en plasma en hipertensos, sugiriendo una

menor eficiencia de absorción de SCFAs en estos pacientes.

Takagi et al.60 Japón 2020 239 Asociación de cambios en la microbiota intestinal con HTA, hiperlipidemia y diabetes meliitus

tipo 2. Mayor abundancia del filo bacteriano Actinobacteria y menor abundancia del filo

Bacteroidetes en todos los grupos de enfermedades.

Chang et al.61 China 2020 63 Diferencia significativa en la diversidad de la microbiota intestinal de mujeres con preeclampia,

así como abundancia diferencial en distintos filos y géneros bacterianos en comparación

con mujeres embarazadas sanas. Niveles más bajos de SCFAs en heces en mujeres con

preeclampsia.

Kim et al.62 Brasil 2020 30 Cambios significativos en la microbiota intestinal de pacientes con HTA pulmonar, tanto a

nivel taxonómico como funcional, en comparación con controles sanos. Diferencia significativa

en géneros bacterianos productores de butirato y propionato.

Sun et al.63 EUA 2019 529 Asociación negativa de HTA y PA sistólica con diversidad alfa. Hipertensos presentan

diversidad beta distinta con respecto a normotensos. Asociación de varios géneros bacterianos

con HTA y PA sistólica.

HTA: Hipertensión arterial; PA: Presión arterial; SCFA: Ácidos grasos de cadena corta
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Tabla 2: Continuación

Estudio País Año n Principales hallazgos

Mushtaq et

al.64

China 2019 80 Mayor diversidad alfa en hipertensos en comparación con controles sanos. Diferencia

significativa en la abundancia de Prevotella 9, Megasphaera, Parasutterella, Escherichia-

Shigella, Bacteroides y Faecalibacterium al comparar ambos grupos.

Dan et al.10 China 2019 129 Diferencia significativa en la abundancia de varios géneros bacterianos al comparar

hipertensos, pacientes con HTA sistólica aislada y pacientes con HTA diastólica aislada con

normotensos. La abundancia microbiana se ve influenciada por y se correlaciona con la PA.

Li et al.65 China 2019 235 Pacientes con HTA e hiperlipidemia presentan una disbiosis significativa en la microbiota

intestinal en comparación con controles sanos. La microbiota intestinal relacionada con estas

enfermedades podría consistir en una gran cantidad de taxones que se están influenciando

mutuamente en una red metabólica compleja.

Huart et al.66 Bélgica 2019 54 Correlación del género bacteriano Clostridium sensu stricto con los niveles de PA en

hipertensos sin tratamiento. Niveles de SCFAs significativamente elevados en hipertensos en

comparación con normotensos. Correlación entre metaboloma fecal y niveles de PA durante

24 h.

Zuo et al.67 China 2019 49 Diferencia significativa en los niveles de vitamina D3 en hipertensos comparados con

normotensos. Correlación de niveles de vitamina D3 con diversidad alfa y con géneros

bacterianos reducidos en hipertensos. La disbiosis de la microbiota intestinal presente en

hipertensos podría estar mediada parcialmente por la deficiencia de vitmina D3.

Kim et al.68 EUA 2018 40 Niveles elevados del factor de unión de ácidos grasos intestinales, lipopolisacáridos y celulas

Th17 proinflamatorias, indicadores de inflamación y permeabilidad intestinal, así como de

zonulina, indicador de disfunción de la barrera intestinal, en hipertensos. Relación entre

disfunción de la barrera intetinal y la microbiota intestinal con HTA.

Han et al.69 China 2018 196 Diferencia significativa en la composición del viroma intestinal entre hipertensos y

prehipertensos en comparación con normotensos. Es posible que los virus permitan una

mayor resolución y poder de discriminación que las bacterias para la diferenciación de los

tres distintos grupos.

Yan et al.50 China 2017 120 Diferencia significativa en la diversidad alfa y composición de la microbiota intestinal de

hipertensos en comparación con controles sanos. Mayor presencia de patógenos oportunistas

en hipertensos, y mayor distribuicón de bacterias productoras de SCFAs en controles sanos.

Li et al.41 China 2017 196 Diferencia en la composición de la microbiota intestinal de hipertensos en comparación con

normotensos, con diversidad reducida y alteración en las vías metabólicas bacterianas. El

transplante fecal de hipertensos a ratones gnobióticos inducen HTA, posible indicador de una

relación causal entre disbiosis intestinal e HTA.

HTA: Hipertensión arterial; PA: Presión arterial; SCFA: Ácidos grasos de cadena corta
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El arsenal de genes que alberga la microbiota intestinal la convierten en un amplio repositorio
enzimático con potencial para metabolizar fármacos administrados oralmente, principalmente a través
de dos principales tipos de reacciones: reducción e hidrólisis, particularmente en conjugados de fase II de
metabolismo hepático70. Las enzimas involucradas en estas reacciones mediadas por la microbiota
intestinal son ˛–glucosidasas, ˛–glucuronidasas, sulfatasas, azorreductasas, nitrorreductasas y nitrato
reductasas71, aunque también se han descrito descarboxilaciones, deshidroxilaciones, desalquilaciones,
deshalogenaciones y desaminaciones72.

En la actualidad, son pocos los estudios que demuestran el efecto de la microbiota sobre los fármacos
antihipertensivos. A mencionar, se ha visto que la incubación ex–vivo de amlodipino, un antihipertensivo
de la clase BCC, con suspensiones fecales de rata o de humano provoca un decremento en la concentración
del fármaco y un aumento en la concentración de su metabolito mayoritario. Aunado a ello, también en
ratas, se observó que la administración oral simultánea del antihipertensivo amlodipino y el antibiótico
ampicilina provocaba una mejor absorción del fármaco en el tracto gastrointestinal debido a la supresión
de la actividad metabólica de la microbiota intestinal. Con estos resultados es posible deducir que la
microbiota intestinal puede mediar interacciones fármaco–fármaco y que una alteración en su composición
puede derivar en una variación en el control farmacológico de la PA70,72,73. En apoyo a esto, en otro
estudio se comprobó que hay fármacos que son metabolizados por al menos un microorganismo del
tracto gastrointestinal, entre dichos fármacos se encontraban antihipertensivos como verapamil, valsartán
y olmesartán53.

No obstante, la interacción entre microbiota intestinal y fármacos es bidireccional, es decir, también
los fármacos pueden tener impacto sobre la microbiota, claro ejemplo de ello son los antibióticos como
la ampicilina mencionada anteriormente. De igual manera, este fenómeno ha sido poco descrito para los
antihipertensivos. En un estudio en el que se trató a ratas hipertensas con captopril, antihipertensivo de
la clase de los IECA, se observó una reversión de la alteración de la microbiota intestinal asociada con
la HTA debida a una disminución en la permeabilidad y fibrosis intestinal, así como a una mejora en la
longitud de las vellosidades del tracto gastrointestinal70.

Aún se necesita estudiar a detalle estas interacciones para determinar la relación exacta entre
microbiota intestinal e HTA y todavía más para saber cuál es el impacto que dicha relación puede tener
sobre los fármacos antihipertensivos70.

Microbiota intestinal y métodos de estudio

A lo largo del tiempo, múltiples métodos han sido utilizados para estudiar la microbiota intestinal. Los
primeros estudios usaban técnicas tradicionales de cultivos bacterianos, seguidas por la identificación de
los microorganismos a partir de sus características morfológicas y bioquímicas. Sin embargo, la mayoría de
las bacterias presentes en el tracto gastrointestinal son anaerobias, por lo que este método al favorecer el
crecimiento de organismos aerobios, subestima significativamente la diversidad presente en el intestino72.

Con el avance de la tecnología, a finales del siglo XX se desarrollaron técnicas moleculares que han
permitido estudiar la microbiota desde otra perspectiva: su genoma, superando así las limitaciones de
los métodos tradicionales74. Actualmente, la secuenciación genómica es la técnica más utilizada y su
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constante mejoramiento ha permitido tener un mayor conocimiento sobre la composición y funciones de
la microbiota intestinal y de la microbiota en general, así como del papel que juega dentro de la fisiología
y homeostasis del hospedero8.

En este sentido, se pueden distinguir tres principales análisis basados en la secuenciación del genoma:

Metataxonómica. Se refiere a la secuenciación de genes marcadores, usualmente regiones de los
genes ribosomales (ARNr) que se encuentran altamente conservadas entre taxones. Estos incluyen
al gen ARNr 16S de bacterias, gen ARNr 18S de eucariotas y a la región ITS (Internal Transcribed
Spacer/Espaciador Transcrito Interno) en hongos75. Es utilizada para caracterizar la composición
filogenética microbiana de una muestra8.
Metagenómica. Se refiere a la secuenciación masiva aleatoria de ADN (ácido desoxirribonucleico)
microbiano o shotgun, por el término en inglés, sin seleccionar un gen en particular75,76. Este tipo
de análisis identifica todos los genomas microbianos co–existentes en un mismo sitio junto con sus
posibles funciones biológicas8.
Metatranscriptómica. Se refiere a la captura y secuenciación del ARNm (ácido ribonucleico
mensajero) microbiano presente en una muestra, lo que puede ayudar a crear un perfil de todos
los genes que son transcripcionalmente activos, y por ende saber cuál es su abundancia relativa75.

Aunque hoy en día el uso de la metagenómica y la metatranscriptómica se encuentra en auge, la
metataxonómica sigue siendo el análisis más utilizado y de primera elección para el estudio de la microbiota
intestinal, sobre todo cuando el tema de interés se encuentra en fases iniciales de investigación. Como se
mencionó anteriormente este tipo de análisis se basa en genes marcadores, siendo la base de estudio de
la microbiota intestinal bacteriana el gen ribosomal bacteriano ARNr 16S74,75.

El gen ARNr 16S tiene una longitud aproximada de 1500 nucleótidos con ciertas variaciones entre
especies. Posee múltiples regiones altamente conservadas que se intercalan con nueve regiones
hipervariables (V1 a V9). La variación de nucleótidos en estas regiones hipervariables refleja la
divergencia evolutiva de las bacterias y por lo tanto, conocer su secuencia constituye un método
confiable para la identificación y clasificación filogenética de estos microorganismos74,77.

La principal ventaja de la identificación bacteriana basada en la secuenciación del gen ARNr 16S es
que no se necesita realizar cultivos bacterianos y, por tanto, es posible detectar tanto a las bacterias que
son cultivables como aquellas que no lo son. Aunado a esto, la existencia de bases de datos específicas
para el gen ARNr 16S agiliza la asignación taxonómica que involucra el análisis bioinformático, ya que la
cantidad de secuencias a cotejar es menor en comparación con bases de datos genómicas. Por el contrario,
la principal desventaja del uso del gen ARNr 16S radica en que no permite la captura de virus, hongos
y protozoarios, puesto que este gen es único de bacterias y alguna arqueas74,75,77. Sin embargo, sigue
siendo la herramienta más utilizada, sobre todo en estudios iniciales o exploratorios.

Cabe señalar que existen otras técnicas que no se basan en la secuenciación, como la metaproteómica,
que lleva a cabo la caracterización de todo el complemento proteico presente en una muestra en un
momento determinado, y la metabolómica, que realiza la determinación del perfil de metabolitos en un
espécimen o tejido. Ambas técnicas también contribuyen significativamente a nuestro entendimiento de
la relación entre microbiota y hospedero8,74.
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2. Justificación

La HTA es la principal causa de desarrollo de enfermedades cardiovasculares, discapacidad y muertes
prematuras en todo el mundo. Tiene una prevalencia del 30.2% en México y afecta aproximadamente
al 50% de adultos mayores, de los cuales al menos la mitad no mantiene bajo control sus niveles de
PA aún con tratamiento farmacológico. Estas cifras de prevalencia aumentarán en los próximos años
como consecuencia del incremento en la expectativa de vida y en la proporción de adultos mayores en la
sociedad.

Actualmente, el estudio de la falla terapéutica en la HTA se ha centrado en factores genéticos y
farmacogenéticos, sin embargo, el impacto de variables como la microbiota intestinal no ha sido
caracterizado a detalle. Por lo tanto, descifrar parte de las bases moleculares de esta problemática
podrá, en un futuro próximo, mejorar la eficacia terapéutica, el control de la enfermedad y el desarrollo
de intervenciones clínicas.
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3. Objetivos e hipótesis

3.1. Hipótesis

La composición bacteriana de la microbiota intestinal de pacientes hipertensos bajo tratamiento
farmacológico presentará diferencias significativas en función del control de sus niveles de presión
arterial. Específicamente, se espera que los pacientes con niveles de presión arterial controlada presenten
un perfil bacteriano caracterizado por una mayor diversidad y abundancia de ciertos filos/géneros
previamente asociados con disminución de la presión arterial, en comparación con los pacientes con
niveles de presión arterial no controlada.

3.2. Objetivo general

Determinar si existen diferencias en la diversidad y composición bacteriana de la microbiota intestinal
de adultos mayores, de sexo masculino o femenino, hipertensos bajo tratamiento farmacológico clasificados
según el control de sus niveles de presión arterial.

3.3. Objetivos particulares

Caracterizar la microbiota intestinal de adultos mayores mexicanos hipertensos bajo tratamiento
farmacológico.
Identificar diferencias entre grupos de estudio en cuanto a abundancia y diversidad tanto a nivel
taxonómico como funcional de la microbiota intestinal.
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4. Materiales y métodos

4.1. Población de estudio

Se realizó un estudio transversal descriptivo y comparativo de la microbiota intestinal bacteriana de
una submuestra de pacientes de la Cohorte de Obesidad, Sarcopenia y Fragilidad en Adultos Mayores
Mexicanos (COSFAMM) de la Unidad de Investigación Epidemiológica y en Servicios de salud del Centro
Médico Nacional Siglo XXI (CMN SXXI) del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). La COSFAMM
es un estudio longitudinal prospectivo en el que participan adultos mayores (≥ 60 años) bajo condiciones
de salud heterogéneas derechohabientes del IMSS, el cual inició en 2014 con un total de 1252 participantes
y en el que se recolectan datos demográficos y clínicos en intervalos anuales78-81.

Los pacientes incluidos en este estudio se seleccionaron de la base de datos formada por la colaboración
INMEGEN-CMN SXXI. Los criterios de inclusión fueron los siguientes:

Ser mexicano.
Ser adulto mayor (≥60 años), sexo masculino o femenino
Tener diagnóstico previo de HTA.
Estar bajo tratamiento farmacológico antihipertensivo.
Haber respondido el cuestionario Morisky-Green para evaluación de adherencia a tratamiento
farmacológico antihipertensivo.
Tener al menos un registro de PA en el momento de entrega de la muestra de materia fecal.

Debido al impacto reportado sobre la microbiota intestinal82, los criterios de exclusión utilizados fueron
los siguientes:

Padecer cáncer.
Hacer uso de sustancias adictivas, excepto nicotina.
Haber usado antibióticos en los dos meses previos a la recolección de la muestra de materia fecal.
Haber cursado con infección gastrointestinal en los tres meses previos a la recolección de la muestra
de materia fecal.

La aplicación de estos criterios generó una submuestra de pacientes adultos mayores (≥ 60 años)
hipertensos bajo tratamiento farmacológico.

4.2. Clasificación de la población de estudio

Uno de los objetivos de este estudio fue establecer un antecedente del posible papel que juega la
microbiota intestinal en el control de la PA en pacientes con diagnóstico de HTA que ya están bajo
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tratamiento farmacológico. Para ello, se clasificó a los pacientes según sus niveles de PA utilizando el
punto de corte establecido por el Octavo Informe del Joint National Committee on the Prevention,
Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Pressure (JNC 8)83:

Hipertensos con PA controlada: Valores de PAS < 140 mmHg y valores de PAD < 90 mmHg.
Hipertensos con PA no controlada: Valores de PAS ≥ 140 mmHg y/o valores de PAD ≥ 90 mmHg.

Otro de los objetivos del estudio fue llevar a cabo la caracterización de la microbiota intestinal
bacteriana de adultos mayores mexicanos, por lo que los pacientes fueron clasificados según su edad:

Adultos mayores de 60 a 69 años
Adultos mayores de 70 a 79 años
Adultos mayores de 80 años o más

Además de las clasificaciones anteriores y de los análisis que se presentarán posteriormente, se llevó a
cabo un análisis complementario en el que se evaluó la posible influencia de la clasificación de los pacientes
según su edad y según el control de la presión arterial en la diversidad y composición de la microbiota
intestinal. Sin embargo, el tamaño de muestra de cada subgrupo generado no fue lo suficientemente
representativo para obtener conclusiones significativas. Por lo tanto, la metodología y los resultados de
este análisis complementario no se incluyen en la sección principal de resultados, pero se encuentran
disponibles en el Apéndice E

4.3. Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité de Investigación del INMEGEN y del CMN SXXI con el
número de dictamen CEI 2018/25 y R-2018-785-064, respectivamente (Apéndice A). Todos los pacientes
proporcionaron su consentimiento informado para participar en este estudio.

4.4. Recolección de muestras de materia fecal

Las muestras de materia fecal fueron recolectadas por los pacientes de acuerdo con el instructivo
diseñado en colaboración INMEGEN-CMN SXXI (Apéndice B). Las heces fueron depositadas en
contenedores estériles con 1 ml de RNAlaterTM Stabilization Solution (InvitrogenTM, EUA) y
conservadas a 4°C hasta su entrega al médico tratante en CMN SXXI (máximo 24 horas después),
donde fueron resguardadas a -70°C hasta su transferencia en hielo seco al laboratorio de
farmacogenómica del INMEGEN, lugar en el que se almacenaron inmediatamente a -70°C hasta ser
utilizadas.

4.5. Extracción de ADN

Se tomaron alícuotas de 180 a 220 mg de materia fecal en condiciones estériles dentro de una campana
de flujo. A partir de las alícuotas de materia fecal se llevó a cabo la extracción de ADN con el QIAamp
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DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Alemania) haciendo algunas modificaciones a las recomendaciones del
fabricante:

Tras la adición del buffer de lisis (ASL), las alícuotas de materia fecal se incubaron de 50 a 60°C
en baño María por cinco minutos con el fin de mejorar la lisis de las células bacterianas así como
la integridad del ADN obtenido.
El ADN fue eluido en 100 —l de agua libre de nucleasas con el fin de incrementar su concentración
final.

La integridad del ADN extraído se evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. El ADN
fue cuantificado por espectrofotometría UV usando el equipo NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific,
EUA), y diluido en agua libre de nucleasas a una concentración de 50 ng/—l. En todo momento el ADN
fue conservado a -20°C previo a ser utilizado.

4.6. Preparación de bibliotecas del gen ARNr 16S para NGS

Se eligió la región V3-V4 del gen ARNr 16S para caracterizar la microbiota intestinal bacteriana de
la población de estudio mediante secuenciación de próxima generación (NGS, por sus siglas en inglés).
Debido a que esta es la región de primera elección en la mayoría de estudios de microbiota intestinal
humana, su uso permitió generar datos comparables y reproducibles. Además, se ha reportado que en
comparación con otras regiones, la región V3-V4 genera mejores resultados para bibliotecas del gen ARNr
16S generadas a partir de muestras de materia fecal y secuenciadas mediante la tecnología MiSeq de
Illumina, tecnología de NGS utilizada en este estudio84-86. Estas mejoras en los resultados se dan tanto
en términos cuantitativos: (a) lecturas de mayor longitud84, (b) mayor diversidad ecológica85,87, y (c)
mayor resolución a nivel taxonómico de género85,86; como cualitativos: (a) mayor calidad de las lecturas85

y (b) mayor eficiencia en el proceso de ensamblaje de lecturas84.
La preparación de bibliotecas de la región V3-V4 del gen ARNr 16S para la tecnología de NGS MiSeq

se llevó a cabo según lo establecido en el protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation de
Illumina con algunas modificaciones. Los procedimientos se explican a continuación.

4.6.1. Amplificación de la región V3-V4 del gen ARNr 16S

En esta primera etapa se amplificó la región V3 - V4 del gen ARNr 16S mediante PCR (reacción
en cadena de la polimerasa) utilizando el par de cebadores recomendado por Klindworth et al. (2013).
Además de amplificar la región de interés, este procedimiento tuvo como objetivo añadir adaptadores a
los fragmentos generados. Los adaptadores fueron necesarios para el procedimiento de indexación que se
llevó a cabo en pasos posteriores88,89. Debido a lo anterior, cada cebador contenía un adaptador anclado
al extremo 5’. Las secuencias completas de los cebadores empleados fueron:

Sentido: 5’-[TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG]-CCTACGGGNGGCWGCAG
Antisentido
5’-[GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG]-GACTACHVGGGTATCTAATCC

28



La secuencia del adaptador para cada cebador se muestra entre corchetes. El resto de la secuencia
corresponde al cebador específico para las regiones V3 y V4, respectivamente.

En esta primera etapa se preparó la siguiente mezcla de reacción para cada muestra:

2X PlatinumTMSuperFiTM PCR Master Mix (InvitrogenTM, EUA) 15 —l
Cebador sentido (10 pM) 0.25 —l
Cebador antisentido (10 pM) 0.25 —l
ADN (50 ng/—l) 4 —l
Agua libre de nucleasas 10.5 —l
Volumen final 30 —l

Posteriormente, el procedimiento de amplificación mediante PCR se llevó a cabo en el termociclador
GeneAmp®PCR System 9700 (Applied Biosystems, EUA) utilizando el siguiente programa:

95°C por tres minutos
25 ciclos de:

- 95°C por 30 segundos
- 55°C por 30 segundos
- 72°C por 30 segundos

72°C por cinco minutos
4°C ∞

La región V3-V4 del gen ARNr 16S tiene una longitud de ∼ 460 pb57,86, mientras que cada cebador
empleado tiene una longitud de ∼ 50 pb, por lo que la longitud esperada de los fragmentos generados
fue de ∼ 550 pb. Se verificó que los fragmentos tuvieran la longitud deseada mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%. Las muestras que no mostraron evidencia de amplificación fueron eliminadas del
estudio.

4.6.2. Primera purificación

Los fragmentos generados en la primera PCR (25 —l) fueron purificados utilizando perlas magnéticas
con el fin de remover cebadores, dNTPs (dinucléotifos trifosfatados), sales y algún otro agente
contaminante que pudiera interferir en los pasos posteriores. Este procedimiento se llevó a cabo con el
ChargeSwitch®PCR Clean - Up kit (InvitrogenTM, EUA), siguiendo las indicaciones del fabricante y
atendiendo a la siguiente especificación:

Los fragmentos de ADN se eluyeron en 25 —l de buffer de elución.

Los fragmentos de ADN purificados fueron almacenados a -20°C, o bien, utilizados de forma inmediata
en los procedimientos siguientes.
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4.6.3. Indexación mediante PCR

En esta etapa se generaron las bibliotecas de la región V3 - V4 del gen ARNr 16S. Con este fin, se
utilizaron los adaptadores anclados durante la primera PCR para añadir índices duales (Índice 1/Índice
2), así como adaptadores de secuenciación (P5/P7) a los fragmentos previamente purificados. Los
índices sirvieron para asignar una secuencia única de identificación a cada muestra, de modo que se
pudieran agrupar varias muestras en un sólo experimento de secuenciación; mientras que los
adaptadores de secuenciación tuvieron como función la hibridación de las bibliotecas con la célula de
flujo del sistema de secuenciación85,88,90.

Para llevar a cabo la indexación mediante PCR se preparó la siguiente mezcla de reacción para cada
muestra:

2X PlatinumTMSuperFiTM PCR Master Mix (InvitrogenTM, EUA) 25 —l
NTXX (Nextera XT Index kit de Illumina, EUA) 0.25 —l
S5XX (Nextera XT Index kit de Illumina, EUA) 0.25 —l
ADN (50 ng/—L) 4 —l
Agua libre de nucleasas 10.5 —l
Volumen final 30 —l

Posteriormente, la PCR se realizó en el termociclador GeneAmp®PCR System 9700 (Applied
Biosystems, EUA) utilizando el siguiente programa:

95°C por 3 minutos
6 ciclos de:

- 95°C por 30 segundos
- 55°C por 30 segundos
- 72°C por 30 segundos

72°C por 30 segundos
4°C ∞

La longitud de los fragmentos generados en la primera PCR fue de ∼ 550 pb, mientras que cada
uno de los índices añadidos durante la indexación tiene una longitud de ∼12 pb, y cada adaptador de
secuenciación una longitud de ∼ 30 pb, por tanto la longitud final esperada de las bibliotecas fue de
∼ 630 pb. La verificación de la longitud deseada de las bibliotecas se llevó a cabo en pasos posteriores
mediante electroforesis capilar automatizada por el personal de la Unidad de Secuenciación (USec) del
INMEGEN.

30



4.6.4. Segunda purificación

Las bibliotecas del gen ARNr 16S (50 —l) fueron purificadas utilizando perlas magnéticas con la
finalidad de remover dNTPs, restos de polimerasa y cualquier otro agente que pudiera interferir en el
proceso de secuenciación. El procedimiento se llevó a cabo con el ChargeSwitch®PCR Clean - Up kit
(InvitrogenTM, EUA), siguiendo las indicaciones del fabricante y atendiendo a la siguiente especificación:

Las bibliotecas se eluyeron en 40 —l de buffer de elución.

Las bibliotecas purificadas fueron almacenadas a -20°C hasta su entrega a la USec del INMEGEN.

4.6.5. Validación, cuantificación, normalización y preparación de pool de bibliotecas

Se transfirieron alícuotas de 25 —l de las bibliotecas purificadas a una placa de 96 pozos estéril. La
placa fue sellada herméticamente y transferida a la USec del INMEGEN donde el personal realizó el resto
de procedimientos establecidos en el 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation de Illumina:

1. Validación de las bibliotecas. Las bibliotecas fueron sometidas a electroforesis capilar automatizada
con el objetivo de verificar que tuvieran la longitud deseada de ∼ 630 pb y que no hubiera presente
algún tipo de contaminación que pudiera afectar el proceso de secuenciación.

2. Cuantificación de las bibliotecas mediante espectrofluorometría.
3. Normalización de la concentración de las bibliotecas.
4. Preparación de pool de las bibliotecas normalizadas.
5. Desnaturalización del pool de bibliotecas y adición de la biblioteca de control de ADN genómico

del fago PhiX. La función del fago PhiX fue incrementar la diversidad de bases durante el proceso
de secuenciación85.

4.7. NGS de bibliotecas del gen ARNr 16S

La secuenciación de las bibliotecas de la región V3-V4 del gen ARNr 16S se realizó en el sistema de
NGS MiSeq de Illumina con el MiSeq® v2 Reagent kit, generando lecturas de extremos emparejados o
paired - end con una longitud de 250 pb. El personal de la USec llevó a cabo este procedimiento.

4.8. Análisis bioinformático y análisis estadístico

El análisis bioinformático de los datos de secuenciación se realizó con el software Quantitative Insights
Into Microbial Ecology 2 (QIIME 2) versión 2021.891. El análisis estadístico y los gráficos presentados se
realizaron con el software R versión 4.2.092.
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4.8.1. Procesamiento de datos de secuenciación

Los datos de secuenciación con información de calidad (phred score) de las bibliotecas del gen ARNr
16S fueron entregados al laboratorio de farmacogenómica demultiplexados y en formato FASTQ. El
término demultiplexación hace referencia a la asignación de las lecturas al número de identificación de su
muestra de origen de acuerdo con los índices duales asignados durante el proceso de indexación93.

Debido a que se produjeron lecturas de extremos emparejados, se recibieron dos archivos FASTQ para
cada muestra:

Archivo correspondiente a las lecturas sentido e identificado con el término R1.
Archivo correspondiente a las lecturas antisentido e identificado con el término R2.

Los datos de secuenciación en formato FASTQ de cada muestra fueron importados a QIIME 2 en
formato QZA, y utilizando los plugins incorporados en el software se realizó lo siguiente. En primer lugar,
se verificó que las lecturas se encontraran libres de secuencias correspondientes a cebadores o adaptadores
empleados durante la preparación de bibliotecas utilizando el plugin q2-cutadapt94. Posteriormente, se
visualizó y analizó un resumen de la información de calidad de las lecturas utilizando el plugin q2-demux.
Con esta información se procedió a la construcción de ASVs (Amplicon Sequence Variant) con el software
Divisive Amplicon Denoising Algorithm 295 (DADA 2) mediante el plugin q2-dada2.

En resumen, el flujo de trabajo de DADA2 fue el siguiente:

1. Filtración de las lecturas de acuerdo con su calidad y longitud.
2. Eliminación de lecturas redundantes (desreplicación) y generación de tabla de contingencia

resumiendo la frecuencia de las lecturas únicas en cada muestra.
3. Denoising, proceso mediante el cual el algoritmo de DADA 2 modeló y corrigió los errores del

proceso de secuenciación con la plataforma Illumina para inferir las variantes de las lecturas.
4. Proceso de ensamblado de lecturas sentido y antisentido.
5. Identificación y eliminación de químeras, que dio como resultado la filtración de lecturas no

quiméricas o ASVs.

Como resultado del procesamiento con DADA 2 se obtuvieron tres archivos:

Archivo con resumen de lecturas remanentes en cada muestra después de cada procedimiento del
algoritmo.
Archivo con listado de los distintos ASVs generados.
Archivo con tabla de contingencia resumiendo la frecuencia de cada ASV en cada muestra.

Tanto el archivo con el listado de ASVs como el archivo con la tabla de contingencia fueron utilizados
para continuar con el análisis bioinformático.
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4.8.2. Clasificador taxonómico de la región V3-V4 del gen ARNr 16S

Como paso intermedio del análisis bioinformático se generó un clasificador taxonómico con la base de
datos SILVA SSU Ref NR 99 versión 138.196-98. Para ello, la base de datos SILVA fue depurada utilizando
el software REference Sequence annotation and CuRatIon Pipeline (RESCRIPt)99 mediante el plugin q2
- rescript de QIIME 2. El proceso consistió en:

1. Eliminar las secuencias de referencia de baja calidad.
2. Eliminar las secuencias de referencia asignadas al dominio Eukarya.
3. Eliminar las secuencias de referencia asignadas al dominio Archaea con longitud < 900 pb.
4. Eliminar las secuencias de referencia asignadas al dominio Bacteria con longitud < 1200 pb.
5. Eliminar las secuencias de referencia redundantes (desreplicación).
6. Seleccionar la región de V3-V4 del gen ARNr 16S de las secuencias de referencia utilizando la

secuencia nucleotídica de los cebadores específicos empleados durante la preparación de bibliotecas.

Con la base de datos SILVA depurada y mediante el plugin q2-feature-classifier100 de QIIME 2 se
entrenó el clasificador taxonómico específico para la región V3-V4 del gen ARNr 16S utilizando el método
Naive-Bayes101.

4.8.3. Asignación taxonómica, depuración de muestras y depuración de ASVs

Por medio del plugin q2-feature-table de QIIME 2 se filtraron las muestras con un tamaño de biblioteca
(suma total de las frecuencias de los ASVs102) < 10,000 secuencias, pues este el tamaño mínimo que se
considera adecuado para la caracterización de la microbiota de ecosistemas altamente diversos como el
tracto gastrointestinal humano103-106.

Enseguida, se llevó a cabo la depuración de ASVs. Primero, se descartaron los ASVs con una longitud
menor a 75 pb107 usando RESCRIPt99 mediante el plugin q2-rescript de QIIME 2. Luego, se realizó la
asignación taxonómica de los ASVs filtrados utilizando el clasificador taxonómico específico de la región
V3-V4 del gen ARNr 16S por medio del plugin q2-feature-classifier100 de QIIME 2. Puesto que uno de los
objetivos del estudio fue caracterizar la microbiota intestinal bacteriana a nivel de género, se estableció que
para tener asignación taxonómica los ASVs debían tener un porcentaje mínimo de similitud del 94.5% con
las secuencias de referencia del clasificador108. Tras este proceso, se eliminaron los ASVs cuya asignación
taxonómica correspondiera a cloroplastos y/o estuvieran presentes en menos del 5% de las muestras.

A partir de los ASVs depurados se generó un árbol filogenético utilizando el plugin q2-phylogeny de
QIIME 2. Este árbol filogenético se utilizó en los análisis posteriores.

4.8.4. Análisis de diversidad de la microbiota intestinal bacteriana

La variación en el tamaño de biblioteca entre las distintas muestras de un estudio es una característica
común en los datos de microbiota que puede generar conclusiones estadísticas erróneas si no se toma
en consideración109-111, por lo que es importante aplicar métodos de normalización a los datos. Uno de
los métodos más comunes es la rarefacción, método que consiste en hacer un submuestreo aletorio de
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las secuencias de cada muestra con el fin de lograr que el tamaño de biblioteca de todas las muestras
involucradas sea el mismo109,112,113.

Para determinar correctamente el valor de submuestreo se utilizan curvas de rarefacción, las cuales
representan el número de especies, ASVs, etc., versus el número de secuencias de las muestras. Se
considera que cuando las curvas alcanzan una meseta, se ha alcanzado la suficiente profundidad en la
secuenciación para identificar aquellos taxones minoritarios en una muestra, y por tanto, para
caracterizarla90,114.

Dicho lo anterior, los análisis de diversidad de la microbiota intestinal bacteriana se realizaron a nivel de
ASVs eligiendo el método de rarefacción para la normalización de las muestras. Las curvas de rarefacción
se elaboraron con el paquete ampvis2115 en R y las muestras se normalizaron al número de secuencias de
la muestra con el menor tamaño de biblioteca utilizando el plugin q2-feature-table de QIIME 2.

Diversidad alfa

La diversidad alfa se refiere a la riqueza de especies de un sitio o comunidad particular, o de un
individuo o muestra90,116. Puede describirse utilizando tres parámetros distintos:

Riqueza. Se establece contando el número de especies distintas presentes en una muestra90,117.
Homogeneidad o evenness. Considera la abundancia relativa de las especies presentes en una
muestra117.
Diversidad. Considera tanto la abundancia relativa de las especies como el número total de especies
distintas en una muestra117.

La diversidad alfa de la microbiota intestinal bacteriana de los pacientes se describió calculando cuatro
índices que aportaran información distinta entre sí:

Número de ASVs observados. Medida o índice de riqueza de una muestra117.
Índice de Shannon. Medida que refleja la diversidad de una muestra. Mientras mayor es su valor,
mayor es la diversidad de la comunidad bacteriana117,118.
Índice de homogeneidad de Simpson. Mide la distribución de las especies en una muestra mediante
su abundancia relativa. En este sentido, mientras más homogénea es la abundancia de las especies
mayor es la diversidad119.
Índice de diversidad filogenética de Faith. Medida de diversidad que incorpora la diferencia
filogenética de las especies120.

Los índices de diversidad alfa se calcularon a partir de la tabla de contingencia de ASVs normalizada
por rarefacción utilizando el plugin q2-diversity de QIIME 2. En el caso del índice de diversidad filogenética
de Faith también se utilizó el árbol filogenético previamente generado.

Como parte de la caracterización de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos,
se comparó la diversidad alfa de los pacientes según su grupo de edad con un análisis de varianza (ANOVA).
Además, se comparó la diversidad alfa de pacientes hipertensos con PA controlada versus pacientes
hipertensos con PA no controlada con la prueba t de Student. En ambos casos, las pruebas estadísticas
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se utilizaron tras identificar una distribución normal de los datos mediante la prueba Shapiro-Wilk. Se
consideró estadísticamente significativo un valor de p ≤ 0.05.

Diversidad beta

La diversidad beta se refiere al grado de diferenciación entre comunidades, individuos o muestras90,116.
Se pueden utilizar tanto datos de presencia - ausencia como datos de abundancia para identificar cuáles
especies se comparten entre muestras y cuáles no. Además, dependiendo de la métrica se puede incorporar
o no el componente filogenético de las especies117.

La diversidad beta de la microbiota intestinal bacteriana de los pacientes se determinó con cuatro
métricas distintas:

Índice de disimilitud Jaccard. Mide la distancia entre muestras basándose en la presencia-ausencia
de las especies. No incorpora información filogenética121,122.
Índice de disimilitud Bray-Curtis. Mide la distancia entre muestras basándose en la abundancia de
las especies. No incorpora información filogenética122,123.
UniFrac. Mide la distancia entre muestras basándose en la presencia-ausencia de las especies y su
información filogenética124.
UniFrac ponderado. Mide la distancia entre muestras basándose en la abundancia de las especies y
su información filogenética125.

Las métricas de diversidad beta se calcularon a partir de la tabla de contingencia de ASVs normalizada
por rarefacción utilizando el plugin q2 - diversity de QIIME 2. Para las métricas UniFrac se utilizó el árbol
filogenético previamente generado.

Con el fin de visualizar la diversidad beta entre los pacientes, se realizó un análisis de coordenadas
principales (PCoA) a partir de las matrices de distancia generadas con el paquete ape126 en R. Para
determinar el número de coordenadas principales (PCo) para una correcta representación gráfica de la
composición de la microbiota intestinal de las muestras se elaboró un gráfico de sedimentación o screeplot
para cada PCoA.

En cada PCoA se evaluó visualmente la separación de los pacientes clasificados por grupo de edad como
parte de la caracterización de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos. En el caso
de pacientes hipertensos con PA controlada versus pacientes hipertensos con PA no controlada, además
de evaluar la separación visual de grupos en cada PCoA, se determinó si existía diferencia estadística
significativa en la composición de la microbiota intestinal de grupos de estudio mediante un análisis
de varianza multivariante permutacional (PERMANOVA) con el paquete vegan127 en R. Se consideró
estadísticamente significativo un valor de p ≤ 0.05.

4.8.5. Análisis de taxonomía de la microbiota intestinal bacteriana

La caracterización de la microbiota intestinal de la población de estudio se realizó en los niveles
taxonómicos de filo y género. Para ello, se generó una tabla de contingencia para cada nivel taxonómico
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a partir de la tabla de contingencia de ASVs sin normalizar utilizando el plugin q2-taxa de QIIME 2. Se
excluyeron de los análisis siguientes los taxones sin asignación al nivel taxonómico requerido.

Los análisis de taxonomía se realizaron a partir de las tablas de contingencia a nivel de filo y género
sin normalizar, y la variación en el tamaño de biblioteca de las muestras se abordó de manera distinta
según el método estadístico empleado.

Índice Firmicutes/Bacteroidota

Los filos bacterianos Firmicutes y Bacteroidota son los más abundantes en la microbiota intestinal,
y cambios en su relación, conocida como índice Firmicutes/Bacteroidota (F/B), pueden ser causa o
consecuencia de diversas patologías128-130.

Con el fin de evaluar la presencia de alguna alteración en la microbiota intestinal bacteriana que pudiera
estar relacionada con cambios en la homesostasis130 de la población de estudio, se calculó el índice F/B
a partir de la tabla de contingencia a nivel de filo. La tabla de contingencia fue previamente normalizada
con el método total-sum scaling (TSS), el cual consiste en transformar la abundancia absoluta de los
taxones en abundancia relativa131.

Se comparó el índice F/B de los pacientes clasificados por grupo de edad con la prueba
Kruskal-Wallis, como parte de la caracterización de la microbiota intestinal bacteriana de adultos
mayores mexicanos. El índice F/B también se comparó entre pacientes hipertensos con PA controlada
versus pacientes hipertensos con PA no controlada con la prueba U de Mann-Whitney. En ambos casos,
las pruebas estadísticas se utilizaron tras identificar una distribución no normal en los datos mediante la
prueba Shapiro-Wilk. Se consideró estadísticamente significativo un valor de p ≤ 0.05.

Abundancia diferencial de taxones

Los datos de microbiota generados a partir de técnicas de NGS presentan características que los
vuelven complejos y dificultan su análisis estadístico:

Alta dimensionalidad. Se identifican cientos, e incluso, miles de taxones distintos132.
Escasez de datos o inflación de ceros. Múltiples taxones tienen una abundancia absoluta igual a
cero en múltiples muestras. Esto puede deberse a que el taxón no está presente en la muestra (cero
estructural), o bien, no se detectó por su baja abundancia o por variabilidad técnica en el proceso
de secuenciación (cero muestral)132,133.
Sobredispersión. Para la abundancia de cada taxón la varianza es mayor a la media133,134.
Composicionalidad. La abundancia de los taxones es relativa, pues los datos se obtienen de una
fracción de muestra biológica, y además el número total de secuencias por muestra depende del
número máximo de lecturas que la plataforma de secuenciación pueda proporcionar132,135.
Influencia de múltiples factores. Múltiples factores (clínicos, biológicos, ambientales, etc.) pueden
tener influencia y modificar la microbiota, por lo que se recomienda tomar en cuenta dichos factores
o variables de confusión en los métodos estadísticos para obtener conclusiones confiables132.
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Con el propósito de identificar taxones, tanto a nivel de filo como de género, con abundancia diferencial
entre pacientes hipertensos con PA controlada y pacientes hipertensos con PA no controlada se utilizaron
tres métodos estadísticos, cada uno susceptible a distintas características de los datos de microbiota con
el fin de robustecer los resultados132,136:

Linear discriminant analysis effect size (LEfSe). Determina los taxones con abundancia diferencial
entre grupos de estudio combinando una serie de métodos no paramétricos: (a) prueba Kruskal-
Wallis, (b) prueba de suma de rangos de Wilcoxon, y (c) análisis discriminante lineal (LDA)132,137.
Este método permite modelar la inflación de ceros indirectamente, y no permite el ajuste por
variables de confusión.
El análisis se llevó a cabo a partir de las tablas de contingencia a nivel de filo y género normalizadas
por el método TSS y su multiplicación por 1,000,000, tal como lo recomienda el método y utilizando
el software desarrollado originalmente137. Se consideró estadísticamente significativo un valor de
LDA ≥ 1.5 y un valor de p ≤ 0.05.
Modelo lineal generalizado (GLM) con transformación log - cociente centrada (CLR). Este método
permite modelar la composicionalidad de los datos, e indirectamente la inflación de ceros. Además,
permite el ajuste por variables de confusión132,136.
Las tablas de contingencia a nivel de filo y género se normalizaron mediante la transformación CLR
añadiendo un pseudoconteo de uno a las abundancias absolutas de los taxones. Se generó un GLM
para cada taxón considerando la abundancia con transformación CLR como variable independiente
y la clasificación de los pacientes según los niveles de PA como variable dependiente. Los modelos
se generaron con y sin ajuste por variables de confusión. Se consideró estadísticamente significativo
un valor de p ≤ 0.05.
Modelo lineal generalizado negativo binomial (GLM-NB). Este método permite modelar la
sobredispersión de los datos, y de forma indirecta la inflación de ceros y la composicionalidad.
Además, permite el ajuste por variables de confusión132.
Se generó un GLM-NB para cada filo y género bacteriano considerando la abundancia de los taxones
como variable independiente y la clasificación de los pacientes según sus niveles de PA como variable
dependiente. Se añadió el logaritmo natural (log) del tamaño de biblioteca como variable offset
para tomar en consideración la variación de dicho parámetro. Los modelos se generaron con y sin
ajuste por variables de confusión con el paquete glmmTMB138 en R. Se consideró estadísticamente
significativo un valor de p ≤ 0.05.

En lo que respecta a los métodos GLM-CLR y GLM-NB, se incluyeron variables de confusión cuya
influencia en la microbiota intestinal ha sido previamente reportada: (a) sexo, (b) edad, (c) índice de
masa corporal (IMC), y (d) nivel de adherencia terapéutica. Además, para generar los modelos se asignó
el valor de cero a pacientes hipertensos con PA controlada y el valor de uno a pacientes hipertensos con
PA no controlada.

En todos los casos, los valores de p se ajustaron por el método FDR (false discovery rate o tasa
de descubrimientos falsos) para corregir por comparaciones múltiples139. Se consideró estadísticamente
significativo un valor de p ajustado ≤ 0.05.
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Los resultados de los tres métodos estadísticos empleados se compararon entre sí para determinar con
certeza los taxones con abundancia diferencial entre grupos de estudio.

4.8.6. Análisis de predicción funcional de la microbiota intestinal bacteriana

La composición funcional de la microbiota intestinal se predijo a partir de la tabla de contingencia
de ASVs sin normalizar con el software Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction
of Unobserved States 2 (PICRUSt 2) versión 2.4.1140. La descripción de las vías metabólicas se asignó
utilizando la base de datos MetaCyc141. Como resultado se obtuvo una tabla de contingencia con las vías
metabólicas predichas, la cual se normalizó con el método TSS.

Para identificar las vías metabólicas con abundancia diferencial entre pacientes hipertensos con PA
controlada y pacientes hipertensos con PA no controlada se utilizó el método LEfSe. Se consideró
estadísticamente significativo un valor de LDA ≥ 1.5 y un valor de p ≤ 0.05. Además, los valores de p
se ajustaron por el método FDR para corregir por comparaciones múltiples139, considerando
estadísticamente significativo un valor de p ajustado ≤ 0.05.
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5. Resultados

5.1. Datos de secuenciación del gen ARNr 16S

La submuestra inicial de pacientes adultos mayores hipertensos bajo tratamiento farmacológico se
conformó por 84 individuos que cumplieron con los criterios de selección establecidos y cuyas muestras
de materia fecal fueron sometidas a los procesos de extracción de ADN, preparación de bibliotecas de la
región V3-V4 del gen ARNr 16S y secuenciación en la plataforma MiSeq de Illumina. Ninguna muestra
fue eliminada del estudio durante estos procedimientos experimentales.

La secuenciación de la región V3-V4 del gen ARNr 16S para 84 pacientes generó un total de 8,589,413
lecturas con un promedio de 102,255 lecturas por paciente (Tabla 3). Las lecturas fueron tratadas
para eliminar regiones correspondientes a secuencias de cebadores o adaptadores empleados durante la
preparación de bibliotecas. Con los datos resultantes se generó un resumen de calidad (Figura 2), el cual
mostró una calidad y longitud adecuada de las lecturas para su procesamiento con DADA 2.

Tabla 3: Lecturas e individuos restantes después de cada paso del procesamiento de los datos de secuenciación

Tipo de procesamiento de datos Individuos
Número de lecturas

Total Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Sin procesar 84 8,589,413 102,255± 24,948 100,744 408− 205,398

Eliminación de cebadores y/o adaptadores 84 8,364,530 99,578± 24,385 98,266 369− 200,370

DADA 2

Filtración por calidad 84 5,512,021 65,619± 16,996 66,729 67− 129,790

Denoising 84 5,405,044 64,346± 16,730 65,184 7− 126,836

Ensamblado 84 4,335,258 51,610± 14,027 52,014 0− 96,909

Eliminación de químeras 84 3,604,814 42,914± 12,956 42,674 0− 81,170

Depuración de muestras 81 3,597,393 44,412± 10,492 42,839 22,987− 81,170

Depuración de ASVs 81 3,157,668 38,984± 10,408 38,404 14,645− 74,908

ASV: Amplicon Sequence Variant; DADA 2: Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2; DE: Desviación estándar

A partir de los datos generados con DADA 2, se eliminaron del estudio las muestras con un tamaño
de biblioteca ≤10,000 lecturas, lo que dio como resultado la selección de 81 pacientes para los
procedimientos subsecuentes (Tabla 3). Además, se depuraron los 3,683 ASVs inferidos según criterios
de calidad, incluyendo una longitud mínima de 75 pb para asegurar una correcta y confiable asignación
taxonómica107, eliminación de ASVs asignados a cloroplastos posiblemente provenientes de la ingesta de
alimentos vegetales142 y una prevalencia mínima en el 5% de los pacientes para garantizar la inclusión
de ASVs representativos de la comunidad bacteriana intestinal. Como resultado, se seleccionaron 722
ASVs distintos para su posterior análisis.
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Figura 2: Información de calidad de datos de secuenciación. (a) Resumen de calidad de lecturas sentido; (b) Resumen de
calidad de lecturas antisentido. En general, el puntaje de calidad o Phred score de las secuencias es ≥ 20.

Finalmente, el resultado del procesamiento de los datos de secuenciación fue la inclusión en los
análisis bioinformáticos y estadísticos subsecuentes de 81 pacientes, con un total de 3,157,668 lecturas,
un promedio de 38,984 lecturas por paciente y 722 ASVs distintos identificados (Tabla 3).
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5.2. Población de estudio

Este estudio incluyó 81 pacientes adultos mayores hipertensos bajo tratamiento farmacológico,
distribuidos en proporciones iguales entre hombres y mujeres, con edad media de 70.9 años, PAS media
de 129.0 mmHg y PAD media de 71.1 mmHg. Más del 50% de los pacientes consumían dos o más
fármacos antihipertensivos, siendo los tratamientos más comunes los ˛-bloqueadores (75.3%) y los
ARA II (67.9%). Además, la mayoría de los pacientes (51.1%) presentaron un nivel muy bajo de
adherencia terapéutica. Las características clínicas y demográficas de la población de estudio se
muestran en la Tabla 4

Los pacientes fueron clasificados según sus niveles de PA, asignando 61 individuos al grupo de
hipertensos con PA controlada y 20 individuos al grupo de hipertensos con PA no controlada. Se
observó diferencia significativa entre grupos en los niveles de PAS (U de Mann-Whitney, p < 0.001) y
PAD (t de Student, p < 0.001), variables utilizadas para la clasificación de los pacientes. También se
encontró diferencia significativa en el tratamiento farmacológico antihipertensivo con ˛-bloqueadores
(Fisher, p = 0.033), IECA (Fisher, p = 0.021 ) y ARA II (Fisher, p = 0.058). Ninguna otra variable
clínica o demográfica mostró diferencia significativa entre grupos.

5.3. Diversidad de la microbiota intestinal bacteriana

5.3.1. Normalización del tamaño de biblioteca de las muestras para análisis de
diversidad alfa y beta

Para los análisis de diversidad de la microbiota intestinal bacteriana se utilizó el método de rarefacción
para normalizar el tamaño de biblioteca de las muestras incluidas en el estudio. Con el fin de determinar
el valor de submuestreo se graficaron las curvas de rarefacción correspondientes (Figura 3), las cuales
muestran que a una profundidad de 14,645 secuencias, equivalente a la muestra con menor tamaño de
biblioteca, la mayoría de las curvas alcanzaron una meseta, y por tanto, una profundidad suficiente para
capturar la diversidad de las muestras. Tras el proceso de rarefacción en una sola iteración, el tamaño de
biblioteca de todas las muestras fue de 14,645 secuencias.

5.3.2. Diversidad alfa de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores
hipertensos bajo tratamiento farmacológico

La diversidad alfa refleja la riqueza de especies bacterianas presentes en una sola muestra o individuo10.
Para caracterizar la diversidad alfa de la microbiota intestinal bacteriana de la población de estudio
se calcularon cuatro métricas distintas a nivel de ASVs: (a) número de ASVs observados (medida de
riqueza117), (b) índice de Shannon (medida combinada de riqueza y homogeneidad117,118), (c) índice de
homogeneidad de Simpson (medida de homogeneidad119), e (d) índice de diversidad filogenética de Faith
(medida filogenética de diversidad120).
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Tabla 4: Características clínicas y demográficas de la población de estudio

Total
Hipertensos con

presión arterial controlada
Hipertensos con

presión arterial no controlada
Valor
de p

Individuos 81 (100%) 61 (75.3%) 20 (24.7%) -

Sexo

Mujer 41 (50.6%) 32 (52.5%) 9 (45.0%)
0.614

Hombre 40 (49.4%) 29 (47.5%) 11 (55.0%)

Edad, años

60 a 69 43 (53.1%) 31 (50.8%) 12 (60.0%)

0.82170 a 79 27 (33.3%) 21 (34.4%) 6 (30.0%)

≥ 80 11 (13.6%) 9 (14.8%) 2 (10.0%)

IMC, kg/m2 29.1 ± 3.7 28.8 ± 3.8 30.1 ± 3.4 0.149

PAS, mmHg 129.0 ± 17.5 121.8 ± 11.4 150.8 ± 14.5 <0.001*

PAD, mmHg 71.1 ± 10.6 67.8 ± 8.8 81.4 ± 9.1 <0.001*

Total de antihipertensivos consumidos

1 antihipertensivo 36 (44.4%) 27 (44.3%) 9 (45.0%)

0.825
2 antihipertensivos 28 (34.6%) 20 (32.8%) 8 (40.0%)

3 antihipertensivos 13 (16.0%) 10 (16.4%) 3 (15.0%)

≥ 4 antihipertensivos 4 (4.9%) 4 (6.6%) 0 (0.0%)

Tratamiento farmacológico antihipertensivo

Diuréticos 24 (29.6%) 20 (32.8%) 4 (20.0%) 0.399

˛ - bloqueadores 61 (75.3%) 50 (82.0%) 11 (55.0%) 0.033*

IECA 23 (28.4%) 13 (21.3%) 10 (50.0%) 0.021*

ARA II 55 (67.9%) 45 (73.8%) 10 (50.0%) 0.058*

BCC 26 (32.1%) 20 (32.8%) 6 (30.0%) 1

¸ - bloqueadores 1 (1.2%) 1 (1.6%) 0 (0.0%) 1

Nivel de adherencia terapéuticaa

Muy bajo (0) 42 (51.9%) 33 (54.1%) 9 (45.0%)

0.770
Bajo (1) 18 (22.2%) 12 (19.7%) 6 (30.0%)

Medio (2) 14 (7.3%) 11 (18.0%) 3 (15.0%)

Alto (3) 7 (8.6%) 5 (8.2%) 2 (10.0%)

Comorbilidades

Diabetes 16 (19.8%) 13 (16.0%) 3 (3.7%)
0.749

Otras 24 (29.6%) 19 (23.5%) 5 (6.2%)
0.779

La información se muestra como media ± DE o n (%). Hipertensos con presión arterial controlada: Presión arterial sistólica
< 140 mmHg y presión arterial diastólica < 90 mmHg. Hipertensos con presión arterial no controlada: Presión arterial
sistólica ≥ 140 mmHg y/o presión arterial diastólica ≥ 90 mmHg. Los valores de p se calcularon con la prueba U de
Mann-Whitney para PAS y edad, con la prueba t de Student para PAD e IMC, y con la prueba de Fisher para variables
categóricas. ARA II: Antagonistas de los receptores AT1 de angiotensina II; BCC: Bloqueadores de canales de calcio; DE:
Desviación estándar; IECA: Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina I; IMC: Índice de masa corporal; PAD:
Presión arterial diastólica; PAS: Presión arterial sistólica

aAdherencia terapéutica medida utilizando el cuestionario Morisky-Green
*Valor estadísticamente significativa, p ≤ 0.05

42



Figura 3: Curvas de rarefacción. La línea punteada indica el valor de submuestreo elegido para normalizar las muestras por
el método de rarefacción. ASV: Amplicon Sequence Variant

La diversidad alfa de la población de estudio en general se describe a continuación. El número de
ASVs observados tuvo una variación de 66 a 234 ASVs entre los pacientes, con un promedio de 134 ASVs
por adulto mayor. El índice de diversidad de Shannon varió entre 4.34 y 6.50 en la población de estudio,
con un valor promedio de 5.42 por paciente. Para el índice de homogeneidad de Simpson la población
de estudio mostró una variación de 0.05 a 0.39, con un índice promedio de 0.18 por paciente. Mientras
que el índice de diversidad filogenética de Faith presentó una variación entre 4.75 y 13.41, con un valor
promedio por paciente de 9.10 (Tabla 5).
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Tabla 5: Diversidad alfa de adultos mayores mexicanos con hipertensión arterial

Índice de diversidad alfa Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Número de ASVs observados 134± 29 133 66− 234

Índice de Shannon 5.42± 0.49 5.46 4.34− 6.50

Índice de homogeneidad de Simpson 0.18± 0.07 0.17 0.05− 0.39

Índice de diversidad filogenética de Faith 9.10± 1.58 9.21 4.75− 13.41

Métricas de diversidad alfa calculadas a nivel de ASVs a partir de datos normalizados por rarefacción
a 14,645 secuencias por muestra. ASV: Amplicon Sequence Variant; DE: Desviación estándar

La diversidad alfa se comparó entre adultos mayores de 60 a 69 años, adultos mayores de 70 a 79
años y adultos mayores de 80 años o más (Figura 4). No se encontró diferencia significativa entre los
grupos (ANOVA, p > 0.05).

Figura 4: Gráficos de violín comparando diversidad alfa de adultos mayores clasificados por grupo de edad. (a) Número de
ASVs observados; (b) Índice de Shannon; (c) Índice de homogeneidad de Simpson; (d) Índice de diversidad filogenética de
Faith. Todas las métricas de diversidad alfa fueron calculadas a nivel de ASVs a partir de datos normalizados por rarefacción
a 14,645 secuencias por muestra. Los valores de p se calcularon con la prueba ANOVA. ANOVA: Análisis de varianza; ASV:
Amplicon Sequence Variant

Además, la diversidad alfa se comparó entre hipertensos con PA controlada e hipertensos con PA no
controlada (Figura 5). Únicamente el índice de homogeneidad de Simpson mostró diferencia significativa
entre grupos de estudio (t de Student, p = 0.028). De acuerdo con esta métrica, la diversidad alfa en
hipertensos con PA controlada (media ± DE = 0.18 ± 0.07) es mayor en comparación con hipertensos
con PA no controlada (media ± DE = 0.15 ± 0.07).
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Figura 5: Gráficos de violín comparando diversidad alfa de hipertensos con presión arterial controlada versus hipertensos
con presión arterial no controlada. (a) Número de ASVs observados; (b) Índice de Shannon; (c) Índice de homogeneidad de
Simpson; (d) Índice de diversidad filogenética de Faith. Todas las métricas de diversidad alfa fueron calculadas a nivel de
ASVs a partir de datos normalizados por rarefacción a 14,645 secuencias por muestra. Los valores de p se calcularon con
la prueba t de Student. ASV: Amplicon Sequence Variant; PAD: Presión arterial diastólica; PAS: Presión arterial sistólica.
*Valor estadísticamente significativo, p ≤ 0.05

5.3.3. Diversidad beta de adultos mayores hipertensos bajo tratamiento
farmacológico

La diversidad beta se refiere al grado de diferenciación entre comunidades, individuos o muestras90,116.
Con el fin de obtener una visión más completa de la diversidad y estructura de la microbiota intestinal de
los pacientes, se calcularon cuatro métricas que proporcionaran información distinta entre sí: (a) índice
de disimilitud Jaccard (distancia basada en presencia-ausencia sin componente filogenético121,122), (b)
índice de disimilitud Bray-Curtis (distancia basada en abundancia sin componente filogenético122,123),
(c) UniFrac (distancia basada en presencia-ausencia con componente filogenético124), y (d) UniFrac
ponderado (distancia basada en abundancia con componente filogenético125).

La diversidad beta de los pacientes se representó gráficamente utilizando un PCoA generado a partir
de las distancias calculadas con cada métrica. Los gráficos de sedimentación para cada PCoA mostraron
que en todos los casos se requieren más de 10 PCos para explicar por lo menos el 50% de la varianza total
de los datos, y más de 40 PCos para explicar el 90%. Además, se observó que con respecto al resto de
las métricas, el cálculo de distancias mediante Unifrac ponderado permitía explicar un mayor porcentaje
de varianza utilizando un menor número de PCos (Apéndice C).

Los PCoAs se representaron utilizando las dos PCos con mayor porcentaje de varianza explicada. Con
el índice de disimilitud Jaccard, el índice de disimilitud Bray - Curtis y la métrica UniFrac la varianza
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Figura 6: Diversidad beta de adultos mayores mexicanos clasificados por grupo de edad. (a) Índice de disimilitud Jaccard;
(b) Índice de disimilitud Bray-Curtis; (c) UniFrac; (d) UniFrac ponderado. PCoA representados con PCo1 y PCo2. Todas las
matrices de distancia para los análisis de beta diversidad fueron calculadas a nivel de ASVs a partir de datos normalizados
por rarefacción a 14,645 secuencias por muestra. ASV: Amplicon Sequence Variant; PCo: Coordenada principal; PCoA;
Análisis de coordenadas principales.
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Figura 7: Diversidad beta de hipertensos con presión arterial controlada versus hipertensos con PA no controlada. (a) Índice
de disimilitud Jaccard; (b) Índice de disimilitud Bray-Curtis; (c) UniFrac; (d) UniFrac ponderado. PCoA representados
con PCo1 y PCo2, y resultado de PERMANOVA. Todas las matrices de distancia para los análisis de beta diversidad
fueron calculadas a nivel de ASVs a partir de datos normalizados por rarefacción a 14,645 secuencias por muestra. ASV:
Amplicon Sequence Variant; PAD: Presión arterial diastólica; PAS: Presión arterial sistólica; PCo: Coordenada principal;
PCoA; Análisis de coordenadas principales; PERMANOVA: Análisis de varianza multivariante permutacional.
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total explicada fue menor al 20%, mientras que con UniFrac ponderado fue posible explicar el 26.93%
(Figuras 6 y 7).

En cada PCoA se evaluó la separación de los pacientes clasificados según su edad y sus niveles de
PA. En el caso de la clasificación de los pacientes por grupo de edad, se observó la separación parcial
entre adultos mayores de 60 a 69 años y adultos mayores de 70 a 79 años con las métricas de presencia-
ausencia: índice de disimilitud Jaccard e índice de disimilitud Bray-Curtis. No hubo un patrón claro de
agrupamiento para adultos mayores de 80 años o más (Figuras 6a y 6b). Con las métricas UniFrac y
UniFrac ponderado no se observaron patrones de separación entre los pacientes (Figuras 6c y 6d).

Con respecto a la clasificación de los pacientes según sus niveles de PA, se observó una tendencia
de agrupamiento de hipertensos con PA controlada e hipertensos con PA no controlada con las métricas
filogenéticas: índice de disimilitud Bray-Curtis y métrica UniFrac ponderado (Figuras 7b y 7d). Con las
métricas no filogenéticas: índice de disimilitud Jaccard y UniFrac, no se observaron patrones de separación
entre los grupos de pacientes (Figuras 7a y 7c). Además, ninguna de las métricas de diversidad beta
empleadas mostró diferencia estadística significativa en la estructura de la microbiota intestinal bacteriana
entre hipertensos con PA controlada e hipertensos con PA no controlada (PERMANOVA, R2 < 0.015, p
> 0.05, Figura 7).

5.4. Caracterización de la microbiota intestinal bacteriana de
adultos mayores hipertensos bajo tratamiento farmacológico

La asignación taxonómica de los ASVs generados se realizó estableciendo un porcentaje mínimo de
similitud de 94.5% con las secuencias de referencia de la base de datos SILVA versión 138.1. Se ha
reportado que este porcentaje es el mínimo requerido para una asignación taxonómica confiable a nivel
de género108. Los 722 ASVs identificados y filtrados fueron asignados a 8 filos bacterianos y 136 géneros
bacterianos distintos.

La composición de la microbiota intestinal bacteriana de la población de estudio se describe a
continuación (Apéndice D). Los filos con mayor abundancia relativa fueron Firmicutes (mediana,
mín.−máx.; 50.61%, 19.10%−82.74%) y Bacteroidota (mediana, mín.−máx.; 42.10%,
6.02%−74.03%), representando más del 90% de la microbiota intestinal bacteriana (Figura 8a y
Tabla D1), seguidos por Proteobacteria (mediana, mín.−máx.; 2.18%, 0%−34.30%),
Actinobacteriota (mediana, mín.−máx.; 0.10%, 0%−13.39%) y Verrucomicrobiota (mediana,
mín.−máx.; 0%, 0%−18.33%). En menor abundancia se identificaron los filos Desulfobacterota
(mediana, mín.−máx.; 0.04%, 0%−1.72%), Fusobacteriota (mediana, mín.−máx.; 0%, 0%−16.53%)
y Cyanobacteria (mediana, mín.−máx.; 0%, 0%−3.13%).

A nivel de género, los diez taxones con mayor abundancia relativa en la población de estudio fueron
Bacteroides (mediana, mín.−máx.; 13.36%, 1.20%−52.50%), Prevotella 9 (mediana, mín.−máx.;
4.97%, 0%−61.58%), Faecalebacterium (mediana, mín.−máx.; 4.14%, 0%−16.45%), Alistipes
(mediana, mín.−máx.; 2.59%, 0%−18.12%), UCG - 002 (mediana, mín.−máx.; 2.44%,
0%−26.17%), Agathobacter (mediana, mín.−máx.; 2.04%, 0%−17.14%), Subdoligranulum
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(mediana, mín.−máx.; 1.78%, 0%−8.35%), Grupo Eubacterium coprostanoligenes (mediana,
mín.−máx.; 1.69%, 0%−12.96%), Roseburia (mediana, mín.−máx.; 1.00%, 0%−14.33%) y
Escherichia - Shigella (mediana, mín.−máx.; 0.74%, 0%−34.21%). Estos géneros representaron
aproximadamente el 60% de la composición de la microbiota intestinal bacteriana de los pacientes
(Figura 9a y Tabla D2).

La composición de la microbiota intestinal bacteriana fue similar, con respecto a la población de
estudio en general, al clasificar a los pacientes según su edad (Figuras 8b y 9b) y según sus niveles de
PA (Figuras 8c y 9c). Sin embargo, se observaron algunas diferencias en los patrones de prevalencia de
los taxones entre los pacientes por grupo de edad, dichas diferencias se describen a continuación.

A nivel de filo (Figura 8b), se encontró que el filo con mayor abundancia relativa para adultos
mayores de 60 a 69 años y para adultos mayores de 70 a 79 años fue Firmicutes (mediana, mín.−máx.;
50.02%, 19.10%−82.74% y 53.13%, 29.67%−66.98%, respectivamente), seguido por el filo
Bacteroidota (mediana, mín.−máx.; 42.10%, 6.02%−73.49% y 40.80%, 27.63%−69.04%,
respectivamente); mientras que para adultos mayores de 80 años o más el orden de prevalencia se
invirtió, siendo el filo con mayor abundancia relativa Bacteroidota (mediana, mín.−máx.; 47.10%,
19.62%−74.03%), seguido por Firmicutes (mediana, mín.−máx.; 45.64%, 25.42%−79.72%).
También se observó la disminución en la abundancia relativa de los filos Proteobacteria y
Actinobacteriota con el incremento de la edad: adultos mayores de 60 a 69 años (mediana, mín.−máx.;
3.51%, 0%−34.30% y 0.11%, 0%−13.39%, respectivamente), adultos mayores de 70 a 79 años
(mediana, mín.−máx.; 1.61%, 0.11%−10.46% y 0.07%, 0%−8.73%, respectivamente) y adultos
mayores de 80 años o más (mediana, mín.−máx.; 1.10%, 0%−22.33% y 0.03%, 0%−0.23%,
respectivamente).

A nivel de género (Figura 9b), las principales tendencias encontradas fueron las siguientes. Se
observó la disminución en la abundancia relativa del género Bacteroides con el aumento simultáneo en
la abundancia relativa del género Prevotella 9 en adultos mayores de 70 a 79 años (mediana,
mín.−máx.; 8.16%, 2.38%−50.82% y 20.36%, 0%−56.48%, respectivamente), en comparación con
adultos mayores de 60 a 69 años (mediana, mín.−máx.; 17.44%, 1.20%−52.50% y 0.42%,
0%−61.58%, respectivamente) y adultos mayores de 80 años o más (mediana, mín.−máx.; 17.81%,
3.27%−50.77% y 5.11%, 0%−56.26%, respectivamente). También se observó la disminución en la
abundancia relativa del género Faecalibacterium en adultos mayores de 80 años o más (mediana,
mín.−máx.; 3.01%, 0.50%−11.94%), con respecto a adultos mayores de 60 a 69 años (mediana,
mín.−máx.; 3.90%, 0%−16.45%) y adultos mayores de 70 a 79 años (mediana, mín.−máx.; 5.96%,
0.94%−12.75%). Además, se observó el aumento en la abundancia relativa del género Escherichia -
Shigella en adultos mayores de 60 a 69 años (mediana, mín.−máx.; 1.57%, 0%−34.21%), a diferencia
de adultos mayores de 70 a 79 años (mediana, mín.−máx.; 0.33%, 0%−8.59%) y adultos mayores de
80 años o más (mediana, mín.−máx.; 0.37%, 0%−16.27%).
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Figura 8: Composición de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores hipertensos bajo tratamiento farmacológico
a nivel de filo. (a) Composición bacteriana por individuo; (b) Composición bacteriana por grupo según edad; (c) Composición
bacteriana por grupo según niveles de PA. La composición bacteriana por grupo se presenta como la media de la abundancia
relativa de los taxones. Hipertensos con PA controlada: Presión arterial sistólica < 140 mmHg y presión arterial diastólica
< 90 mmHg. Hipertensos con PA no controlada: Presión arterial sistólica ≥ 140 mmHg y/o presión arterial diastólica ≥
90 mmHg. PA: Presión arterial
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Figura 9: Composición de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores hipertensos bajo tratamiento farmacológico
a nivel de género. (a) Composición bacteriana por individuo; (b) Composición bacteriana por grupo; (c) Composición
bacteriana por grupo según niveles de PA. Se presentan los 30 géneros bacterianos más abundantes. La composición
bacteriana por grupo se presenta como la media de la abundancia relativa de los taxones. Hipertensos con PA controlada:
Presión arterial sistólica < 140 mmHg y presión arterial diastólica < 90 mmHg. Hipertensos con PA no controlada: Presión
arterial sistólica ≥ 140 mmHg y/o presión arterial diastólica ≥ 90 mmHg. PA: Presión arterial
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5.5. Índice Firmicutes/Bacteroidota de adultos mayores hipertensos
bajo tratamiento farmacológico

El índice F/B se puede relacionar con cambios en la salud, debido a que los filos Firmicutes y
Bacteroidota son los taxones más abundantes de la microbiota intestinal bacteriana128-130. El índice F/B
en la población de estudio tuvo una mediana de 1.23 con una variación de 0.28 a 12.11.

El índice F/B se comparó entre adultos mayores de 60 a 69 años, adultos mayores de 70 a 79 años y
adultos mayores de 80 años o más (Figura 10a). No se encontró diferencia significativa entre los grupos
(Kruskal-Wallis, p = 0.510).

El índice F/B también se comparó entre hipertensos con PA controlada e hipertensos con PA no
controlada (Figura 10b). No se encontró diferencia significativa entre los grupos (U de Mann - Whitney,
p = 0.772).

Figura 10: Gráficos de violín de índice Firmicutes/Bacteroidota. (a) Comparación de adultos mayores mexicanos clasificados
por grupo de edad. El valor de p se calculó con la prueba Kruskal-Wallis; (b) Comparación de hipertensos con presión arterial
controlada versus hipertensos con presión arterial no controlada. El valor de p se calculó con la prueba U de Mann - Whitney.
ANOVA: Análisis de varianza; PAD: Presión arterial diastólica; PAS: Presión arterial sistólica
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5.6. Abundancia diferencial de taxones de hipertensos con presión
arterial controlada versus hipertensos con presión arterial no
controlada

Con el objetivo de identificar taxones, tanto a nivel de filo como de género, con abundancia diferencial
entre hipertensos con PA controlada e hipertensos con PA no controlada se utilizaron tres métodos
estadísticos distintos: LEfSe, GLM-CLR y GLM-NB. En primer lugar, los análisis se realizaron sin considerar
variables de confusión o variables clínicas.

El análisis con LEfSe mostró diferencia significativa en la abundancia de cuatro géneros bacterianos
(Figura 11a). El género Intestinibacter (LDA = 2.30, p = 0.014) se encontró enriquecido en hipertensos
con PA controlada, mientras que los géneros Ralstonia (LDA = 1.66, p = 0.042), Marvinbryantia (LDA =
1.92, p = 0.018) y Grupo Lachnospiraceae FCS020 (LDA = 2.28, p = 0.016) se encontraron enriquecidos
en hipertensos con PA no controlada. Ninguno de los taxones conservó su significancia estadística tras el
ajuste por FDR (p ajustado > 0.05).

Con el método GLM-CLR sin variables clínicas se identificaron cinco géneros bacterianos con
abundancia diferencial entre grupos (Figura 11b). Los géneros Tyzerella (˛ = -0.78, p = 0.050) y
Allisonella (˛ = -0.54, p = 0.047) se encontraron disminuidos en hipertensos con PA no controlada con
respecto a hipertensos con PA controlada, mientras que los géneros Intestinibacter (˛ = 0.77, p =
0.038), Marvinbryantia (˛ = 0.62, p = 0.033) y Grupo Lachnospiraceae FCS020 (˛ = 1.06, p = 0.010)
se encontraron enriquecidos. No obstante, la significancia estadística de los taxones no se conservó tras
el ajuste por FDR (p ajustado > 0.05).

El método GLM-NB sin variables clínicas determinó abundancia diferencial en dos géneros bacterianos
(Figura 11b). Tanto el género Tyzerella (˛ = -3.44, p = 0.015), como Streptococcus (˛ = -1.48, p =
0.003) se encontraron disminuidos en hipertensos con PA no controlada con respecto a hipertensos con
PA controlada. Ninguno de los taxones resultó estadísticamente significativo tras el ajuste por FDR (p
ajustado > 0.05).

Al comparar los resultados de los métodos sin variables clínicas y previo al ajuste por FDR, se encontró
que ningún taxón con abundancia diferencial fue identificado por los tres métodos. Sin embargo, los
géneros Tyzerella, Marvinbryantia y Grupo Lachnospiraceae FCS020 mostraron enriquecimiento en el
mismo grupo de pacientes hipertensos utilizando dos métodos estadísticos distintos (Figura 11c).

Únicamente se añadieron variables clínicas a los análisis con GLM-CLR y GLM-NB, puesto que LEfSe
no permite este tipo de ajuste. Las variables clínicas incluidas en los modelos fueron: (a) sexo, (b) edad,
(c) IMC, y (d) nivel de adherencia terapéutica.

Utilizando el método GLM-CLR con variables clínicas, los géneros Grupo Lachnospiraceae FCS020
(˛ = 1.01, p = 0.020) y Grupo Familia XIII AD3011 (˛ = 0.75, p = 0.046) se encontraron
sobrerrepresentados en hipertensos con PA no controlada (Figura 12a). En tanto que, el método
GLM-NB con variables clínicas mostró abundancia diferencial para el género Tyzerella (˛ = -3.94, p =
0.031), el cual se encontró enriquecido en hipertensos con PA controlada (Figura 12a). La significancia
estadística de los taxones no se conservó después del ajuste por FDR (p ajustado > 0.05).
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Figura 11: Abundancia diferencial de taxones utilizando métodos estadísticos sin variables clínicas. (a) LEfSe; (b) GLM-CLR
y GLM-NB. Taxones con valor ˛ negativo enriquecidos en hipertensos con PA controlada, taxones con valor ˛ positivo
enriquecidos en hipertensos con PA no controlada; (c) Diagrama de Venn indicando los taxones con abundancia diferencial
identificados por al menos dos métodos estadísticos distintos, previo a la corrección por el método FDR. p-FDR: Valor de p
ajustado por el método FDR. GLM-CLR: Modelo lineal generalizado con transformación log-cociente centrada; GLM-NB:
Modelo lineal generalizado negativo binomial; FDR: False discovery rate/Tasa de descubrimientos falsos; LEfSe; Linear
discriminant analysis effect size; LDA: Análisis discriminante lineal; PAD: Presión arterial diastólica; PAS: Presión arterial
sistólica
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Figura 12: Abundancia diferencial de taxones utilizando métodos estadísticos con variables clínicas. (a) GLM-CLR y GLM-
NB. Taxones con valor ˛ negativo enriquecidos en hipertensos con PA controlada, taxones con valor ˛ positivo enriquecidos
en hipertensos con PA no controlada; (b) Diagrama de Venn indicando los taxones con abundancia diferencial identificados
por al menos dos métodos estadísticos distintos, con y sin variables clínicas, previo a la corrección por el método FDR.
p-FDR: Valor de p ajustado por el método FDR. GLM-CLR: Modelo lineal generalizado con transformación log-cociente
centrada; GLM-NB: Modelo lineal generalizado negativo binomial; FDR: False discovery rate/Tasa de descubrimientos falsos
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Si bien, no hubo coincidencia en los resultados de los métodos estadísticos con variables clínicas previo
al ajuste por FDR, los géneros Tyzerella y Grupo Lachnospiraceae FCS020 ya habían sido previamente
identificados con abundancia diferencial al emplear los métodos estadísticos sin variables clínicas.

En resumen, la abundancia diferencial de los géneros Tyzerella, Marvinbryantia y Grupo
Lachnospiraceae FCS020 fue identificada por distintos métodos estadísticos, con y sin ajuste por
variables clínicas, previo a la corrección por FDR (Figura 12b). En este sentido, la abundancia del
género Tyzerella fue mayor en hipertensos con PA controlada que en hipertensos con PA no controlada.
Mientras que los géneros Marvinbryantia y Grupo Lachnospiraceae FCS020 se encontraron en mayor
proporción en hipertensos con PA no controlada que en hipertensos con PA controlada. Sin embargo,
estos hallazgos deber ser validados con experimentos dirigidos, o bien, en un grupo de estudio con
mayor tamaño muestral.

5.7. Composición funcional de la microbiota intestinal de adultos
mayores mexicanos con hipertensión arterial: PICRUSt 2

Se llevó a cabo la predicción de la composición funcional de la microbiota intestinal bacteriana de
la población de estudio con el software PICRUSt 2140 y utilizando la base de datos MetaCyc141. Se
identificaron un total de 348 vías metabólicas relacionadas con la microbiota intestinal bacteriana. Entre
las vías metabólicas más abundantes en la población de estudio se encontraron la vía de la pentosa
fosfato, biosíntesis anaeróbica de gondoato, biosíntesis II de L - isoleucina, degradación V de almidón
y fermentación de piruvato a isobutanol (Tabla 6). La abundancia relativa de las vías metabólicas no
mostró diferencia significativa entre hipertensos con PA controlada e hipertensos con PA no controlada
con LEfSe (LDA < 1.5, p > 0.05).

Tabla 6: Predicción funcional de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos con hipertensión arterial

Vía metabólica
Abundancia relativa (%)

Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Vía pentosa fosfato (rama no oxidativa) 1.15± 0.13 1.12 0.88− 1.53

Biosíntesis de gondoato (anaeróbica) 1.03± 0.09 1.04 0.78− 1.27

Biosíntesis II de L-isoleucina 1.01± 0.10 1.00 0.75− 1.28

Degradación V de almidón 0.98± 0.11 0.98 0.66− 1.18

Fermentación de piruvato a isobutanol 0.98± 0.10 0.96 0.74− 1.21

Biosíntesis de ácido cis - vaccénico 0.96± 0.08 0.97 0.74− 1.27

Biosíntesis I de L-isoleucina (a partir de treonina) 0.94± 0.09 0.93 0.73− 1.18

Biosíntesis de L-valina 0.94± 0.09 0.93 0.73− 1.18

Biosíntesis IV de L-isoleucina 0.93± 0.10 0.93 0.70− 1.25

Biosíntesis de novo de ribonucleótidos de adenosina 0.93± 0.09 0.92 0.70− 1.17

Predicción funcional con PICRUSt 2 y la base de datos MetaCyc. Se muestran las 10 vías
metabólicas más abundantes. DE: Desviación estándar
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6. Discusión

La HTA es un problema de salud pública que afecta a 31.1% de los adultos a nivel global, con una
prevalencia del 30.2% en México12. La PA incrementa con la edad como resultado del proceso de
envejecimiento, por lo que la HTA afecta principalmente a adultos mayores (≥ 60 años)143-145. Debido
a esto y al rápido envejecimiento poblacional actual, se espera que la prevalencia de HTA incremente en
los próximos años143. Además, niveles elevados de PA incrementan el riesgo de sufrir enfermedad
cardiovascular, lo que resalta la importancia del control adecuado de la enfermedad, sobre todo en
pacientes adultos mayores143-146. No obstante, en México únicamente la mitad de los pacientes
hipertensos tiene valores de PA controlados12.

La HTA tiene un origen multifactorial que involucra factores de riesgo tanto genéticos como
ambientales147. Recientemente, se ha demostrado que alteraciones en la microbiota intestinal se asocian
con la HTA. En este estudio se caracterizó la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores
mexicanos con hipertensión arterial bajo tratamiento farmacológico. Asimismo, se comparó su
composición y estructura entre hipertensos con PA controlada (PAS < 140 mmHg y PAD < 90 mmHg)
e hipertensos con PA no controlada (PAS ≥ 140 mmHg y/o PAD ≥ 90 mmHg), siendo el primer
estudio en su tipo reportado.

6.1. Microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos

La microbiota intestinal humana cambia con la edad34,148 como consecuencia de cambios
fisiológicos en el tracto gastrointestinal y en los patrones dietéticos, así como del deterioro en la función
normal del sistema inmune (inmunosenescencia) que puede incrementar el riesgo de sufrir infecciones y
fragilidad149. Estos cambios son más evidentes en adultos mayores, población cuya proporción
incrementará en los próximos años debido al envejecimiento demográfico que se vive actualmente143.
Debido a ello, es importante ahondar en la caracterización de factores, como la microbiota intestinal,
que permitan modular condiciones de salud y enfermedad en este sector de la población150.
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6.1.1. Diversidad alfa de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores
mexicanos

La microbiota del tracto gastrointestinal humano forma un denso ecosistema dominado por
bacterias151. Mantener la suficiente riqueza y diversidad bacteriana en dicho ecosistema resulta
importante para brindar a la microbiota intestinal redundancia funcional, adaptabilidad y resiliencia
frente a distintas condiciones ambientales34,152. Esta riqueza y variabilidad en un solo ecosistema se
conoce como diversidad alfa90,116. En este estudio, la diversidad alfa se midió utilizando cuatro métricas
distintas: (a) número de ASVs observados, (b) índice de Shannon, (c) índice de homogeneidad de
Simpson, e (d) índice de diversidad filogenética de Faith.

Con el fin de contribuir a la caracterización de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores
mexicanos, se describió la diversidad alfa de la población de estudio (Tabla 5). Utilizando el índice de
Shannon, la diversidad alfa de adultos mayores mexicanos fue de 5.42, similar al índice aproximado de
4.00 a 7.00 previamente reportado para adultos mayores en Japón34. Por el contrario, la diversidad alfa
fue menor en comparación con el índice de 6.40 reportado para adultos mayores en China38, y mayor
al comparar con los índices aproximados de 0.20 a 4.50, 1.50 a 3.50 y 3.09 a 4.86 reportados para
adultos mayores en Estados Unidos153, Italia154 y Corea del Sur155. Si bien, esta variación en la diversidad
bacteriana con respecto a otras poblaciones puede deberse a diferencias en las estrategias metodológicas
utilizadas como el procedimiento de extracción de ADN o el análisis bioinformático, también puede
deberse al distinto origen geográfico, étnico y/o racial de las poblaciones148,156-158. Esta variación entre
poblaciones de origen distinto se ha reportado antes y se ha atribuido a distintos factores como variabilidad
genética de los individuos, diferencias en la inmunidad innata y adaptativa, dieta, higiene, estilo de vida,
condiciones ambientales del entorno, enfermedades crónico-degenerativas, entre otros148,156-159.

Debido a estos cambios en la microbiota intestinal de poblaciones de origen diferente, Gupta et al.
(2017) mencionan la necesidad de que las estrategias terapéuticas derivadas de estudios de microbiota
humana tengan un enfoque comunitario propio de cada área geográfica. Sin embargo, en la actualidad,
a nivel mundial, las regiones de Europa y Norteamérica son las más representadas en investigaciones
sobre microbiota humana, mientras que Latinoamérica, incluyendo México, es la quinta región menos
representada160. Esto resalta la importancia del presente estudio y su contribución a la caracterización de
la microbiota intestinal de adultos mayores mexicanos, así como la necesidad de ampliar los estudios en
población mexicana que permitan generar conclusiones más significativas.

La diversidad alfa, además, se comparó estadísticamente entre adultos mayores de 60 a 69 años,
adultos mayores de 70 a 79 años y adultos mayores de 80 años o más (Figura 4). Los resultados
no mostraron diferencia significativa en la diversidad alfa de los grupos de estudio. Estos resultados son
similares a lo reportado previamente en el estudio de Kim et al. (2019), en el cual se comparó la microbiota
intestinal de centenarios (95 a 108 años), adultos mayores (67 a 79 años) y adultos jóvenes (26 a 43
años). En ese estudio, no se encontró diferencia significativa en la diversidad alfa entre los grupos de
estudio, aún cuando la dieta de centenarios y adultos mayores era significativamente distinta a la de
adultos jóvenes.
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Mientras la diversidad alfa describe la riqueza y variabilidad de especies en un ecosistema o individuo,
la diversidad beta identifica diferencias en la composición de distintos ecosistemas o individuos90,116. En
este estudio, la diversidad beta se midió utilizando cuatro métricas distintas: (a) índice de disimilitud de
Jaccard, (b) índice de disimilitud Bray-Curtis, (c) UniFrac, y (d) UniFrac ponderado. A partir de dichas
métricas, se generaron PCoAs para representar gráficamente la diversidad beta de los adultos mayores
mexicanos incluidos en este estudio (Figura 6). En primer lugar, los PCoAs muestran la alta variabilidad
que existe en la composición de la microbiota intestinal humana. En segundo lugar, con el índice de
disimilitud de Jaccard y el índice de disimilitud Bray-Curtis, métricas basadas en la presencia-ausencia
de especies bacterianas121-123, se observó la separación parcial entre adultos mayores de 60 a 69 años
y adultos mayores de 70 a 79 años, lo cual podría indicar que existen taxones bacterianos presentes
únicamente en alguno de los dos grupos. Esto coincide con otros estudios en los que se ha reportado una
separación evidente entre adultos mayores de distintas edades al comparar su diversidad beta34,38,154,155.
Sin embargo, a diferencia de esos estudios, en el presente proyecto la separación de los grupos es parcial,
además de que las métricas de diversidad beta se calcularon a nivel de ASVs y utilizando el método de
rarefacción para la normalización de los datos. Por tanto, utilizar otros métodos de normalización, así
como calcular las métricas de diversidad beta en distintos niveles taxonómicos, podría ayudar a visualizar
patrones de separación concretos entre adultos mayores mexicanos de distintas edades.

6.1.2. Composición taxonómica de la microbiota intestinal bacteriana de adultos
mayores mexicanos

En este estudio, tal como se ha reportado previamente, los filos dominantes de la microbiota
intestinal de adultos mayores mexicanos fueron Firmicutes, 50.61%, y Bacteroidota, 42.10%,
representando en conjunto más del 90% de la composición bacteriana, seguidos por Proteobacteria,
2.18%, y Actinobacteriota, 0.10%128,130,161. En menor proporción se encontraron los filos
Verrucomicrobiota, Fusobacteriota, Desulfobacterota y Cyanobacteria, con menos del 0.04% de
abundancia (Figura 8 y Tabla D1). Esta composición a nivel de filo se ha reportado tanto en
individuos sanos como en condiciones de enfermedad, lo cual se debe a la plasticidad de la microbiota
que permite el rápido regreso a su composición inicial128

La relación entre los filos Firmicutes y Bacteroidota, conocida como índice F/B, se ha asociado con el
mantenimiento de la homeostasis y cambios en este índice se relacionan con la progresión de la edad así
como con diversas patologías128,130. En este estudio, el índice F/B de adultos mayores mexicanos fue de
1.23, presentando una alta variabilidad inter-individual con índices desde 0.28 hasta 12.11 (Figura 10a).
Esta variabilidad fue reflejo de la variación en la abundancia relativa de los filos Firmicutes, 19.10%
a 83.74%, y Bacteroidota, 6.02% a 74.03%. Previamente, se ha reportado que los adultos mayores
presentan una extensa variabilidad inter-individual en la composición de la microbiota intestinal, y que
dicha variabilidad es aún mayor que la observada en adultos sanos162.

Aunado a lo anterior, el índice F/B de la población de estudio, 1.23, resultó elevado en comparación
con el índice de 0.6 previamente reportado para adultos mayores en Francia163, disminuido en comparación
con el índice de 4.5 reportado para adultos mayores en Tailandia164 y similar al índice de 1.42 reportado
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para adultos mayores en Ucrania165. Como se mencionó anteriormente, estas diferencias pueden deberse a
variaciones en las estrategias metodológicas utilizadas, o bien, a variaciones existentes entre poblaciones
de origen distinto derivadas de factores como la dieta. En este caso, el estudio de adultos mayores en
Francia reporta el consumo de una dieta occidental (alto consumo de grasas saturadas y sucrosa y bajo
consumo de fibra166) sin restricciones, y el estudio en adultos mayores en Tailandia reporta un alto
consumo de vegetales y frutas, mientras que tanto en el presente estudio como en el de adultos mayores
en Ucrania no se reporta información sobre la dieta de los pacientes. Con esto se reitera la importancia de
caracterizar la microbiota humana de forma específica para cada población, así como de incluir variables
que pueden influir en su composición.

El índice F/B se comparó estadísticamente entre adultos mayores de 60 a 69 años, adultos mayores de
70 a 79 años y adultos mayores de 80 años o más. El índice F/B no mostró diferencia significativa entre los
grupos de estudio, sin embargo, se observaron valores disminuidos, 0.91, en adultos mayores de 80 años o
más (Figura 10a). Esto coincide con la prevalencia del filo Bacteroidota, 47,10%, sobre el filo Firmicutes,
45.64%, observada en este grupo de edad (Figura 8b). Estudios previos han reportado la disminución
del índice F/B con el incremento de la edad162-164,167, así como el incremento en la abundancia relativa
del filo Bacteroidota34,162, lo cual se ha atribuido a los cambios fisiológicos digestivos característicos de la
senectud, como reducción en el tránsito y secreciones digestivas163, que podrían favorecer la colonización
de unas bacterias sobre otras.

Además de lo anterior, se observó una tendencia a la disminución del filo Proteobacteria con el
incremento de la edad, con una abundancia de 3.51%, 1.61% y 1.10% en adultos mayores de 60 a
69 años, 70 a 79 años y 80 años o más, respectivamente. La misma tendencia se observó para el filo
Actinobacteriota, con abundancias de 0.11%, 0.07% y 0.03% para adultos mayores de 60 a 69 años, 70
a 79 años y 80 años o más, respectivamente (Figura 8b). Previamente se ha reportado que la abundancia
relativa del filo Actinobacteriota comienza a disminuir en edades tempranas, específicamente durante el
proceso de destete, y que dicha disminución continúa con el progreso de la edad34. No obstante, para el
filo Proteobacteria, filo asociado con bacterias patógenas, se ha reportado el incremento en la abundancia
relativa a partir de los 60 o 70 años de edad como consecuencia del proceso de disfunción inmunológica
que ocurre con la edad y que podría favorecer la colonización de patógenos oportunistas34,162,168. Si bien
es necesario comprobar estadísticamente las tendencias aquí descritas, esta discrepancia con otros estudios
podría deberse a diferencias en las estrategias metodológicas utilizadas, así como al origen distinto de las
poblaciones como se mencionó antes, e incluso a diferencias en las características de los pacientes como
edad, sexo, padecimiento de enfermedades, entre otros.

A nivel de género, se encontró que la microbiota intestinal de adultos mayores mexicanos se compone
por 136 géneros bacterianos distintos (Tabla D2). El género Bacteroides, 13.36%, fue el más abundante
en la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos, seguido por Prevotella 9, 4.97%
(Figura 9). Esta predominancia de Bacteroides sobre Prevotella se ha asociado con el consumo de dietas
ricas en carbohidratos y grasas en países industrializados169-171. Faecalibacterium, Alistipes y UCG - 002
de la familia Ruminococcaceae también se encontraron dentro de los géneros con mayor abundancia
relativa, con valores de 4.14%, 2.59% y 2.44%, respectivamente. Esta composición a nivel de género
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de la microbiota intestinal bacteriana ha sido previamente descrita tanto en adultos mayores como en
individuos con HTA59,172.

Por otra parte, la abundancia relativa del género Bacteroides presentó una tendencia a la disminución
con el incremento de la edad, de 17.44% en adultos mayores de 60 a 69 años a 8.16% en adultos
mayores de 70 a 79 años. De manera simultánea, el género Prevotella 9 presentó una tendencia al
incremento, de 0.42% en adultos mayores de 60 a 69 años a 20.36% en adultos mayores de 70 a 79 años.
Sin embargo, dichas tendencias se invirtieron en adultos mayores de 80 años o más, es decir, mientras
el género Bacteroides incrementó a 17.81% en este grupo de edad, el género Prevotella 9 disminuyó
a 5.11% (Figura 9b). Aunque estas observaciones necesitan comprobación estadística, previamente
se ha reportado que el dominio del género Bacteroides en la microbiota intestinal se asocia con el
consumo de dietas occidentales, ricas en proteínas y grasas de origen animal, mientras que el dominio del
género Prevotella se asocia con dietas no occidentales ricas en fibra173-176. Esto indica que las tendencias
observadas pueden deberse a la dieta de los pacientes, la cual, como se ha mencionado, varía debido a
los cambios fisiológicos derivados del proceso de envejecimiento, tales como el funcionamiento del tracto
gastrointestinal y la pérdida de dientes.

Si bien la dieta puede ser la causa de las tendencias observadas para los géneros Bacteroides y
Prevotella 9, previamente Wilmanski et al. (2021) reportaron que la disminución en la abundancia del
género Bacteroides es una de las principales características de un envejecimiento saludable, y que en
individuos cercanos a edades extremas (≥ 85 años) la retención de una abundancia relativa alta de este
género bacteriano se asocia con una supervivencia significativamente menor, así como con un
envejecimiento poco saludable. Por tanto, es posible que los adultos mayores de 70 a 79 años incluidos
en este estudio estén sobrellevando un envejecimiento saludable, no siendo este el caso de adultos
mayores de 80 años o más. Estas observaciones, además, remarcan la necesidad de llevar a cabo
estudios longitudinales que permitan identificar de manera precisa cambios en la microbiota humana que
favorezcan un envejecimiento saludable.

También se observó la tendencia a la disminución del género Faecalibacterium, de 3.90% en adultos
mayores de 60 a 69 años y 5.96% en adultos mayores de 70 a 79 años, a 3.01% en adultos mayores
de 80 años o más (Figura 9b). Esto coincide con el estudio de Salazar et al. (2019) en el que se
reportó que a diferencia de géneros bacterianos como Akkermansia y Lactobacillus, la abundancia del
género Faecalibacterium disminuía con el incremento de la edad, incluso en individuos de más de 80 años
de edad, sugiriendo que los individuos longevos presentan un perfil de microbiota intestinal único. Esto
nuevamente resalta la importancia de generar estudios enfocados en un envejecimiento saludable.

Además, se observó una abundancia relativa alta del género Escherichia-Shigella en adultos mayores
de 60 a 69 años, 1.57%, en comparación con adultos mayores de 70 a 79 años, 0.33%, y adultos mayores
de 80 años o más, 0.37% (Figura 9b). Esto difiere de otros estudios en los que se ha reportado que
el género Escherichia-Shigella, género bacteriano reconocido como patógeno, incrementa en individuos
adultos mayores como resultado de la inmunosenescencia, proceso de disfunción inmunológica que ocurre
con la edad y que podría permitir la colonización de patógenos oportunistas164,168,179. Estas discrepancias
pueden deberse a variaciones existentes en poblaciones de origen distinto, tales como el estilo de vida y
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las condiciones higiénico-sanitarias en que habitan. Por tanto, es importante comprobar estadísticamente
las observaciones aquí descritas, así como ampliar los estudios sobre adultos mayores tanto en México
como en el mundo.

6.2. Microbiota intestinal bacteriana de hipertensos con presión
arterial controlada versus hipertensos con presión arterial no
controlada

6.2.1. Diversidad alfa y beta de hipertensos con presión arterial controlada versus
hipertensos con presión arterial no controlada

Como se mencionó antes, la riqueza y variabilidad de bacterias en un solo ecosistema se conoce
como diversidad alfa90,116. En este estudio, la diversidad bacteriana, medida por el índice de
homogeneidad de Simpson (Figura 5c), fue significativamente menor en hipertensos con PA no
controlada (PAS ≥ 140 mmHg y/o PAD ≥ 90 mmHg) en comparación con hipertensos con PA
controlada (PAS < 140 mmHg y PAD < 90 mmHg), con índices de 0.15 y 0.18, respectivamente. El
decremento en la diversidad alfa en pacientes con HTA o con niveles elevados de PA sin tratamiento
farmacológico ha sido reportado en múltiples estudios previamente, y la misma tendencia ha sido
encontrada en condiciones de obesidad, hiperinsulinemia y dislipidemia147,180. Además, se ha visto que
individuos con menor diversidad bacteriana son más propensos al desarrollo de HTA181. Esto indica que
la falta de eficacia del tratamiento farmacológico antihipertensivo conlleva a una microbiota intestinal
característica de estados de enfermedad.

Por otra parte, la diversidad beta, la cual identifica diferencias en la composición de distintos
ecosistemas o individuos90,116, se midió utilizando cuatro métricas distintas: (a) índice de disimilitud
Jaccard, (b) índice de disimilitud Bray-Curtis, (c) UniFrac, y (d) UniFrac ponderado (Figura 7). En
ningún caso se identificó diferencia estadística significativa en la diversidad beta de hipertensos con PA
controlada (PAS < 140 mmHg y PAD < 90 mmHg) e hipertensos con PA no controlada (PAS ≥ 140
mmHg y/o PAD ≥ 90 mmHg). Esto difiere de otros estudios en los que se ha incluido cierta proporción
de pacientes con tratamiento farmacológico antihipertensivo para comparar entre grupos de pacientes
con HTA y pacientes sanos50,57. A diferencia de esos estudios, la totalidad de los pacientes incluidos en
este proyecto se encuentran bajo tratamiento farmacológico antihipertensivo, el cual se ha visto puede
inducir cambios en la microbiota intestinal182. Es decir, la inclusión de pacientes hipertensos con y sin
tratamiento farmacológico pudo interferir en la diferencia observada en esos estudios. Por otra parte, en
el análisis de diversidad beta del presente estudio no se consideraron variables que pueden influir en la
composición de la microbiota intestinal (sexo, edad, IMC, etc.), lo cual se ha visto afecta los métodos
estadísticos empleados183.

Si bien no se hallaron diferencias estadísticamente significativas en la diversidad beta de hipertensos
con PA controlada (PAS < 140 mmHg y PAD < 90 mmHg) e hipertensos con PA no controlada (PAS
≥ 140 mmHg y/o PAD ≥ 90 mmHg), en los PCoA generados a partir del índice de disimilitud
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Bray-Curtis y UniFrac ponderado se observó una tendencia de agrupamiento de los grupos de estudio
(Figura 7b y 7d). Tanto el índice de disimilitud de Bray-Crutis como la métrica UniFrac ponderado
consideran el origen filogenético de las especies, por lo que identificar dicho patrón de agrupamiento
resalta la importancia de la funcionalidad y complejidad del ecosistema formado por la microbiota
intestinal122,123,184. En este sentido, taxones filogenéticamente relacionados pueden tener funciones
similares y brindar resiliencia a la microbiota intestinal, pues si la presencia de alguna especie se
compromete, las especies con funciones similares pueden sustituir su actividad152,181. Por tanto,
considerar variables ambientales, variables propias del paciente (clínicas, genéticas, etc.) y variables de
funcionalidad microbiana podría resultar importante para identificar diferencias y patrones definidos de
separación con respecto a la composición de la microbiota intestinal bacteriana entre grupos de
estudio185.

6.2.2. Índice Firmicutes/Bacteroidota de hipertensos con presión arterial controlada
versus hipertensos con presión arterial no controlada

Anteriormente se mencionó que los filos Firmicutes y Bacteroidota fueron los más abundantes de la
población de estudio en general, representando más del 90% de la composición bacteriana de la microbiota
intestinal (Figura 8 y Tabla D1). También se mencionó que la relación entre estos dos filos, conocida
como índice F/B, se ha asociado con el mantenimiento de la homeostasis y que cambios en este índice
se han relacionado con diversas patologías128,130.

El índice F/B de hipertensos con PA controlada (PAS < 140 mmHg y PAD < 90 mmHg), 1.23, fue
mayor al índice de hipertensos con PA no controlada (PAS ≥ 140 mmHg y/o PAD ≥ 90 mmHg), 1.13,
sin embargo, esta diferencia no fue estadísticamente significativa (Figura 10b). Índices F/B elevados
pueden ser indicativos de incrementos en la abundancia relativa del filo Firmicutes y/o disminución en
la abundancia relativa del filo Bacteroidota. Este tipo de cambios no ha sido identificado previamente en
individuos con niveles de PA controlada, pero sí se ha reportado en condiciones de obesidad y consumo
de dietas ricas en carbohidratos, grasas y alimentos procesados57,147,186,187, lo cual resalta la influencia
de la dieta en la composición de la microbiota intestinal y la importancia de incluir este tipo de variables
en estudios posteriores.

6.2.3. Abundancia diferencial de taxones de hipertensos con presión arterial
controlada versus hipertensos con presión arterial no controlada

Con el fin de identificar posibles biomarcadores que permitieran diferenciar entre hipertensos con PA
controlada (PAS < 140 mmHg y PAD < 90 mmHg) e hipertensos con PA no controlada (PAS ≥ 140
mmHg y/o PAD ≥ 90 mmHg), se realizó el análisis de abundancia diferencial de taxones a nivel de filo y
género. La comparación entre grupos de estudio mostró abundancia diferencial en tres géneros bacterianos
(Figura 11 y 12). El género Tyzzerella resultó enriquecido en hipertensos con PA controlada (PAS < 140
mmHg y PAD < 90 mmHg), lo cual coincide con lo reportado en estudios previos58,65. Por ejemplo, en el
estudio de Li et al. (2019) el género Tyzzerella permitió la diferenciación de individuos sanos e individuos
hipertensos bajo tratamiento farmacológico de hipertensos sin tratamiento previo. De igual manera, en el
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estudio de Palmu et al. (2020) se observó una asociación negativa entre este género y los niveles de PA.
Tyzzerella también se ha asociado con inflamación y riesgo cardiovascular188,189.

Por otro lado, los géneros Marvinbryantia y grupo Lachnospiraceae FCS020 resultaron enriquecidos
en hipertensos con PA no controlada (PAS ≥ 140 mmHg y/o PAD ≥ 90 mmHg). Ambos géneros
pertenecen a la familia Lachnospiraceae del filo Firmicutes. Esta familia es una de las más abundantes en
la microbiota intestinal bacteriana, y sus miembros son los principales productores de SCFAs, metabolitos
derivados de la fermentación de la fibra dietética: acetato, propionato y butirato, principalmente43,190.
Mientras Marvinbryantia se caracteriza por la producción de acetato, grupo Lachnospiraceae FCS020 se
caracteriza por la producción de butirato44,191. Se ha visto que los SCFAs juegan un papel importante en
la regulación de la PA a través de la interacción con receptores acoplados a proteína G48-50,192: OR51E2
(Olfr78 en murinos), expresado en vasos sanguíneos y en la arteriola aferente renal49, y Gpr41, expresado
en endotelio y ganglios autonómicos del sistema nervioso simpático193. Sin embargo, aún existen resultados
contradictorios sobre si los SCFA y las bacterias productoras de SCFA se asocian positiva o negativamente
con la HTA194.

En el estudio de Pluznick et al. (2013) en modelos murinos, se observó que la administración
exógena de propionato en ratones knockout para Olfr78 tenía un efecto hipotensivo, mientras que la
administración del mismo SCFA en ratones knockout para Gpr41 tenía el efecto contrario, es decir, un
efecto hipertensivo. Además se observó que estos efectos opuestos sobre los niveles de PA podían estar
relacionados con la sensibilidad de los receptores a la concentración de los SCFAs. Como consecuencia
se concluyó que concentraciones plasmáticas basales de SCFAs (0.1−0.9 mmol) podrían activar al
receptor Gpr41 induciendo vasodilatación y la disminución de los niveles de PA, mientras que
concentraciones elevadas de SCFAs (> 0.9 mmol) podrían activar al receptor Olfr78 incrementando la
secreción de renina así como los niveles de PA.

En otro estudio enfocado en el efecto del butirato sobre los niveles de PA, Yang et al. (2019)
reportaron que a pesar de la administración oral de butirato, modelos murinos con HTA presentaban
niveles séricos bajos del SCFA, así como una baja expresión de transportadores de SCFAs a nivel
intestinal. En consecuencia, se concluyó que bajos niveles de butirato circulante, debidos a un transporte
disfuncional del compuesto a nivel intestinal, podrían contribuir al desarrollo de HTA.

Con base en lo anterior, es posible que en el presente estudio haya variaciones en la expresión de los
receptores Olfr78 y/o Gpr41, variaciones en la expresión de transportadores de SCFAs a nivel intestinal, o
bien, variaciones en la producción de SCFAs por parte de la microbiota intestinal bacteriana de hipertensos
con PA no controlada (PAS ≥ 140 mmHg y/o PAD ≥ 90 mmHg), lo que podría explicar los niveles
elevados de PA a pesar del enriquecimiento de géneros bacterianos productores de SCFAs. Por tanto, es
necesario evaluar la expresión de los receptores Olfr78 y Gpr41, la expresión de transportadores de SCFAs
a nivel intestinal, así como los niveles séricos e incluso fecales de SCFAs, y la capacidad funcional de la
microbiota intestinal bacteriana para producir SCFAs a fin de comprobar las observaciones e hipótesis
aquí presentadas.

Por otra parte, la significancia estadística en la abundancia diferencial de los tres géneros bacterianos
mencionados no se conservó tras el ajuste por FDR, lo cual pudo deberse al tamaño de la población
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de estudio, así como de los grupos comparados196-198. Se ha reportado que para encontrar diferencias
estadísticamente significativas en estudios de microbiota humana comparando dos grupos, específicamente
en la diversidad alfa, se requiere una población de estudio de al menos 110 individuos, con 55 individuos
por grupo198, mientras que en el presente proyecto el tamaño total de la población de estudio fue de
81 individuos, 61 clasificados como hipertensos con PA controlada y 20 como hipertensos con PA no
controlada (Tablas 4). Por consiguiente, es necesario incrementar la población de estudio así como el
número de individuos considerados como hipertensos con PA no controlada para comprobar los resultados
reportados.

6.2.4. Composición funcional de la microbiota intestinal bacteriana de hipertensos
con presión arterial controlada versus hipertensos con presión arterial no
controlada

Como se ha mencionado, tanto los taxones bacterianos como las capacidades funcionales que alberga
la microbiota intestinal pueden tener influencia o ser influenciados por las características y procesos
fisiológicos de los individuos. Con el objetivo de tener un acercamiento a la composición funcional de
la microbiota intestinal bacteriana de la población de estudio, se llevó a cabo la predicción de las vías
metabólicas involucradas utilizando el software PICRUSt2.

Se identificaron un total de 348 vías metabólicas posiblemente presentes en la microbiota intestinal
bacteriana de la población de estudio en general. Entre las vías metabólicas con mayor abundancia se
encontraron la vía pentosa fosfato y la vía de degradación de almidón, relacionadas con el metabolismo
de carbohidratos199, así como las vías de biosíntesis de L-isoleucina y L-valina, relacionadas con el
metabolismo de aminoácidos ramificados200 (Tabla 6). Previamente se ha reportado que tanto la vía
pentosa fosfato como la vía de degradación de almidón son necesarias para la producción de SCFAs,
metabolitos que, como se mencionó antes, modulan la PA a través de receptores acoplados de proteína
G: Olfr78 y Gpr41194,199,201. Por otra parte, se ha visto que el consumo de dietas ricas en aminoácidos
ramificados, como L-isoleucina y L-valina, se asocian con un incremento en el riesgo de desarrollar
HTA202. Esto sugiere que la composición funcional de la microbiota intestinal bacteriana de la población
de estudio puede estar relacionada con el padecimiento de HTA, sin embargo, la comparación entre
hipertensos con PA controlada (PAS < 140 mmHg y PAD < 90 mmHg) e hipertensos con PA no
controlada (PAS ≥ 140 mmHg y/o PAD ≥ 90 mmHg) no mostró diferencias estadísticas significativas.
Estos resultados reiteran la importancia de ampliar el presente estudio, así como de abordar la relación
entre microbiota intestinal e HTA desde una perspectiva integral de las ciencias ómicas.

6.3. Limitaciones

Durante el desarrollo de este estudio, se identificaron ciertas limitaciones que deben tenerse en
cuenta al interpretar los resultados obtenidos y generalizar las conclusiones alcanzadas. A continuación,
se detallan estas limitaciones con el fin de proporcionar una visión completa y transparente del alcance y
las implicaciones del estudio:
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Diseño transversal: El diseño transversal del estudio, así como la ausencia de un grupo control
sin HTA, limitan la capacidad del estudio para establecer relaciones causales entre microbiota
intestinal e HTA. Por lo tanto, es necesario interpretar los resultados en el contexto de un estudio
observacional.
Tamaño de muestra: El tamaño de muestra fue relativamente pequeño, con un total de 81 pacientes
incluidos en el estudio. Esta muestra limitada puede afectar la representatividad de los resultados
y la generalización de los hallazgos a la población general. Una muestra más amplia permitiría una
visión más representativa y completa de la población de adultos mayores hipertensos.
Dirmorfismo sexual: Aunque en los análisis estadísticos se consideró el sexo de los pacientes como
una covariable clínica de interés, el dimorfismo sexual y su influencia en la HTA no se abordó de
manera explícita en el desarrollo del estudio. En investigaciones futuras, se recomienda explorar más
a fondo la influencia del dimorfismo sexual tanto en la HTA como en la microbiota intestinal en
adultos mayores.
Comorbilidades: No se excluyeron del estudio pacientes con comorbilidades, además de que éstas
no se tomaron en cuenta en los análisis estadísticos. La falta de consideración de estas condiciones
limita la comprensón de la interacción entre distintas enfermedades y la microbiota intestinal.
Tratamiento farmacológico: En los análisis estadísticos no se incluyeron variables relacionadas con
el tratamiento farmacológico de los pacientes, como el número de antihipertensivos utilizados o la
medicación para otras enfermedades concomitantes. Estas variables podrían tener un impacto en
la composición de la microbiota intestinal, así como en la bioquímica relacionada con la HTA.
Dieta: No se recopiló información específica sobre la dieta de los pacientes. La dieta desempeña un
papel fundamental en la configuración de la microbiota intestinal, así como en el tratamiento de la
HTA. La falta de información al respecto limita el entendimiento de cómo los hábitos alimentarios
pueden influir en la relación entre microbiota intestinal e HTA.

A pesar de estas limitaciones, es importante destacar que este estudio proporciona información
valiosa y relevante sobre la relación entre la microbiota intestinal y la HTA en adultos mayores. Los
hallazgos obtenidos contribuyen al conocimiento actual en el campo y resaltan la importancia de
investigaciones futuras más completas y exhaustivas que aborden las limitaciones mencionadas y
profundicen en la comprensión de esta compleja interacción.
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7. Conclusiones y perspectivas

En conclusión, este estudio reportó la primera caracterización de la microbiota intestinal bacteriana
de adultos mayores mexicanos, identificando 8 filos y 136 géneros bacterianos distintos. Se observaron
tendencias de cambio en la diversidad y composición de la microbiota intestinal de adultos mayores
con el incremento de la edad, incluyendo una alta variabilidad inter-individual en los filos Firmicutes y
Bacteroidota, así como la disminución de los filos Proteobacteria y Actinobacteriota, y de los géneros
Bacteroides y Faecalibacterium. Estos cambios coinciden con hallazgos previos en poblaciones con dietas
ricas en fibra y con un envejecimiento saludable.

Además, se encontraron diferencias en la diversidad y composición de la microbiota intestinal
bacteriana entre pacientes con HTA con niveles de PA controlados y no controlados. Los hipertensos
con PA no controlada mostraron una disminución significativa de la diversidad alfa, así como un
enriquecimiento de los géneros Marvinbryantia y grupo Lachnospiraceae FCS020, mientras que los
hipertensos con PA controlada presentaron un enriquecimiento del género Tyzzerella.

No obstante, para fortalecer y ampliar los resultados obtenidos, se requieren estudios futuros con
muestras más grandes, así como diseños longitudinales y experimentales que permitan establecer relaciones
de causalidad. También se recomienda considerar variables adicionales, como la dieta, las comorbilidades y
los tratamientos farmacológicos asociados, para obtener una comprensión más completa de las complejas
interacciones entre la microbiota intestinal y la HTA en adultos mayores.

En resumen, este estudio realiza valiosas aportaciones sobre la microbiota intestinal de adultos
mayores mexicanos, una población poco representada en la investigación. Dado el envejecimiento
demográfico y el aumento en la prevalencia de enfermedades como la HTA, es esencial profundizar en la
investigación de estrategias que promuevan un envejecimiento saludable, en las cuales la microbiota
intestinal puede jugar un papel importante. Asimismo, se destaca la necesidad de aumentar la
representación de México y América Latina en los estudios de microbiota humana, y se insta a investigar
posibles biomarcadores microbiológicos que puedan contribuir a un envejecimiento saludable y al control
más preciso de enfermedades como la HTA a través del desarrollo de intervenciones clínicas.
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Apéndices
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A. Dictamen de aprobación

Figura A1: Dictamen de aprobación del Comité de Investigación del Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN)
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B. Toma de muestra de materia fecal

Figura B2: Instructivo de toma de muestra de materia fecal para los pacientes. Anverso. Elaborado en colaboración INMEGEN - CMN SXXI. INMEGEN: Instituto Nacional
de Medicina Genómica. CMN SXXI: Centro Médico Nacional Siglo XXI
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Figura B3: Instructivo de toma de muestra de materia fecal para los pacientes. Reverso. Elaborado en colaboración INMEGEN - CMN SXXI. INMEGEN: Instituto Nacional
de Medicina Genómica. CMN SXXI: Centro Médico Nacional Siglo XXI
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C. Diversidad beta: Gráficos de sedimentación

Figura C4: Gráficos de sedimentación de PCoA para diversidad beta. (a) Índice de disimilitud Jaccard; (b) Índice de
disimilitud Bray - Curtis; (c) UniFrac; (d) UniFrac ponderado. Con líneas punteadas se muestra el número de PCos necesarias
para explicar 50% y 90% de la varianza total de los datos. Todas las matrices de distancia para los análisis de diversidad
beta fueron calculadas a nivel de ASVs a partir de datos normalizados por rarefacción a 14,645 secuencias por muestra.
ASV: Amplicon Sequence Variant; PCo: Coordenada principal, PCoA: Análisis de coordenadas principales.
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D. Composición de la microbiota intestinal bacteriana de adultos
mayores mexicanos

Tabla D1: Composición de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos con hipertensión arterial: Filo

Reino Filo
Abundancia relativa (%)

Abundancia relativa acumulada (%)
Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Bacteria Firmicutes 50.30± 13.34 50.61 19.10− 82.74 50.30

Bacteria Bacteroidota 42.77± 14.67 42.10 6.02− 74.03 93.07

Bacteria Proteobacteria 4.63± 6.28 2.18 0− 34.30 97.70

Bacteria Actinobacteriota 0.98± 2.49 0.10 0− 13.39 98.68

Bacteria Verrucomicrobiota 0.82± 2.60 0 0− 18.33 99.50

Bacteria Fusobacteriota 0.25± 1.85 0 0− 16.53 99.75

Bacteria Desulfobacterota 0.21± 0.36 0.04 0− 1.72 99.96

Bacteria Cyanobacteria 0.06± 0.35 0 0− 3.13 100.00

Abundancia relativa acumulada calculada a partir de la media de los datos. DE: Desviación estándar
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Tabla D2: Composición de la microbiota intestinal bacteriana de adultos mayores mexicanos con hipertensión arterial: Género

Reino Filo Clase Orden Familia Género
Abundancia relativa (%) Abundancia

relativa
acumulada

(%)Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 19.42± 16.43 13.36 1.20− 52.50 19.42

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella 9 15.04± 19.21 4.97 0− 61.58 34.46

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Faecalibacterium 5.04± 3.78 4.14 0− 16.45 39.50

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-002 4.28± 4.74 2.44 0− 26.17 43.78

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 3.49± 3.51 2.59 0− 18.12 47.27

Bacteria Proteobacteria Gammaproteo-
bacteria

Enterobactera-
les

Enterobacteria-
ceae

Escherichia-Shigella 3.27± 5.83 0.74 0− 34.21 50.54

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Agathobacter 3.22± 3.33 2.04 0− 17.14 53.76

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Grupo Eubacte-
rium
coprostanoligenes

Grupo Eubacterium

coprostanoligenes

2.64± 2.82 1.69 0− 12.96 56.40

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Subdoligranulum 2.39± 2.00 1.78 0− 8.35 58.79

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Roseburia 1.82± 2.45 1.00 0− 14.33 60.61

Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia
UCG-014

Clostridia UCG-

014

Clostridia UCG-014 1.61± 2.72 0.35 0− 13.82 62.22

Bacteria Firmicutes Negativicutes Acidaminococca-
les

Acidaminococca-
ceae

Phascolarctobacterium 1.54± 2.03 0.54 0− 7.77 63.76

Bacteria Firmicutes Negativicutes Veillonellales-

Selenomonadales

Veillonellaceae Dialister 1.47± 3.17 0 0− 15.66 65.23

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae CAG-352 1.34± 2.84 0 0− 15.25 66.57

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo Eubacterium

eligens

1.34± 1.55 0.84 0− 6.88 67.91

Abundancia relativa acumulada calculada a partir de la media de los datos. DE: Desviación estándar Continúa en la página siguiente

87



Tabla D2: Continuación

Reino Filo Clase Orden Familia Género
Abundancia relativa (%) Abundancia

relativa
acumulada

(%)Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo

Lachnospiraceae

NK4A136

1.22± 1.51 0.77 0− 8.87 69.13

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Paraprevotella 1.12± 2.39 0 0− 12.17 70.25

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo

Ruminococcus

torques

1.04± 1.46 0.47 0− 9.02 71.29

Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus 1.02± 2.86 0.17 0− 17.23 72.31

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Blautia 0.99± 0.88 0.69 0.07− 4.38 73.30

Bacteria Firmicutes Clostridia Christensenella-
les

Christensene-
llaceae

Grupo

Christensenellaceae

R-7

0.98± 1.25 0.36 0− 5.52 74.28

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Tannerellaceae Parabacteroides 0.95± 0.92 0.76 0− 6.79 75.23

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Butyrivibrio 0.85± 1.74 0 0− 8.36 76.08

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Ruminococcus 0.83± 0.89 0.50 0− 4.02 76.91

Bacteria Verrucomicro-
biota

Verrucomicro-
biae

Verrucomicrobia-
les

Akkermansiaceae Akkermansia 0.81± 2.60 0 0− 18.33 77.72

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Barnesiellaceae Barnesiella 0.79± 1.12 0.22 0− 4.31 78.51

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Coprococcus 0.77± 1.15 0.35 0− 6.93 79.28

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Dorea 0.74± 0.72 0.53 0− 4.46 80.02

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-005 0.74± 1.15 0.38 0− 7.03 80.76

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo Eubacterium

ruminantium

0.66± 1.29 0 0− 6.44 81.42

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospira 0.66± 0.84 0.35 0− 3.58 82.08

Abundancia relativa acumulada calculada a partir de la media de los datos. DE: Desviación estándar Continúa en la página siguiente
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Tabla D2: Continuación

Reino Filo Clase Orden Familia Género
Abundancia relativa (%) Abundancia

relativa
acumulada

(%)Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Bacteria Firmicutes Negativicutes Veillonellales-

Selenomonadales

Veillonellaceae Veillonella 0.65± 1.48 0.07 0− 10.05 82.73

Bacteria Actinobacterio-
ta

Actinobacteria Bifidobacteria-
les

Bifidobacteria-
ceae

Bifidobacterium 0.63± 2.10 0 0− 12.89 83.36

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Grupo NK4A214 0.62± 0.67 0.43 0− 3.87 83.98

Bacteria Firmicutes Bacilli Erysipelotricha-
les

Erysipelato-
clostridiaceae

Erysipelotrichaceae

UCG-003

0.61± 1.20 0.19 0− 7.20 84.59

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-003 0.56± 0.50 0.46 0− 2.31 85.15

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Fusicatenibacter 0.52± 0.56 0.35 0− 3.03 85.67

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Grupo Eubacterium

siraeum

0.43± 0.82 0.09 0− 4.92 86.10

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella 0.41± 1.95 0 0− 16.19 86.51

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales UCG-010 UCG-010 0.40± 0.59 0.15 0− 2.82 86.91

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Muribaculaceae 0.37± 1.12 0 0− 6.17 87.28

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae No cultivado 0.36± 0.53 0.11 0− 3.12 87.64

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo

Lachnospiraceae

ND3007

0.32± 0.38 0.20 0− 2.12 87.96

Bacteria Proteobacteria Gammaproteo-
bacteria

Burkholderiales Sutterellaceae Sutterella 0.32± 0.66 0 0− 4.28 88.28

Bacteria Actinobacterio-
ta

Coriobacteriia Coriobacteria-
les

Coriobacteriaceae Collinsella 0.30± 1.11 0 0− 8.32 88.58

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Incertae Sedis 0.30± 0.42 0.14 0− 1.87 88.88

Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium sensu

stricto 1

0.29± 0.87 0.03 0− 6.91 89.17

Abundancia relativa acumulada calculada a partir de la media de los datos. DE: Desviación estándar Continúa en la página siguiente
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Tabla D2: Continuación

Reino Filo Clase Orden Familia Género
Abundancia relativa (%) Abundancia

relativa
acumulada

(%)Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Bacteria Proteobacteria Gammaproteo-
bacteria

Burkholderiales Sutterellaceae Parasutterella 0.26± 0.71 0 0− 4.93 89.43

Bacteria Fusobacteriota Fusobacteriia Fusobacteriales Fusobacteriaceae Fusobacterium 0.25± 1.85 0 0− 16.53 89.68

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Grupo

Rikenellaceae

RC9 intestinal

0.25± 1.32 0 0− 9.19 89.93

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Marinifilaceae Odoribacter 0.24± 0.24 0.20 0− 1.10 90.17

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Alloprevotella 0.24± 0.79 0 0− 4.48 90.41

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo

Ruminococcus

gnavus

0.23± 1.27 0 0− 11.15 90.64

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnoclostridium 0.22± 0.43 0.08 0− 2.20 90.86

Bacteria Firmicutes Clostridia Monoglobales Monoglobaceae Monoglobus 0.21± 0.24 0.17 0− 1.37 91.07

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo Eubacterium

ventriosum

0.21± 0.73 0.03 0− 5.48 91.28

Bacteria Firmicutes Bacilli Erysipelotricha-
les

Erysipelotri-
chaceae

Holdemanella 0.21± 0.47 0 0− 2.11 91.49

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae

UCG-010

0.20± 0.28 0.10 0− 1.60 91.69

Bacteria Proteobacteria Alphaproteobac-
teria

Rhodospirilla-
les

No cultivado No cultivado 0.20± 0.67 0 0− 3.83 91.89

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella 7 0.18± 0.64 0 0− 3.80 92.07

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Anaerostipes 0.17± 0.28 0.06 0− 1.25 92.24

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae UBA1819 0.16± 0.34 0.04 0− 2.21 92.40

Bacteria Desulfobactero-
ta

Desulfovibrio-
nia

Desulfovibriona-
les

Desulfovibrio-
naceae

Desulfovibrio 0.15± 0.35 0 0− 1.66 92.55

Abundancia relativa acumulada calculada a partir de la media de los datos. DE: Desviación estándar Continúa en la página siguiente
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Tabla D2: Continuación

Reino Filo Clase Orden Familia Género
Abundancia relativa (%) Abundancia

relativa
acumulada

(%)Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo Eubacterium

xylanophilum

0.15± 0.20 0.05 0− 0.82 92.70

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae

UCG-001

0.14± 0.29 0 0− 2.09 92.84

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo Bacteroides

pectinophilus

0.13± 0.40 0 0− 2.80 92.97

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Oscillibacter 0.13± 0.19 0.08 0− 1.06 93.10

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Butyricicoccaceae Butyricicoccus 0.13± 0.17 0.07 0− 0.85 93.23

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae CAG-56 0.12± 0.19 0.04 0− 1.33 93.35

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo Eubacterium

hallii

0.12± 0.17 0.09 0− 1.01 93.47

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo

Ruminococcus

gauvreauii

0.10± 0.17 0.02 0− 0.85 93.57

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae No cultivado 0.09± 0.38 0 0− 2.52 93.66

Bacteria Firmicutes Bacilli Erysipelotricha-
les

Erysipelato-
clostridiaceae

Catenibacterium 0.09± 0.28 0 0− 1.68 93.75

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Fournierella 0.09± 0.19 0 0− 1.04 93.84

Bacteria Firmicutes Bacilli RF39 RF39 RF39 0.09± 0.35 0 0− 3.00 93.93

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Flavonifractor 0.08± 0.21 0 0− 1.07 94.01

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Colidextribacter 0.08± 0.13 0 0− 0.69 94.09

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Marinifilaceae Butyricimonas 0.08± 0.12 0.03 0− 0.62 94.17

Bacteria Firmicutes Clostridia Peptostrepto-
coccales-
Tissierellales

Peptostreptoco-
ccaceae

Romboutsia 0.07± 0.16 0 0− 1.07 94.24

Abundancia relativa acumulada calculada a partir de la media de los datos. DE: Desviación estándar Continúa en la página siguiente
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Tabla D2: Continuación

Reino Filo Clase Orden Familia Género
Abundancia relativa (%) Abundancia

relativa
acumulada

(%)Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Weissella 0.07± 0.50 0 0− 4.51 94.31

Bacteria Firmicutes Clostridia Peptostrepto-
coccales-
Tissierellales

Anaerovoracaceae Grupo Familia XIII

AD3011

0.07± 0.07 0.05 0− 0.32 94.38

Bacteria Proteobacteria Gammaproteo-
bacteria

Burkholderiales Comamonadaceae Comamonas 0.06± 0.43 0 0− 3.86 94.44

Bacteria Cyanobacteria Vampirivibrio-
nia

Gastranaerophi-
lales

Gastranaerophi-
lales

Gastranaerophilales 0.06± 0.35 0 0− 3.13 94.50

Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 0.06± 0.26 0 0− 1.89 94.56

Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Ligilactobacillus 0.06± 0.23 0 0− 1.95 94.62

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae No cultivado 0.06± 0.09 0 0− 0.46 94.68

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae

UCG-003

0.06± 0.19 0 0− 1.10 94.74

Bacteria Firmicutes Clostridia Grupo Clostridia
vadinBB60

Grupo Clostridia
vadinBB60

Grupo Clostridia

vadinBB60

0.06± 0.16 0 0− 1.17 94.80

Bacteria Firmicutes Clostridia Peptostrepto-
coccales-
Tissierellales

Peptostreptoco-
ccaceae

Intestinibacter 0.04± 0.24 0 0− 2.15 94.84

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales No cultivado No cultivado 0.04± 0.16 0 0− 1.18 94.88

Bacteria Firmicutes Negativicutes Veillonellales-

Selenomonadales

Veillonellaceae Megasphaera 0.04± 0.29 0 0− 2.54 94.92

Bacteria Desulfobactero-
ta

Desulfovibrio-
nia

Desulfovibriona-
les

Desulfovibrio-
naceae

Bilophila 0.04± 0.07 0 0− 0.29 94.96

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Negativibacillus 0.04± 0.12 0 0− 0.77 95.00

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae

UCG-004

0.04± 0.11 0 0− 0.68 95.04

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Tyzzerella 0.04± 0.12 0 0− 0.79 95.08

Abundancia relativa acumulada calculada a partir de la media de los datos. DE: Desviación estándar Continúa en la página siguiente
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Tabla D2: Continuación

Reino Filo Clase Orden Familia Género
Abundancia relativa (%) Abundancia

relativa
acumulada

(%)Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo

Lachnospiraceae

NK4B4

0.04± 0.08 0 0− 0.49 95.12

Bacteria Firmicutes Clostridia Peptostrepto-
coccales-
Tissierellales

Anaerovoracaceae Family XIII UCG-

001

0.04± 0.05 0 0− 0.22 95.16

Bacteria Firmicutes Bacilli Erysipelotricha-
les

Erysipelatoclos-
tridiaceae

Coprobacillus 0.03± 0.19 0 0− 1.71 95.19

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae GCA-900066575 0.03± 0.06 0 0− 0.33 95.22

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Grupo

Lachnospiraceae

FCS020

0.03± 0.05 0 0− 0.20 95.25

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae No cultivado 0.03± 0.06 0 0− 0.42 95.28

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Hungatella 0.03± 0.16 0 0− 1.44 95.31

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Barnesiellaceae Coprobacter 0.03± 0.09 0 0− 0.53 95.34

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Howardella 0.02± 0.07 0 0− 0.56 95.36

Bacteria Proteobacteria Gammaproteo-
bacteria

Burkholderiales Burkholderiaceae Ralstonia 0.02± 0.05 0 0− 0.23 95.38

Bacteria Firmicutes Bacilli Erysipelotricha-
les

Erysipelotri-
chaceae

Solobacterium 0.02± 0.09 0 0− 0.76 95.40

Bacteria Actinobacterio-
ta

Coriobacteriia Coriobacteria-
les

Eggerthellaceae No cultivado 0.02± 0.05 0 0− 0.21 95.42

Bacteria Desulfobactero-
ta

Desulfovibrio-
nia

Desulfovibriona-
les

Desulfovibrio-
naceae

No cultivado 0.02± 0.05 0 0− 0.26 95.44

Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Lactococcus 0.01± 0.07 0 0− 0.62 95.45

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae DTU089 0.01± 0.04 0 0− 0.23 95.46

Abundancia relativa acumulada calculada a partir de la media de los datos. DE: Desviación estándar Continúa en la página siguiente
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Tabla D2: Continuación

Reino Filo Clase Orden Familia Género
Abundancia relativa (%) Abundancia

relativa
acumulada

(%)Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Candidatus

Soleaferrea

0.01± 0.07 0 0− 0.57 95.47

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Eisenbergiella 0.01± 0.04 0 0− 0.20 95.48

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Butyricicoccaceae UCG-009 0.01± 0.04 0 0− 0.30 95.49

Bacteria Actinobacterio-
ta

Coriobacteriia Coriobacteria-
les

Eggerthellaceae Slackia 0.01± 0.03 0 0− 0.27 95.50

Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Barnesiellaceae No cultivado 0.01± 0.04 0 0− 0.23 95.51

Bacteria Actinobacterio-
ta

Coriobacteriia Coriobacteria-
les

Eggerthellaceae Eggerthella 0.01± 0.04 0 0− 0.26 95.52

Bacteria Actinobacterio-
ta

Coriobacteriia Coriobacteria-
les

Coriobacteriales
Incertae Sedis

No cultivado 0.01± 0.03 0 0− 0.28 95.53

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Marvinbryantia 0.01± 0.03 0 0− 0.13 95.54

Bacteria Firmicutes Bacilli Izemoplasmata-
les

Izemoplasmatales Izemoplasmatales 0.01± 0.02 0 0− 0.17 95.55

Bacteria Firmicutes Bacilli Erysipelotricha-
les

Erysipelotricha-
ceae

Turicibacter 0.01± 0.04 0 0− 0.30 95.56

Bacteria Firmicutes Bacilli Acholeplasmata-
les

Acholeplasmata-
ceae

Anaeroplasma 0.01± 0.02 0 0− 0.15 95.57

Bacteria Firmicutes Negativicutes Veillonellales-

Selenomonadales

Veillonellaceae Allisonella 0.01± 0.03 0 0− 0.20 95.58

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Frisingicoccus 0.01± 0.02 0 0− 0.18 95.59

Bacteria Firmicutes Bacilli Erysipelotricha-
les

Erysipelotri-
chaceae

Holdemania 0.01± 0.02 0 0− 0.16 95.60

Bacteria Proteobacteria Gammaproteo-
bacteria

Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 0.00± 0.02 0 0− 0.09 95.60

Bacteria Firmicutes Clostridia Peptococcales Peptococcaceae Peptococcus 0.00± 0.02 0 0− 0.11 95.60

Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Anaerofilum 0.00± 0.02 0 0− 0.12 95.60

Bacteria Actinobacterio-
ta

Coriobacteriia Coriobacteria-
les

Eggerthellaceae Enterorhabdus 0.00± 0.01 0 0− 0.07 95.60

Abundancia relativa acumulada calculada a partir de la media de los datos. DE: Desviación estándar Continúa en la página siguiente
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Tabla D2: Continuación

Reino Filo Clase Orden Familia Género
Abundancia relativa (%) Abundancia

relativa
acumulada

(%)Media±DE Mediana Mínimo−Máximo

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Defluviitaleaceae Defluviitaleaceae

UCG-011

0.00± 0.02 0 0− 0.10 95.60

Bacteria Firmicutes Bacilli Erysipelotricha-
les

Erysipelatoclos-
tridiaceae

UCG-004 0.00± 0.01 0 0− 0.06 95.60

Bacteria Actinobacterio-
ta

Coriobacteriia Coriobacteria-
les

Eggerthellaceae Gordonibacter 0.00± 0.01 0 0− 0.07 95.60

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Epulopiscium 0.00± 0.01 0 0− 0.10 95.60

Bacteria Verrucomicro-
biota

Lentisphaeria Victivallales Victivallaceae Victivallis 0.00± 0.01 0 0− 0.04 95.60

Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae

UCG-008

0.00± 0.01 0 0− 0.10 95.60

Bacteria Firmicutes Clostridia Peptostrepto-
coccales-
Tissierellales

Familia XI Fenollaria 0.00± 0.01 0 0− 0.09 95.60

Bacteria Firmicutes Clostridia Christensenella-
les

Christensene-
llaceae

No cultivado 0.00± 0.01 0 0− 0.05 95.60

Bacteria No asignado No asignado No asignado No asignado No asignado 4.39± 2.69 3.84 0.18− 12.78 100.00

Abundancia relativa acumulada calculada a partir de la media de los datos. DE: Desviación estándar
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E. Evaluación de las diferencias de la microbiota intestinal de adultos
mayores clasificados por grupo de edad y control de los niveles de
presión arterial

Se llevó a cabo un análisis complementario con el fin de evaluar si la edad tenía un efecto distinto en
la microbiota intestinal dependiendo del grupo etario al que pertenecieran los adultos mayores.

Por consiguiente, se evaluaron las diferencias en la diversidad y composición de la microbiota intestinal
de los pacientes clasificados según el control de sus niveles de PA y su grupo de edad. Los grupos
resultantes fueron los siguientes:

Adultos mayores de 60 a 69 años con PA controlada (n=31)
Adultos mayores de 60 a 69 años con PA no controlada (n=12)
Adultos mayores de 70 a 79 años con PA controlada (n=21)
Adultos mayores de 70 a 79 años con PA no controlada (n=6)
Adultos mayores de 80 años o más con PA controlada (n=9)
Adultos mayores de 80 años o más con PA no controlada (n=2)
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Para evaluar la diversidad alfa de la microbiota intestinal se midió el número de ASVs observados,
el índice de Shannon, el índice de homogeneidad de Simpson y el índice de diversidad filogenética de
Faith. Como se muestra en la Figura E5 no se encontraron diferencias estadísticamente significativas
para ninguna de estas métricas al comparar los grupos entre sí.

Figura E5: Gráficos de violín comparando diversidad alfa de pacientes clasificados por niveles de presión arterial y edad.
(a) Número de ASVs observados; (b) Índice de Shannon; (c) Índice de homogeneidad de Simpson; (d) Índice de diversidad
filogenética de Faith. Todas las métricas de diversidad alfa fueron calculadas a nivel de ASVs a partir de datos normalizados
por rarefacción a 14,645 secuencias por muestra. Los valores de p se calcularon con la prueba ANOVA. ANOVA: Análisis
de varianza; ASV: Amplicon Sequence Variant; PAD: Presión arterial diastólica; PAS: Presión arterial sistólica.
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En cuanto a la diversidad beta, se llevó a cabo la representación gráfica utilizando un PCoA generado
a partir de las distancias calculadas con las siguientes métricas: índice de disimilitud de Jaccard, índice
de disimilitud de Bray-Curtis, UniFrac y UniFrac ponderado. Como se observa en la Figura E6, no se
presenta un patrón definido de separación entre los grupos

Figura E6: Diversidad beta de adultos mayores mexicanos clasificados por grupo de edad. (a) Índice de disimilitud Jaccard;
(b) Índice de disimilitud Bray-Curtis; (c) UniFrac; (d) UniFrac ponderado. PCoA representados con PCo1 y PCo2. Todas las
matrices de distancia para los análisis de beta diversidad fueron calculadas a nivel de ASVs a partir de datos normalizados
por rarefacción a 14,645 secuencias por muestra. ASV: Amplicon Sequence Variant; PCo: Coordenada principal; PCoA;
Análisis de coordenadas principales.
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Se calculó y comparó el índice Firmicutes/Bacteroidota, sin embargo, no se observaron diferencias
estadísticamente significativas entre los grupos generados (Figura E7)

Figura E7: Gráficos de violín de índice Firmicutes/Bacteroidota. (a) Comparación de adultos mayores mexicanos clasificados
por grupo de edad. El valor de p se calculó con la prueba Kruskal-Wallis; (b) Comparación de hipertensos con presión arterial
controlada versus hipertensos con presión arterial no controlada. El valor de p se calculó con la prueba U de Mann - Whitney.
ANOVA: Análisis de varianza; PAD: Presión arterial diastólica; PAS: Presión arterial sistólica
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También se realizó el análisis de abundancia diferencial utilizando los 3 métodos propuestos en la
metodología: LEfSe, GLM-CLR y GLM-NB. Únicamente se encontraron taxones con abundancia
diferencial con los métodos GLM-CLR y GLM-NB (Figura E8), sin embargo, ninguno de estos taxones
conincidió entre los distintos métodos empleados. Además, en todos los casos no se conservó la
significancia estadística tras el ajuste por FDR (pajustado > 0.05).

Figura E8: Abundancia diferencial de taxones para adultos mayores clasificados según el control de su presión arterial y
según su edad. (a) GLM-CLR y GLM-NB. Taxones con valor ˛ negativo enriquecidos en hipertensos con PA controlada,
taxones con valor ˛ positivo enriquecidos en hipertensos con PA no controlada. p-FDR: Valor de p ajustado por el método
FDR. GLM-CLR: Modelo lineal generalizado con transformación log-cociente centrada; GLM-NB: Modelo lineal generalizado
negativo binomial; FDR: False discovery rate/Tasa de descubrimientos falsos

En resumen, no se encontraron diferencias significativas en la diversidad y composición bacteriana de
la microbiota intestinal bacteriana al estratificar a los pacientes por grupo de edad y control de la presión
arterial.
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