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RESUMEN

El trastorno depresivo mayor (MDD, por sus siglas en inglés), es una de las
enfermedades mentales mas comunes en la actualidad y con una gran complejidad
para su tratamiento debido a diversos factores que pueden favorecer al desarrollo y
curso de este trastorno. Actualmente existe evidencia que el MDD esta asociado con la
microbiota intestinal a través del eje cerebro-intestino. Por ello, en esta tesis se busco
estudiar la composicion y los perfiles funcionales o funcién metabdlica de la microbiota
intestinal en pacientes diagnosticados con MDD antes y después del tratamiento con
antidepresivos del grupo de inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (SSRI,
por sus siglas en inglés) e inhibidores de recaptura de serotonina y noradrenalina
(SNRI, por sus siglas en inglés), basandonos en las secuencias del gen 16S del ARN
ribosomal del trabajo previamente publicado por Dong et al. (2022). Encontramos que
la diversidad alfa disminuye significativamente en los pacientes con MDD antes del
tratamiento en comparacién con los controles saludables (CS) y que la diversidad beta
no difiere significativamente entre estos grupos. En contraste con los pacientes con
MDD antes y después del tratamiento, los cuales mostraron diferencias significativas en
la diversidad beta pero no en la diversidad alfa. Descubrimos una asociacién entre el
género Eggerthella e Intestinibacter con el MDD antes del tratamiento, asi como una
mayor abundancia de bacterias patdégenas. Sin embargo, estos resultados fueron
atenuados por el uso de los antidepresivos, ya que en los pacientes con MDD después
del tratamiento mostraron una asociacibn con los géneros Faecalibacterium,
Agathobacter y Butyricicoccus, que son beneficiosas gracias a que poseen efectos
antiinflamatorios, conduciendo a una restauracion de la microbiota intestinal asi como
una disminucién en los procesos patoldgicos que incrementan el riesgo de desarrollar o

agravar el MDD.

Palabras clave: Trastorno depresivo mayor, microbiota intestinal, diversidad

microbiana, perfiles funcionales, inflamacion.



SUMMARY

Major depressive disorder (MDD) is one of the most common mental ilinesses today,
presenting significant complexity in its treatment due to various contributing factors.
Current evidence suggests an association between MDD and gut microbiota through
the gut-brain axis. Therefore, this thesis aimed to study the composition and functional
profiles, or metabolic function, of the gut microbiota in patients diagnosed with MDD
before and after treatment with antidepressants from the selective serotonin reuptake
inhibitors (SSRI) and serotonin and norepinephrine reuptake inhibitors (SNRI) groups,
based on the 16S ribosomal RNA gene sequences from the previously work published
by Dong et al. (2022). We found a significant decrease in alpha diversity in MDD
patients before treatment compared to healthy controls (CS), while beta diversity did not
differ significantly between these groups. In contrast, MDD patients before and after the
treatment showed significant differences in beta diversity but not in alpha diversity. We
identified an association between the Eggerthella and Intestinibacter genera with MDD
before treatment, as well as an increased abundance of pathogenic bacteria. However,
these results were attenuated by the use of antidepressants, as MDD patients after
treatment showed an association with the Faecalibacterium, Agathobacter y
Butyricicoccus genera, which are beneficial due to their anti-inflammatory effects,
leading to a restoration of the gut microbiota and a reduction in pathological processes

that increase the risk of developing or worsening MDD.

Keywords: Major depressive disorder, gut microbiota, bacterial diversity, functional

profiles, inflammation.



A mis padres, Eustacio y Maribel.



AGRADECIMIENTOS
Gracias al Programa 20205007011001, del Fondo para el desarrollo del Conocimiento
(FONDEC-UAQ-2022) por el apoyo econdmico brindado para la realizacion de este

proyecto.

Gracias al Laboratorio de Biologia Cuantitativa y de Sistemas Complejos, por

facilitarme un lugar de trabajo y equipo de computo para la realizacion de mi tesis.

Personalmente agradezco a:

A mi director Dr. Roberto Alvarez, por su guia durante la realizacién de este trabajo asi

como apoyo durante la licenciatura.

A cada una de mis sinodales: Dra. Etzel Garrido, Dra. Tania Aguilar y la Dra. Monica

Figueroa por su apoyo para la revision de este trabajo.

A mis padres, por apoyarme incondicionalmente para que pudiera estudiar fuera de

casa desde la preparatoria y motivarme para estar preparada para la vida.

A mis tios, Patricia y Elias, por aceptarme en su casa y apoyarme en esta etapa

académica.

A Jorge, por ser mi confidente, estar siempre para mi y apoyarme a seguir adelante.



iNDICE DE CONTENIDOS

1. INTRODUCCION
2. ANTECEDENTES
2.1.Trastorno depresivo mayor
2.1.1. Epidemiologia
2.1.2. Curso y prondstico
2.1.3. Tratamiento
2.1.4. Fisiopatologia
2.1.4.1. Hipotesis de las monoaminas
2.1.4.2. Inflamacion crénica
2.1.4.3. Disfuncion del eje HPA
2.1.4 4. Disfuncion del eje cerebro-intestino
2.2. Rol de la microbiota intestinal en el desarrollo de MDD
2.2.1. Microbiota intestinal y antidepresivos
2.2.2. Diversidad microbiana presente en MDD
2.2.3. Estrategias para la asociacion de la microbiota con el MDD
2.2.3.1. DADAZ2: Inferencia de muestras de alta resolucion
2.2.3.2. LEfSe: propuesta de biomarcadores
taxonémicos de la microbiota
2.2.3.3 microeco: una herramienta para obtener
perfiles funcionales
3. HIPOTESIS
4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo particular
4.2. Objetivos generales
5. METODOLOGIA
5.1. Material de estudio
5.1.1. Base de datos
5.2. Procesamiento de datos con DADA2 y construccién de tabla ASV

5.3. Andlisis del microbioma de pacientes con MDD y CS

13
14
14
16
17
18
20
21
21
22
23
23
25
26
27
29

30

30
31
31
31
31
32
32
33
33
34



5.4.
5.5.

Analisis de biomarcadores taxondmicos con LEfSe

Prediccion de los perfiles funcionales de la microbiota intestinal

6. RESULTADOS

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

Descripcidn de metadatos

Calidad de las secuencias

Analisis de diversidad

Diferencias en la microbiota intestinal de CS y pacientes con MDD
Diferencias en la microbiota intestinal de pacientes con MDD antes
y después del tratamiento con antidepresivos

Identificacion de biomarcadores taxonomicos de la microbiota
intestinal en MDD

Identificacion de biomarcadores taxondmicos de la microbiota
intestinal en MDD con tratamiento de antidepresivos

Prediccion de los perfiles funcionales de la microbiota intestinal en
MDD

Prediccién de los perfiles funcionales de la microbiota intestinal en

MDD con tratamiento de antidepresivos

7. DISCUSION

8. CONCLUSIONES
9. PERSPECTIVAS
10. REFERENCIAS

35
35
36
36
36
37
42

44

46

47

48

49

51

58

59
60



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Criterios para el diagnéstico de MDD
Tabla 2. Rangos de cada sintoma para la escala de HAMD
Tabla 3. Mecanismos de accion de cada grupo de antidepresivos

Tabla 4. Diversidad microbiana asociada al MDD

15
16
19
27



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

iNDICE DE FIGURAS

Diagrama de flujo de la metodologia utilizada

Perfiles de calidad de las secuencias

Curva de rarefaccién de todas las muestras

Diversidad alfa de los CS y pacientes con MDD antes del tratamiento
Diversidad alfa de pacientes con MDD

Diversidad beta de CS y pacientes con MDD

Diversidad beta de pacientes con MDD

Diferencias en la abundancia relativa de las 10 familias mas
abundantes de CS y pacientes con MDD antes del tratamiento
Diferencias en la abundancia relativa a nivel de género de CS 'y

pacientes con MDD antes del tratamiento

Figura 10. Diferencias en la abundancia relativa de las 10 familias mas

abundantes de los pacientes con MDD antes del tratamiento y

después del tratamiento

Figura 11. Diferencias en la abundancia relativa a nivel de género de los

pacientes con MDD antes del tratamiento y después del tratamiento

Figura 12. Analisis de LEfSe de los biomarcadores taxondémicos de la

microbiota intestinal de los CS y pacientes con MDD en la semana 0

Figura 13. Analisis de LEfSe de los biomarcadores taxonémicos de la

microbiota intestinal de los pacientes con MDD antes del tratamiento

y después del tratamiento

Figura 14. Abundancia relativa de las categorias de vias metabdlicas de la

microbiota de pacientes con MDD y CS.

Figura 15. Abundancia relativa de las categorias de vias metabdlicas de la

microbiota de pacientes con MDD antes y después del tratamiento

32
33
37
38
39
40
41
42

43

44

45

46

47

48

50



5-HT

ADN

AGCC

ARN

ARNTr

ASV

CRF

CS

COVID-19

DA

DSM

FAPROTAX

GABA

LISTA DE ABREVIATURAS

5-hidroxitriptamina

Acido desoxirribonucleico

Acidos grasos de cadena corta

Acido ribonucleico

ARN ribosomal

Amplicon Sequence Variant/Variantes de secuencias

de amplicon

Corticotropin-releasing factor/Factor liberador de corticotropina

Control saludable

Enfermedad por coronavirus

Dopamina

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders/Manual

Diagnéstico y Estadistico de los trastornos mentales

Functional Annotation of Prokaryotic Taxa/Anotacion funcional

de taxones procariotas

Gamma-aminobutyric acid/Acido gamma-aminobutirico

10



HAMD

HPA

LEfSe

MDD

NaSSA

NE

NDRI

NMDS

NRI

OoTU

RIMA

Hamilton Depression Rating Scale/Escala de Depresion

de Hamilton

Hypothalamic—pituitary—adrenal/Hipotalamico-pituitario-adrenal

Linear discriminant analysis Effect Size/Analisis discriminante

lineal de tamarno de efecto

Interleucina

Major depressive disorder/Trastorno depresivo mayor

Norepinephrine and specific serotonin antidepressant/

Antidepresivos serotoninérgicos y noradrenérgicos especificos

Norepinefrina

Norepinephrine and dopamine reuptake inhibitors/ Inhibidores

de la recaptura de noradrenalina y dopamina

Non-Metric Multidimensional Scaling/Escalamiento

multidimensional no métrico

Selective norepinephrine reuptake inhibitor/ Inhibidores

selectivos de recaptura de noradrenalina

Operational Taxonomic Unit/Unidad Taxondmica Operativa

Reversible A monoamine oxidase inhibitor/Inhibidor reversible

de la monoaminooxidasa A

11



SARI

SNC

SNRI

SSRI

TCA

TGF

TNF

Serotonin antagonist and reuptake inhibitors/ Antagonistas e

inhibidores de la recaptacion de serotonina

Sistema nervioso central

Selective serotonin and norepinephrine reuptake inhibitor/

Inhibidores de recaptura de serotonina y noradrenalina

Selective serotonin reuptake inhibitor/ Inhibidores selectivos de

la recaptura de serotonina

Tricyclic antidepressants/ Antidepresivos triciclicos

Transforming Growth Factor/Factor de crecimiento

transformante

Tumor Necrosis Factor/Factor de necrosis tumoral

12



1. INTRODUCCION

Los trastornos mentales se caracterizan por una alteracion en la cognicidn,
comportamiento y regulacion de las emociones del individuo, teniendo una prevalencia
de 970 millones de casos a nivel mundial y tan solo con una tercera parte de los casos
con acceso a una atencion médica y tratamientos adecuados, por lo que representan
un gran impacto en la salud publica global actualmente. Existen diferentes trastornos
mentales como es el caso de la depresion, ansiedad, trastorno de bipolaridad,
esquizofrenia, trastornos del neurodesarrollo, como el trastorno de déficit de atencion,
entre otros, siendo la depresion el trastorno mental mas comun (World Health
Organization [WHOQO], 2022).

El trastorno depresivo mayor (MDD, por sus siglas en inglés), es una enfermedad
caracterizada por un estado de animo bajo, anhedonia, sentimientos de culpa, falta de
energia y concentracion, y pensamientos suicidas (Bains & Abdijadid, 2022). La causa
de este trastorno es multifactorial, en donde factores biolégicos, psicologicos, genéticos
y sociales participan en su desarrollo (Zalar et al., 2018), por lo que su etiopatogenia no
esta totalmente clara. Sin embargo, la busqueda de las causas del desarrollo del MDD
pueden contribuir en la prevencién, innovacion y mejoramiento de farmacos contra el
MDD (Géralczyk-Binkowska et al., 2022). En los ultimos afios se ha descubierto la

relacion entre el desarrollo del MDD vy las alteraciones del eje cerebro-intestino.

El eje cerebro-intestino consiste en el intercambio de comunicacion bidireccional entre
el cerebro y el intestino, en el cual, gran parte de su modulacion es gracias a la
microbiota intestinal. La microbiota intestinal se caracteriza por abarcar una red de
interrelaciones positivas y negativas que afectan la salud del huésped, debido a que los
microorganismos presentes mantienen una estrecha relaciéon con la mucosa intestinal,
desempefnando funciones metabdlicas e inmunoldgicas. Por lo que el intestino esta
colonizado por microorganismos especificos encargados de desempefiar esas
funciones (Goralczyk-Binkowska et al., 2022). Sin embargo, su composicién no esta

exenta a sufrir alteraciones, los cuales pueden causar una pérdida de la homeostasis
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intestinal, disminucion de la secrecion de sustancias neurolégicamente activas y activar
respuestas inflamatorias exacerbadas, promoviendo asi la aparicibn de sintomas
depresivos en el huésped (Liang et al., 2018). Por lo que generar estudios que busquen
la asociaciéon de la microbiota intestinal con la fisiopatologia del MDD aportara
informacion sobre el impacto de los mecanismos y productos del metabolismo
microbiano que favorecen el desarrollo de MDD en el huésped, o el efecto contrario,

actividad protectora que protegen al huésped de desarrollar este tipo de trastornos.

Las tecnologias 6micas, como es el caso de la metagendmica, nos han permitido
identificar el acido desoxirribonucleico (ADN) aislado de muestras humanas
contribuyendo en el aumento del conocimiento de la diversidad de la microbiota (Socala
et al., 2021), permitiendo poder responder inquietudes como ¢qué microorganismos
estan presentes en la microbiota?, al compararlos con diferentes muestras ¢ existen
diferencias en la diversidad alfa y beta?, ;existen biomarcadores taxondémicos en cada
grupo de muestras?, incluso la prediccion de perfiles funcionales de microorganismos

presentes en la microbiota intestinal del huésped.

En este trabajo de tesis se buscé identificar y entender la microbiota intestinal presente
en pacientes con MDD con el fin de relacionar la microbiota intestinal con el desarrollo
del MDD vy asi contribuir en la comprensién de la enfermedad desde el punto de vista

de la microbiota intestinal.

2. ANTECEDENTES

2.1. Trastorno depresivo mayor
El trastorno depresivo mayor (MDD), es una condicién médica que se manifiesta en los
individuos a través de alteraciones significativas en su estado de animo (estado de
animo bajo o deprimido), tipicamente caracterizado por una disminucién en el interés
de actividades que antes resultaban placenteras (anhedonia), sentimiento de culpa,

ademas de cambios en funciones cognitivas y psicomotoras, como falta de energia,
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concentracion, trastornos del suefio, cambios en su apetito y pensamientos suicidas
(Bains & Abdijadid, 2022, Fava & Kendler, 2000).

Para el diagnéstico clinico del MDD, se siguen criterios especificos con el objetivo de
identificar y evaluar la severidad de este trastorno entre pacientes. Entre las
herramientas diagnosticas mas empleadas se encuentran los criterios del Manual
Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM) y la Escala de Depresion
de Hamilton (HAMD). Para el DSM, el paciente debe de presentar 5 de los 9 sintomas
descritos en la Tabla 1 durante un periodo minimo de dos semanas, de los cuales al
menos uno debe de ser el estado de animo bajo o la anhedonia (American Psychiatric
Association, 2018). Es necesario descartar que los episodios depresivos no sean

atribuibles a una sustancia o por un trastorno psicoético (Uher et al., 2013).

Tabla 1. Criterios para el diagnéstico de MDD".

Sintomas Frecuencia

Estado de animo deprimido Casi todos los dias

Pérdida de interés o placer (anhedonia) Casi todos los dias
Cambio de peso o apetito 5% de cambio del peso en 1 mes

Insomnio o hipersomnia Casi todos los dias

Retraso psicomotor o agitacion psicomotora Casi todos los dias

Pérdida de energia o fatiga Casi todos los dias

Inutilidad o culpa Casi todos los dias

Deterioro de la concentracion o indecision Casi todos los dias

Pensamientos o intento de suicidio Pensamientos r.ect:urrtentes y cualquier
intento

" Los criterios estan basados en American Psychiatric Association (2018).

Por otra parte, la Escala de HAMD (Hamilton, 1960), evalua cuantitativamente la
gravedad de los sintomas de depresion. Esta escala se compone actualmente de 17

items o variables relacionadas con los sintomas depresivos, cada una con un rango
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especifico (Tabla 2). La suma de estos valores individuales proporcionan una

puntuacion total que refleja la gravedad del trastorno depresivo.

Las puntuaciones en la escala HAMD se interpretan de la siguiente manera: un rango
de 0-7 implica la ausencia de depresion, una puntuacion de 8-16 implica una depresion
ligera o leve, 18-23 depresion moderada y una puntuacién de 24 a 52 refleja una
depresion severa o grave. Esta cuantificacion es particularmente valiosa para los
profesionales de la salud, ya que permite monitorear de manera efectiva los cambios

en el MDD a lo largo del tiempo y en respuesta a tratamientos especificos.

Tabla 2. Rangos de cada sintoma para la escala de HAMD".

item Rango Sintoma item Rango Sintoma
1 0-4 Estado de animo depresivo 10 0-4 Ansiedad psiquica
2 0-4 Culpa 11 0-4 Ansiedad somatica
3 0-4 Pensamientos suicidas 12 0-2 Sintomas gastrointestinales
4 0-2 Insomnio: primeras horas de 13 0-2 Sintomas somaticos
la noche generales
5 0-2 Insomnio: en medio de la 14 0-2 Trastornos sexuales
noche
6 0-2 Insomnio: tempranas horas 15 0-4 Hipocondriasis

de la mafana

7 0-4 Pérdida de intereses y 16 0-2 Pérdida de conocimiento
trabajo

8 0-4 Retraso psicomotor 17 0-2 Pérdida de peso

9 0-2 Agitacion psicomotora

" Basado en Hamilton (1960).

2.1.1. Epidemiologia
El MDD ha despertado un gran interés en los ultimos afios debido a la importancia que
tiene en la salud publica, debido a que ejerce una gran carga socioecondémica y clinica

(Fontana et al., 2020). De tal forma que en 2008, la World Health Organization clasifico
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al MDD como la tercera causa de carga de enfermedad a nivel mundial, estimando que
esta podria ocupar el primer lugar para el afio 2030 (WHO, 2008). Incluso, se estima
una prevalencia de 280 millones de personas en todo el mundo (WHO, 2021a) y cerca
de 700 000 muertes por suicidio al ano (WHO, 2021b).

En México, por ejemplo, se estim6 en 2021 que alrededor de 3.6 millones de adultos
padecian de depresién, con un 1% de los casos clasificados como severos (Servicios
de Atencion Psiquiatrica, 2022). Ademas, se observé un incremento significativo en la
prevalencia del MDD en comparacion con las cifras reportadas antes del 2019. Este
aumento se atribuye en cierta medida a la pandemia de la enfermedad por coronavirus
(COVID-19) en México (Secretaria de Salud, 2023). De manera similar, a nivel mundial
la prevalencia del MDD se ha intensificado, notablemente debido a la pandemia. Antes
de la emergencia sanitaria, se estimaba que la prevalencia global del MDD era de 193
millones casos; sin embargo después de la pandemia, este numero ascendio a 246
millones, lo que representd un aumento de 53 millones de casos tan solo en 2020

(Santomauro et al., 2021).

2.1.2. Curso y pronéstico
El MDD se caracteriza por un inicio y curso impredecible y variable. En algunos
pacientes, la depresion comienza de manera gradual, mientras que en otros, el inicio es
mas abrupto. Ademas, en la mayoria de los casos, el MDD se presenta por episodios,
por lo que los pacientes se sienten bien entre los episodios depresivos agudos. Sin
embargo, este patron no siempre es igual en todos los pacientes con MDD. La
duracion, frecuencia y patrén de los episodios depresivos difieren ampliamente, lo que

afade complejidad a la enfermedad (Malhi & Mann, 2018).

El MDD se considera, en muchos casos, una condicion recurrente a lo largo de toda la
vida. Se observa que ciertos casos de recuperacion tienden a manifestarse después de
un periodo de tratamiento que abarca alrededor de 12 meses, durante el cual los
episodios depresivos suelen persistir entre 3 y 6 meses (Malhi & Mann, 2018). No

obstante, la recuperacion a largo plazo, que se extiende de 2 a 6 afios, es menos
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comun. Lamentablemente, con el paso del tiempo, la tasa de recuperacion prolongada
disminuye significativamente, llegando solo al 17%. Estos hallazgos indican que la
mayoria de los pacientes con MDD experimentan un trastorno incapacitante y crénico
(Verduijn et al., 2017).

Uno de los mayores desafios en el prondstico del MDD es la resistencia a los
tratamientos farmacoldgicos. Se estima que aproximadamente el 30% de los pacientes
no responden favorablemente a las intervenciones farmacolégicas (Dong et al., 2022).
Esta resistencia se asocia con una mayor gravedad y recurrencia de la enfermedad, lo
que se traduce en un incremento de las deficiencias funcionales. Ademas, la
resistencia al tratamiento no solo incrementa el costo econémico, sino que también,

exacerba las tendencias suicidas y contribuye al estigma social asociado (Chen, 2019).

2.1.3. Tratamiento

Actualmente existen diversas estrategias para el tratamiento del MDD, entre ellas
destacan el tratamiento farmacolégico (antidepresivos), la psicoterapia y fisioterapia
(como es el caso de la terapia electroconvulsiva y la estimulacion magnética
transcraneal). La psicoterapia se recomienda en casos de depresion leve y, en casos
de depresion moderada a mayor, la psicoterapia acompanada de la prescripcién de
antidepresivos (Wang et al., 2019). De igual manera la terapia electroconvulsiva y la
estimulaciéon magnética transcraneal se ha encontrado que es mas eficaz que otro tipo
de tratamiento farmacoldgico para casos de MDD mas severos (Pagnin et al., 2004,
Shao et al., 2022, Wang et al., 2019).

En la categoria de los antidepresivos, existen dos clasificaciones: los de primera y
segunda generacion. La primera generacion de antidepresivos incluye a los inhibidores
selectivos de la recaptura de serotonina (SSRI, por sus siglas en inglés), inhibidores de
recaptura de serotonina y noradrenalina (SNRI, por sus siglas en inglés), inhibidores de
la recaptura de noradrenalina y dopamina (NDRI, por sus siglas en inglés),
antidepresivos serotoninérgicos y noradrenérgicos especificos (NaSSA, por sus siglas

en inglés), inhibidores selectivos de recaptura de noradrenalina (NRI, por sus siglas en
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inglés) e inhibidores reversibles de la monoaminooxidasa A (RIMA, por sus siglas en
inglés). Por otro lado, los antidepresivos de segunda generacion son los inhibidores de
la recaptacion de serotonina y antagonista de los receptores de serotonina (SARI), y a
los antidepresivos ftriciclicos (TCA, por sus siglas en inglés). El mecanismo de accion
asi como los antidepresivos comunmente usados en la practica clinica de cada grupo

se encuentran listados en la Tabla 3.

Tabla 3. Mecanismos de accién de cada grupo de antidepresivos.

Grupo Mecanismo de accién

Inhiben la recaptacion presinaptica de la serotonina (5-hidroxitriptamina,
5-HT) mediante el bloqueo de sus transportadores, aumentando asi su
disponibilidad para actuar en receptores postsinapticos (Edinoff et al.,
2021 & Preskorn et al., 2004).

SSRI

Tienen el mismo efecto de los SSRI, ademas de bloquear el
transportador de noradrenalina (NE), incrementando las concentraciones
sinapticas de la 5-HT y NE asi como la dopamina (DA) a nivel de la
corteza prefrontal (Shelton, 2018).

SNRI

Inhiben los transportadores de NE y DA, incrementando sus

NDRI concentraciones sinapticas (Kintscher, 2012).

Actian como antagonistas de los autorreceptores y heteroreceptores alfa
2- noradrenérgicos, y bloquea ciertos receptores de la 5-HT como el
5-hidroxitriptamina 2 (5-HT2) y 5-HT3, lo que causa que haya una mejor
neurotransmision mediada por 5-HT1 (Watanabe et al., 2011).

NaSSA

Se une al transportador de NE, bloqueando asi la recaptacion de NE
NRI extracelular en las terminales y provocando una mayor disponibilidad
sinaptica (Hajos et al., 2006 & Page, 2006).

Inhiben la descomposicion de la 5-HT, NE y la DA, debido a que inhiben
RIMA  la acciéon de la enzima monoamino oxidasa que elimina a estos tres
principales neurotransmisores (Fowler et al., 2010).

Ejerce una accion antagonista sobre los receptores 5-HT2A de la 5-HT e

SARI inhibe la recaptura de la 5-HT. (Alcantara-Lopez et al., 2009).
Actian en diferentes vias de neurotransmisores, bloqueando Ila
recaptacion de 5-HT y NE en las terminales presinapticas, provocando
TCA mayor concentracidon en el espacio sinaptico. También actuan como

antagonistas competitivos de los receptores colinérgicos alfa,
muscarinicos e histaminérgicos postsinapticos (Moraczewski & Aedma,
2022).
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2.1.4. Fisiopatologia

La causa del MDD es multifactorial, ya que factores biologicos, psicolégicos, genéticos
y el contexto en el que la persona se desenvuelve, pueden influenciar en el desarrollo
de este trastorno (Zalar et al., 2018, Bains & Abdijadid, 2022). Con respecto a esto, se
cree que factores sociales como el nivel socioeconémico influyen en el desarrollo de
MDD. Sin embargo, no se han encontrado diferencias significativas en la prevalencia
entre niveles socioecondmicos y casos de MDD (Bains & Abdijadid, 2022), lo que es
respaldado por un estudio realizado por Vos et al. (2015), encontrando una incidencia
de depresion de 5.5% en paises de ingresos altos y 5.9% en paises de ingresos bajos
y medianos. Esto nos podria indicar que los factores sociales y culturales no tienen un
papel crucial en el desarrollo de MDD, como el caso de factores biolégicos y genéticos,
que parecieran impulsar la aparicion de este trastorno. Factores bioldgicos como la
edad y sexo parecieran ser factores que incrementan la susceptabildad al MDD, por
ejemplo, se ha observado que el primer episodio de MDD surge en promedio a los 25
afnos (Malhi & Mann, 2018) y que la mayoria de los casos se observan en mujeres, con
casi dos veces mas casos que en hombres, lo cual puede estar relacionado con
diferencias sexuales en la susceptibilidad psicolégica y biolégica (Malhi & Mann, 2018,
Kuehner, 2017).

Para poder entender su fisiopatologia, es importante destacar que el MDD no es solo
un trastorno mental, sino también una enfermedad fisiolégica. En el MDD surgen
cambios cerebrales a nivel de neurotransmisores, se observa un deterioro de la
neurogeénesis, presentandose anormalidades en los circuitos neuronales, asi como una
disminucién de la neuroplasticidad, por lo que se han estudiado algunos aspectos
neuroldgicos para intentar explicar la fisiopatologia del MDD (Liang et al., 2018). En
este sentido, se destacan algunas hipotesis como: la de las monoaminas, la
inflamacion crénica, la disfuncion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) y la
disfuncion del eje cerebro-intestino. En las siguientes secciones exploraremos estas

hipétesis.
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2.1.4.1. Hipétesis de las monoaminas
La hipdtesis de las monoaminas explica que los neurotransmisores monoaminicos
como la serotonina (5-hidroxitriptamina [5-HT]), la noradrenalina (NE) y la dopamina
(DA) tienen un papel fundamental en la patogenia de este trastorno, debido a que su
disminuciéon puede desencadenar el MDD. Esta hipotesis es respaldada por el
funcionamiento de cierto tipo de antidepresivos, como el caso de los SSRI, TCA y
RIMA, los cuales mejoran la neurotransmision de las monoaminas corrigiendo asi sus
deficiencias y por lo tanto, mejorando los sintomas de ciertos pacientes con MDD (Lee
et al.,, 2010, Malhi & Mann, 2018, Willner et al., 2013). La validez de esta teoria se ve
comprometida debido a que estos antidepresivos no resultan efectivos en todos los
casos de MDD, ademas de provocar efectos secundarios no deseados en los pacientes

que los utilizan (Lee et al., 2010).

2.1.4.2. Inflamacién crénica
Se ha encontrado una relacion entre el proceso de la inflamacién y el
desarrollo-mantenimiento de la depresion (Bollen et al.,, 2017), debido a que una
subpoblacion de pacientes deprimidos presentan inflamacion cronica asi como una
desregulacion inmunoldgica. Esta hipotesis postula que en MDD ciertas citocinas
proinflamatorias, como Interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-q,
por sus siglas en inglés) aumentan, mientras que citocinas antiinflamatorias como la
IL-10 y el factor de crecimiento transformante-beta (TGF-(, por sus siglas en inglés)
disminuyen, provocando una respuesta inmune inflamatoria (Liang et al., 2018). El
aumento de las concentraciones de las citocinas proinflamatorias estan relacionadas
con la funcién cerebral y la cognicion ya que actuan directamente sobre las neuronas y
otras células como los astrocitos y microglia (Malhi & Mann, 2018). Ademas, las
citocinas proinflamatorias aumentan la permeabilidad de la barrera hematoencefalica
asi como la reduccion de la sintesis de 5-HT y la perturbacion de los sistemas
glutamatérgicos. Se ha observado que la neuroinflamacién afecta al sistema nervioso
central (SNC) debido al exceso de citocinas proinflamatorias liberadas por la microglia.

Este fendmeno desencadena diversas alteraciones conductuales, entre ellas el MDD.
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Es importante sefialar que la induccién de estas citocinas esta relacionada con factores

como el estrés psicologico, enfermedades o infecciones (Liang et al., 2018).

2.1.4.3. Disfuncion del eje HPA
El estrés psicoldgico y fisioldgico activan el eje HPA, estimulando la liberacion del factor
liberador de corticotropina (CRF, por sus siglas en inglés) y de la vasopresina por parte
del hipotadlamo, estas dos hormonas inducen a la glandula pituitaria a secretar la
hormona adrenocorticotropica y ésta provoca un aumento en los niveles circulatorios de
glucocorticoides, lo que inhibe la secrecién de CRF vy los niveles de vasopresina en el
hipotalamo, formando asi una retroalimentacion negativa. En pacientes con MDD, se
ha observado que mas del 50% presentan disfuncidn en la retroalimentacion negativa
del eje HPA (Liang et al., 2018). Incluso se ha observado que existe un aumento en los
niveles de cortisol en plasma en pacientes con MDD, provocado por una liberacion
excesiva de cortisol causada por estrés y alteracion de la inhibicion de la
retroalimentacion mediada por el receptor de glucocorticoides (Malhi & Mann, 2018).
Este receptor juega un papel importante en la funcion del eje HPA durante el MDD
debido a que el exceso de glucocorticoides reduce la sensibilidad de su receptor y se
ha visto que ciertos antidepresivos aumentan su expresion mejorando asi su funcion y

la retroalimentacion negativa de este receptor (Liang et al., 2018).

Cuando existe una disfuncion del eje HPA hay una baja en la expresion del factor
neurotréfico derivado del cerebro, el cual es un regulador de la neurogénesis y cuando
éste disminuye surgen sintomas depresivos en los pacientes ademas de un aumento
en la apoptosis neuronal. También hay una inhibicion de la sintesis de 5-HT, de la
expresion del receptor de glutamato y perturbacion de la neuroplasticidad (Liang et al.,
2018). Ademas se ha observado que los efectos que conlleva la disfuncién de este eje
se refleja con una deficiencia en la recuperacion del paciente con MDD (Malhi & Mann,
2018). Por lo que este eje se cataloga como uno de los mecanismos mas importantes
detras del MDD.
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2.1.4.4. Disfuncion del eje cerebro-intestino
El eje cerebro-intestino es el eje bidireccional de comunicacion entre el cerebro y el
intestino. Esta conexion se da a través de varias vias, tales como los nervios, el eje
HPA vy el sistema inmunitario. Ademas este eje esta influenciado por la microbiota
intestinal debido a la gran cantidad de microorganismos (bacterias, arqueas, hongos,
virus, etc.) que se encuentran en el intestino y que se relacionan con el metabolismo,
sistema inmunitario y transmision de sefiales del organismo (Liang et al., 2018). Se han
descrito tres mecanismos principales mediante los cuales funciona el eje
microbiota-cerebro-intestino. El primero de ellos se relaciona con el sistema nervioso
entérico y el SNC. Ambos desempefian funciones para regular la actividad intestinal y
la microbiota. Esta ultima, junto con las células intestinales, ejerce influencia sobre las
redes neuronales de los sistemas nerviosos, liberando neurotransmisores. El segundo
mecanismo involucra el sistema inmunitario, el cual se relaciona con la microbiota
debido a la produccién de metabolitos microbianos y citocinas inflamatorias, la cual
influye a que exista una respuesta inmune adecuada y regulada en presencia de una
microbiota saludable. Por otra parte cuando existe una disbiosis microbiana, ésta
genera una respuesta inmune exacerbada y dafo a la barrera intestinal que
eventualmente puede conducir a una translocacion bacteriana y a una endotoxemia,
afectando negativamente al cerebro. Por ultimo, el tercer mecanismo es el impacto que
tienen varios elementos como hormonas, metabolitos 0 neurotransmisores que seran
enviados al torrente sanguineo de manera sistémica (Ortega et al., 2022). En pacientes
con MDD se ha observado que a menudo tienen disfuncion de este eje, reflejado con
trastornos de apetito, metabdlicos, gastrointestinales y anomalias en la microbiota
intestinal. Esta desregulacion del eje se puede ver influenciada por estrés psicolégico o

enfermedades (Liang et al., 2018).

2.2. Rol de la microbiota intestinal en el desarrollo de MDD
La microbiota intestinal mantiene una estrecha relaciéon con la mucosa intestinal, ya que
tiene una serie de funciones metabdlicas, inmunoldgicas y de proteccion intestinal
vitales para favorecer la salud del individuo (Jandhyala, 2015). Dentro de sus

funciones, la microbiota intestinal puede desempenfar un papel en el sistema nervioso
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(Jiang et al., 2015). Esta participacion la lleva a cabo mediante eje
microbiota-cerebro-intestino, el cual estd compuesto por el SNC, el sistema
neuroendocrino y neuroinmune, el sistema nervioso auténomo (simpatico y
parasimpatico), el sistema nervioso entérico y la microbiota. Estas conexiones se
realizan gracias a la secrecidon de sustancias neurolégicamente activas, como el acido
gamma-aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés), 5-HT, NE y DA, asi como
metabolitos como los acidos grasos de cadena corta (AGCC) y el acido
betahidroxibutirico. Estas sustancias estan influenciadas por los cambios en la
composicién de la microbiota intestinal. Una disbiosis puede alterar su producciéon y
desencadenar MDD. GABA es un transmisor inhibidor clave en el SCN, el cual puede
ser secretado por ciertas cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium, una disminucién en
su abundancia podria desencadenar una modificacion en sus vias de transmision, lo
que desarrollaria un trastorno de ansiedad y MDD. Por otro lado, el 90% de la 5-HT es
sintetizada en el intestino, por lo que la microbiota es de suma importancia para su
produccion asi como la asignacion de metabolitos relevantes para su sintesis como el
caso del triptéfano, que es su precursor (Zalar et al.,, 2018). Bacterias como
Corynebacterium spp., Escherichia coli y Streptococcus spp pueden sintetizar 5-HT, asi
como esporas formadoras de bacterias como el género de Clostridium (Yano et al.
2015). Indirectamente Lactobacillus brevis promueve la liberacion de 5-HT al influenciar
el numero y funcidén de las células enterocromafines (Zalar et al., 2018). De igual
manera en el intestino se establece el 50% de la DA y especies como Escherichia coli,
Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, entre otras,
contribuyen en su liberacion (Zalar et al., 2018). Como se mencion6 anteriormente, la
disminucién de estos neurotransmisores conlleva a la aparicidon de sintomas depresivos
(Liang et al., 2018).

Una microbiota alterada o disbiosis puede ser resultado del estrés cronico, la cual
puede inducir una disfuncién del eje microbiota-cerebro-intestino, una disminucién de
5-HT en el hipocampo, asi como la reduccion de acido ribonucleico (ARN) mensajero
del factor neurotréfico derivado del cerebro, el cual es un regulador de la neurogénesis

y se ha visto que su disminucidn conlleva a la aparicion de sintomas depresivos y un
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aumento de la apoptosis neuronal. Por otra parte, también conlleva a los aumentos de
la hormona del estrés en plasma y a la disminucion de la IL-10 en circulacién (Liang et
al., 2018). Ademas de productos derivados de los microorganismos como son
productos finales de la fermentaciéon o componentes de la pared celular pueden afectar
directamente el cerebro debido a que pueden atravesar la barrera intestinal y viajar por
el torrente sanguineo (Zalar et al., 2018). Por lo que la regulacion de la microbiota
intestinal mejora ciertas anomalias del cerebro, como el MDD. Esto se demuestra en
pacientes con MDD que muestran patrones alterados de la microbiota intestinal en
comparacién con personas sin MDD (Barandouzi et al., 2020) y en modelos animales
donde la transferencia de microbiota intestinal de pacientes con MDD a ratas libres de
gérmenes, mostro comportamientos caracteristicos de la depresion (Kelly et al., 2016).
Caso contrario de la administracion de probiéticos en pacientes con MDD, en la que se
encontr6 mejoras en el estado de animo, por lo que se considera evidencia para
utilizarlo como un posible tratamiento para MDD (Jiang et al., 2015, Zalar et al., 2018).
Esto pareciera indicar que la disbiosis esta relacionada con el desarrollo de MDD, por

lo que la regulacién de la microbiota intestinal podria ser clave para su tratamiento.

2.2.1. Microbiota intestinal y antidepresivos
Hasta hace poco se desconocia si los antidepresivos podrian influir en la microbiota
intestinal y si la composicidon de esta ultima podria afectar la efectividad de los
antidepresivos. Ahora se sabe que ciertos antidepresivos pierden su eficacia en
presencia de disbiosis (Manchia et al., 2020). Ademas, se ha observado que algunos

antidepresivos poseen un efecto bactericida (Ait Chait et al., 2020, Luki¢ et al., 2019).

Entre estos antidepresivos bactericidas, se ha identificado que los antidepresivos de
tipo SSRI, como la fluoxetina y escitalopram, asi como del tipo SNRI como la
venlafaxina y duloxetina reducen la diversidad de la microbiota intestinal en ratones,
particularmente los géneros Ruminococcus y Adlercreutzia (Luki¢ et al., 2019). De igual
manera, la desipramina (del tipo TCA) muestra actividad bactericida y reductora del
crecimiento de bacterias como Akkermansia muciniphila y Escherichia coli. Ademas, el

s-citalopram (SSRI) y la fenelzina (RIMA) tienen un efecto bactericida contra
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Eubacterium rectale y Faecalibacterium prausnitzii cuando se prueban in vitro (Ait Chait
et al., 2020). Aunque aun no se comprende completamente como los antidepresivos
ejercen este efecto antimicrobiano, se ha propuesto que los SSRI podrian inhibir el flujo
de salida en las paredes celulares de las bacterias, mientras que los TCA podrian
reducir la actividad de la enzima ADN girasa (Ait Chait et al., 2020).

A pesar de lo mencionado anteriormente, el efecto antimicrobiano que poseen los
antidepresivos podria utilizarse como un mecanismo para aliviar la disbiosis intestinal
en pacientes con MDD al facilitar los cambios en |la abundancia intestinal al seleccionar
ciertas especies bacterianas y promover su crecimiento, generando un cambio en la

composicion de las comunidades en la microbiota intestinal (Macedo et al., 2017).

2.2.2. Diversidad microbiana presente en MDD
Existen diversos estudios que reportan la diversidad de la microbiota intestinal en
pacientes con MDD. Sin embargo, estos resultados son variables dependiendo el
estudio posiblemente a la diferencia en la metodologia y de la poblacién estudiada. Sin
embargo, se han logrado realizar asociaciones de familias y géneros bacterianos
mayormente encontrados en pacientes con MDD, como las que se enlistan en la Tabla
4.

A pesar de la variabilidad de los resultados, los estudios de diversidad microbiana nos
generan informacién importante sobre qué poblaciones microbianas estan asociadas
con el MDD, asi como aquellas que estan en personas sanas, funcionando como una
posible estrategia para proponer probidticos apropiados para un posible tratamiento
(Barandouzi et al., 2020), incluso de bacterias que poseen cierto tipo de proteccion
contra la depresiéon como el caso de Faecalibacterium (Jiang et al., 2015), ya que esta
relacionado con la produccién del butirato, que es un AGCC que es clave para el
mantenimiento de la mucosa intestinal y reduccién de la inflamacién (Nikolova et al.,
2021, Ye et al., 2021). Sin embargo, para tener mayor informacion sobre la microbiota
intestinal y el MDD se debe de ir mas alla de los estudios de diversidad microbiana, es

decir, realizar otro tipo de estudios que involucren areas de la metagenémica y/o
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metaboldmica para poder encontrar relaciones temporales y causales entre
microbiota intestinal y el MDD (Jiang et al., 2015).

Tabla 4. Diversidad microbiana asociada al MDD.

Mayor abundancia en MDD Menor abundancia en MDD

Actinomicinae’, Coriobacterineae’,

Veillonellaceae'?,
Clostridiales incertae sedis XI",

Prevotellaceae'*, Bacteroidaceae’,

Porphyromonadaceae’, Sutterellaceae™’2*
lostridi L ill 1 , . -
Clost dSat(r::SE)c,;o:ccetlcO:ZZ; aceae, Oscillospiraceae', Marniabilaceae’,
, n \
Familia Eubacteriaceae’, Ch_ltlnophagaceae g
Thermoanaerobacteriaceae’, Christensenellaceae
Fusobacteriaceae’, Nocardiaceae’,
Streptomycetaceae’,

Prevotellaceae?®,
Ruminococcaceae’

Oscillibacter?, Blautia?,
Holdemania®, Clostridium XIX,
Anaerostipes’, Lachnospiracea

incertae sedis™ Anaerofilum?,
Streptococcus’, Gelria’,
Turicibacter!, Parabacteroides®?
Eggerthella™, Klebsiella®,
Streptococcus™? Paraprevotella™,
Veillonella®, Clostridium IV?,
Género Erysipelotrichaceae incertae sedis’,
Eubacterium™*, Parvimonas?,
Desulfovibrio?, Parasutterella’,
Actinomyces’, Asaccharobacter?,
Atopobium?, Olsenella’,

Sellimonas*, Ruminococcaceae’,

Lachnoclostridium*, Hungatella®,
Subdoligranulum®, Prevotella®,

Alistipes? Bacteroidetes?,

Bifidobacterium? Flavonifractor?

Coprococcus™#*, Lactobacillus™?,
Escherichia®™, Clostridium XIVa’,
Dialister’, Howardella’,
Pyramidobacter’, Sutterella™?,
Faecalibacterium?®?,
Ruminococcus?®®, Christensenella?
Eubacterium? Faecalibacterium?
Roseburia?

Recopilado de: 'Barandouzi et al. (2020)., 2Knuesel & Mohajeri (2022)., 3Liang et al. (2018)., ‘Radjabzadeh et al. (2022)., *Sanada et
al. (2020).

2.2.3. Estrategias para la asociacion de la microbiota con el MDD
La asociacién de la microbiota con la fisiopatologia del MDD es de suma importancia,
debido a que nos proporciona informacién sobre cual es el impacto que estan teniendo

las comunidades bacterianas dentro del huésped. Actualmente existen pocos estudios
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que revelen la asociacion entre la microbiota intestinal y los sintomas depresivos en
personas con MDD utilizando herramientas bioinformaticas. Radjabzadeh et al. (2022)
buscé determinar los vinculos causales entre la microbiota y el MDD mediante un
analisis de aleatorizacion mendeliana, en el que encontraron un vinculo causal entre
MDD vy bacterias del género Hungatella, el cual se encuentra en mayor abundancia en
pacientes con MDD (Tabla 4), y esta relacionado con enfermedades neuroldgicas
debido a la producciéon de una molécula precursora del N-6xido de trimetilamina. Este
tipo de estudios generan informaciéon y bases para entender que los mecanismos y
productos del metabolismo de la microbiota intestinal pueden estar relacionados con la
etiologia del MDD, ademas de tener la ventaja que no necesariamente se tienen
estudiar exclusivamente la diversidad microbiana ya que las funciones microbianas se
conservan en todos los grupos taxonémicos (Cheung et al., 2019). La mayoria de estos
estudios se basan en la secuenciacion del gen 16S del ARNr, debido a que representa
una forma sencilla y econdomica en comparacion de la secuenciacion de genomas

completos (Pérez et al., 2020).

A través de los afios y con el avance de las tecnologias omicas, tales como la
secuenciacion del gen 16S del ARNr, permitié grandes avances en la vision global y
sistematica de la biologia de las comunidades microbianas, debido a que ayudo a
identificar y clasificar bacterias a nivel taxondmico, brindando informacion valiosa sobre
la diversidad microbiana en diversos ambientes (Yoon et al.,, 2017). Por ende, la
secuenciacion del gen 16S del ARNr nos ha facilitado responder ciertas interrogantes
dentro de la investigacion de la microbiota intestinal en enfermedades, tales como:
¢ Qué diversidad microbiana encontramos? ;Existen vinculos causales entre la
microbiota y la enfermedad? ;Qué efectos estd teniendo la microbiota sobre el
huésped que puede influir en el desarrollo de la enfermedad?. Para la respuesta de
estas preguntas, las herramientas bioinformaticas han sido fundamentales, como es el
caso de la comparacién bioinformatica de genes de ARNr 16S con bases de datos de
referencia, tales como Silva v.138.1 (McLaren et al., 2021), que proporcionan una forma
objetiva y confiable para clasificar las procariotas. Para este tipo de analisis de

identificacion de diversidad a través de las secuencias del gen 16S del ARNr se han
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utilizado herramientas bioinformaticas tales como DADA2 (Callahan et al., 2016). Por
otra parte, cuando se buscan encontrar asociaciones entre un padecimiento y un grupo
bacteriano en especifico, se puede realizar la busqueda de biomarcadores taxondmicos
de la microbiota, ya que éstos al tener una abundancia diferencial significativa tienen
una alta probabilidad de vincularse con el padecimiento (Segata et al., 2011). Y cuando
se busca identificar las funciones metabdlicas de la comunidad microbiana que tienen
sobre el huésped, se pueden utilizar analisis de perfiles funcionales que buscan
comparar la taxonomia asignada contra las funciones metabdlicas (Liu et al., 2022). A

continuacion explicaremos brevemente como funcionan estas herramientas.

2.2.3.1 DADAZ2: Inferencia de muestras de alta resolucién
DADA2 es un paquete de R de cédigo abierto, desarrollado por Callahan et al. (2016),
que implementa un software que modela y corrige errores de amplicones producidos
por la secuenciacion de lllumina, sin la necesidad de construir OTUs (unidad
taxondmica operativa). Este paquete implementa un flujo de trabajo que consta de un
filtrado, desreplicacion e identificacion de las secuencias ademas de la eliminacién de
quimeras, asi como la combinacion de lecturas de extremos emparejados. DADAZ2
genera menos secuencias incorrectas que otros métodos de construccién de OTUs, por
lo que tiene una mayor fiabilidad en los analisis posteriores de diversidad. El punto de
partida son archivos FASTQ, que se obtienen a través de la secuenciacién por la
tecnologia de lllumina, los cuales estan divididos por muestra y que los adaptadores ya
han sido eliminados. El producto final es una tabla ASV (variantes de secuencias de
amplicén), que es un analogo de mayor resolucion a la tabla de OTU tradicional, que
registra el numero de veces que se observd cada variante de secuencia del amplicon
por muestra, permitiendo que se tenga una resolucion mas alta. Ademas se puede
asignar taxonomia a las secuencias de salida mediante la implementacion del método
bayesiano ingenuo y la base de datos Silva v.138.1 (McLaren et al., 2021), para las

secuencias del gen 16S del ARN ribosomal (ARNr) de bacterias.
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2.2.3.2 LEfSe: propuesta de biomarcadores taxonémicos de la
microbiota

Los biomarcadores son caracteres en un organismo que pueden ser medidos como un
indicador de un estado basal, un proceso patoldgico o una respuesta farmacoldgica de
un tratamiento, el cual puede ser objetivamente cuantificado (Ahmad et al., 2023). A
través de un analisis discriminante lineal de tamafo de efecto (LEfSe, por sus siglas en
inglés) desarrollado por Segata et al. (2011), se pueden obtener biomarcadores, los
cuales pueden ser microorganismos, unidades taxondémicas operativas (OTUs) o genes
que tienen una alta probabilidad de explicar las diferencias entre clases. Esto se logra
mediante la combinacion de la prueba factorial no paramétrica de Kruskal-Wallis que es
usada para detectar las caracteristicas con una abundancia diferencial significativa y un
analisis discriminante lineal para estimar el tamafo del efecto de cada abundancia

diferencial.

“‘microbiomeMaker” es un paquete de R desarrollado por Cao et al. (2022),
implementado para analisis diferenciales como es el caso de LEfSe. La metodologia de
este paquete se centra en dos objetos principalmente: un objeto phyloseq, que
almacena los perfiles metagendmicos de entrada y los objetos de micromeMaker, los
cuales contienen los marcadores de microbioma identificados y otros datos

relacionados.

2.2.3.3 microeco: una herramienta para obtener perfiles funcionales
Los perfiles funcionales se entienden como la cuantificacion del contenido de genes y
vias metabdlicas que son aportados por los miembros de la comunidad microbiana, ya
sean éstos caracterizados o no (Franzosa et al., 2018). Los analisis de funcionalidad
son de gran importancia para entender los mecanismos que estructuran los patrones
de coexistencia entre las especies y comunidades. Estos se pueden identificar a través
de la secuenciacién metagendémica. Sin embargo, la secuenciacidn metagenémica es
costosa y complicada por lo que la prediccion de los perfiles funcionales a través de las
secuencias de genes marcadores, como el caso del gen 16S del ARNr, ha sido una

alternativa rapida y accesible (Pérez et al., 2020).
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“microeco” es un paquete de R desarrollado por Liu et al. (2022) para diversos analisis
de comunidades microbianas, entre ellas analisis de predicciones funcionales. El cual,
implementa la base de datos FAPROTAX (Functional Annotation of Prokaryotic Taxa)
(Louca et al., 2016) y la base de datos NJC19 (Lim et al., 2020) que se encargan de
comparar la taxonomia asignada en OTUs contra las funciones metabdlicas

establecidas encontradas en estas bases de datos (Liu et al., 2022).

3. HIPOTESIS

- Existen diferencias en la diversidad de la microbiota intestinal de pacientes con
MDD en comparacion a los controles saludables, al igual entre pacientes con
MDD antes y después del tratamiento con antidepresivos.

- Hay alteraciones en los perfiles funcionales de la microbiota intestinal de los
pacientes con MDD, indicando que la microbiota presente esta impactando en el

intestino de manera que se puede relacionar con el desarrollo de MDD.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo particular
- Predecir los perfiles funcionales de la microbiota intestinal asociada a pacientes

con MDD a partir de secuencias del gen 16S del ARNr.

4.2. Objetivos generales

- Realizar un analisis de perfiles funcionales de las secuencias del gen 16S del
ARNr de las muestras de la microbiota intestinal de pacientes con MDD vy
controles saludables.

- Comparar la diversidad bacteriana presente en pacientes con MDD y en los
controles saludables.

- Comparar los géneros bacterianos asociados al MDD antes y después del
tratamiento con antidepresivos a través de los analisis de biomarcadores

taxondmicos.
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5. METODOLOGIA

Todo el codigo utilizado para la realizacion de los siguientes analisis se pueden

consultar en https://github.com/gabrielatof/tesis. El método se ejemplifica en la Fig. 1.

Paso 5; Realizar un analisis
LEfSe para obtener las
abundancias diferenciales de

Paso 2: Procesar 10s cada grupo de muestras
arcivos FASTQ (DADAZ) y Paso 4: Procesar el (microbiomeMarker)
posteriormente la tabla para objeto phyloseq para

guardarla en formato ".fna” los diferentes analisis

(metagMisc) de diversidad

Identificar biomarcadores
taxonémicos de la

microbiota intestinal kenguajes
Secuencias sin | Elaboracion de Objeto Andalisis del
procesar la tabla de ASV phyloseq microbioma —— Bash
R

Identificar los perfiles

Paso 1: Descargar Paso 3: Procesar los funcionales

las secuencias del archivos de salida de

SRA (SRA Toolkit) DADAZ2 para generar un

archivo con datos del

microbioma (phyloseq) Paso 6: Realizar un analisis

“trans_func class’ para predecir
los perfiles funcionales de cada
grupo de muestras (microeco)

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada. Los procesos ejecutados en el lenguaje de Bash
estan representados por recuadros verdes, mientras que los procesos realizados en R se encuentran en

recuadros azules. Entre paréntesis se indica el paquete utilizado para realizar cada funcién especifica.

5.1. Descripcion del estudio
En este trabajo se incluyeron las secuencias del gen 16S del ARNr de los pacientes
hospitalizados y diagnosticados con MDD, y los controles saludables (CS) del trabajo
publicado de Dong et al. (2022). Los archivos SRA sin procesar se extrajeron de la
NCBI Short Read Archive, bajo el ID BioProject PRINA778934. Los sujetos de este
estudio habitan en Chengdu (Sichuan, China) y contaban con las siguientes
caracteristicas: edad (18 a 45 afos), habitos alimenticios (no vegetarianos ni veganos),
sin enfermedades ni comorbilidades (no enfermedades cardiovasculares, endocrinas,
metabdlicas, y digestivas), sin abuso de alcohol y/o drogas, ni ingesta de antibidticos
y/o probioticos asi como registro de infecciones microbianas 6 meses antes del estudio.
Los pacientes con MDD recibieron tratamiento con antidepresivos por 8 semanas, de
los cuales se usaron tres antidepresivos del tipo SSRI (citalopram, escitalopram vy
paroxetina) y uno del tipo SNRI (venlafaxina). Secuenciaron las muestras fecales

tomadas antes y después del tratamiento, mediante la plataforma Miseq lllumina.

32


https://github.com/gabrielatof/tesis

5.1.1. Base de datos
Se seleccionaron unicamente los archivos que tuvieran informacién sobre el tipo de
paciente (MDD o CS) y/o réplica de la muestra después del periodo de tratamiento,
excluyendo aquellos archivos que carecian de esta informacion. Los archivos se
descargaron con ayuda de la herramienta SRA Toolkit (Staff, 2011), siguiendo las

indicaciones de instalacién y tutorial para obtener los archivos SRA sin procesar.

5.2. Procesamiento de datos con DADA2 y construccion de tabla ASV
Los archivos FASTQ se procesaron en R studio v.4.2.2 utilizando el paquete DADA2
v.1.16 (Callahan et al., 2016). Se utilizd el siguiente parametro de filtrado y recorte:
truncLen=c(280,220) (Fig. 2).

| SRR16885524_1 fasty SRR16885548_1.fastq | SRR16885624 2 fasiq SRR16885548_2 fastg
40 40
_r* * _;-* — _'-”r .
E 1 1 i 1
10 1 i i i
1 1 1 I
i ] 1 1
i i 1 i
1 1 1 I
1 1 I I
i i 1 I
1 1 ] I
i 1 I i
i i i I
2 s et R | T B B e e q | o I
03) 01 Reads: 53686 1| | Reads: 53577 1 3 01 Reads: 53886 1 Reads: 53577 1
2 | SRR16BA5567_1 fasty | SRR16885569_1 fasty z | SRR16885567_2 fasty SRR168A5569_2 fastq
o 40 1 = 40
8 ™ . 5 : i ma. T ——— e
I 1 1 1
1 1 104 I 1
1 1 i 1
i i ‘ 1 I
1 1 1 1
1 1 204 I I
1 i 1 I
1 1 1 I
1 ] 104 1 [}
1 i 1 I
1 I 1 I
1= 1 I : I '
141 Reads: 55192 1 || Reads: 49825 1 01 Rea 55192 1 Reads: 49825 1
— ' . o ' - - g — b 3 . —
0 100 200 00 0 100 200 300 0 100 200 300 0 00 t
Cycle Cycle

Figura 2. Perfiles de calidad de las secuencias. La escala de grises representa un heatmap de la
frecuencia de cada puntaje de calidad en cada posicion de la base. La linea verde muestra la puntuacion
de calidad media en cada posicion, la linea naranja muestra los cuartiles de la distribuciéon de la
puntuacion de la calidad y la linea azul representa el sitio aproximado de corte. A) Para secuencias

forward, y B) secuencias reverse.
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El parametro de corte se selecciond en el sitio aproximado en donde la calidad de la
secuencia empieza a decaer, basandonos en el valor de la calidad Phred, la cual
estima la probabilidad de error en la asignacién de bases durante la secuenciacion en
puntajes que van desde el 0 al 40, y que entre mayor sea el puntaje la probabilidad de
error disminuye (Goswami & Sanan-Mishra, 2021). Los parametros de corte para las
secuencias forward (280) y reverse (220) se encuentran cuando la calidad cae en
valores menores de 30, representando que la probabilidad de error en ese sitio es de 1
base en 1000.

Una vez teniendo las lecturas filtradas, se fusionaron para obtener las secuencias
completas sin ruido y construir la tabla de ASV. Luego, se prosiguidé a eliminar las
secuencias quiméricas, y asignar la taxonomia mediante las secuencias de referencia
de la base de Silva v.138.1 (McLaren et al., 2021). Este paso asigna la taxonomia

desde reino a género bacteriano presente en las muestras agrupandolas en una matriz.

5.3. Analisis del microbioma de pacientes con MDD y CS
Los analisis del microbioma se realizaron con ayuda de los siguientes paquetes:
phyloseq v. 1.42.0 (McMurdie et al., 2013), Biostrings v. 2.66.0 (Pagés et al., 2023),
ggplot2 v. 3.4.1 (Wickham, 2016), tidyverse v. 2.0.0 (Wickham, 2019), DT v.0.28 (Xie et
al., 2023), vegan v.2.6-4 (Oksanen et al., 2022), microbiome v. 1.20.0 (Lahti & Shetty,
2019), ggpubr  v.0.6.0 (Kassambara, 2023), kableExtra v.1.3.4 (Zhu, 2021),
MicrobiotaProcess v.1.12.4 (Xu et al., 2023).

Primero se generd el objeto phyloseq, el cual se obtiene fusionando la tabla de ASV sin
las secuencias quiméricas y las secuencias con la asignacion taxonomicas del paso
anterior, siguiendo con elaborar un data frame que contenia la prevalencia de cada
caracteristica y asignacion taxondmica. A partir de esta estructura de datos se realizd
un control de calidad tomando dos tipos de filtrado: 1) filtrado de la taxa a un umbral de

1e-5,y 2) un filtrado de las muestras con menos de 500 lecturas.
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La diversidad alfa de las muestras se calcularon de acuerdo a las especies observadas,
los indices de diversidad Chao, Simpson y Shannon. Se realizaron pruebas Wilcoxon
para obtener la significancia estadistica. Por otra parte, la diversidad beta se obtuvo
mediante un andlisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS, por sus
siglas en inglés) usando la distancia Bray-Curtis y un analisis de similaridad ANOSIM
para determinar la significancia estadistica de la diferencias en la diversidad beta en
los grupos obtenidos por el NMDS. Se graficaron los géneros y familias bacterianas de
cada grupo de datos con la intencion de tener una mejor visualizacion de qué taxa esta
teniendo una mayor abundancia, transformando el objeto phyloseq a un objeto MPSE vy

visualizando la abundancia relativa de las 20 taxas mas abundantes de cada grupo.

5.4. Andlisis de biomarcadores taxonémicos con LEfSe
Utilizando el paquete “microbiomeMarker” v.1.6.0 (Cao et al., 2022), se realizé un
analisis LEfSe para identificar los microorganismos que son distintivos de la microbiota
intestinal de pacientes con MDD que pueden ser utilizados como biomarcadores, que
difieren en abundancia y ocurrencia entre los grupos de muestras (MDD y CS). Para
todos los biomarcadores se utilizé el método de normalizacion “CPM”, un nivel de

significancia alfa de 0.05 y un umbral de tamario del efecto de 2.

5.5. Prediccion de los perfiles funcionales de la microbiota intestinal
La prediccion de los perfiles funcionales se realizé utilizando el paquete “microeco”
v.1.1.0 (Liu et al., 2021). Primero se calcularon los porcentajes de taxones asociados
con cada rasgo de la comunidad bacteriana y se le asocio6 las OTUs con la informacion
de la base de datos FAPROTAX, despué se realizd6 una prueba de abundancia
diferencial del objeto generado anteriormente con el método de ANOVA y agrupado por
el tipo de muestra (MDD y CS) y tiempo (antes y después del tratamiento con

antidepresivos).
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6. RESULTADOS

6.1. Descripcion de metadatos

Se seleccionaron 90 muestras correspondientes al mismo numero de individuos. Se
obtuvieron 30 archivos que pertenecen a los CS y 60 archivos para los pacientes con
MDD, de los cuales 30 archivos pertenecen a las muestras tomadas antes del
tratamiento con antidepresivos en la semana 0 y 30 archivos de las muestras tomadas
después del tratamiento en la semana 8. No se cuenta con informacion sobre el sexo,
edad y tipo de antidepresivo tomado por el paciente ya que no se proporciond esa
informacion por los autores del trabajo original al momento de subir los archivos al
SRA.

6.2. Calidad de las secuencias
La tabla de ASV que se obtuvo a partir de las 90 muestras, mostré un tamafno de
254301 ASVs y 24193 secuencias variantes después de la eliminacion de las
secuencias quiméricas. Al transformar la tabla ASV sin secuencias quiméricas a un
objeto de tipo phyloseq y aplicar los filtros de calidad, el tamafio de 24193 taxa se
conservo. Asi mismo, las secuencias mostraron una buena cantidad de riqueza en
funcion al numero de lecturas de la muestra, lo cual indica que la profundidad de
secuenciacion fue suficiente para obtener todas las especies bacterianas tanto de las

muestras de CS como de pacientes con MDD (Fig. 3).
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Figura 3. Curva de rarefaccién de todas las muestras. Se separa por grupos de pacientes con MDD

(cian) y CS (naranja).

6.3. Analisis de diversidad
Se encontraron diferencias significativas en la diversidad alfa, con los indices Chaof1,
Shannon, Simpson, estimada por las especies observadas (p = 0.0314) e indice de
Chao1 (p = 0.0377) en los CS y pacientes con MDD antes del tratamiento (Fig. 4),
observandose una disminucion en la diversidad de los pacientes con MDD en
comparacion con los CS, lo que podria indicar que el MDD esta asociado con una

disminucion de la diversidad alfa.
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Figura 4. Diversidad alfa de los CS y pacientes con MDD antes del tratamiento. La diversidad alfa se

midid por especies observadas (Observed), indice de Chao (Chao1), Shannon y Simpson, que se

representa graficamente para pacientes con MDD (cian) y CS (naranja). Las pruebas estadisticas

mostraron diferencias significativas (*) para los indices de las especies observadas (p=0.0314) e indice

de Chao1 (p=0.0377) y no significativas (ns) para Shannon (p=0.0797) y Simpson (p=0.1194).

Por otra parte, no se encontraron cambios significativos en la diversidad alfa de los

pacientes con MDD antes (semana 0) y después del tratamiento con antidepresivos

(semana 8) para ninguno de los indices de diversidad (Fig. 5), lo que indica que la

administracion de antidepresivos no tuvo ningun efecto en el aumento o disminucion de

la diversidad alfa.
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Figura 5. Diversidad alfa de pacientes con MDD. La diversidad alfa se midié por especies observadas
(Observed), indice de Chao (Chao1), Shannon y Simpson, que se representa graficamente para
pacientes con MDD en la semana 0 (cian) y en la semana 8 (cereza). Las pruebas estadisticas no
mostraron diferencias significativas (ns) para las especies observadas (p=0.3516), indice de Chao
(p=0.4317), Shannon (p=0.1266) y Simpson (p=0.1159).

Para obtener la diversidad beta se aplico un NMDS y ANOSIM para obtener la
disimilaridad de la composicion de la microbiota entre los grupos de pacientes con
MDD antes del tratamiento y CS. El NMDS no mostro diferencias en la composicién de
la microbiota a nivel de familia y género, lo cual se confirmé con el ANOSIM (p=0.824 y
p=0.178, respectivamente) (Fig. 6). Estos resultados indican que la microbiota intestinal

de los pacientes con MDD no difiere significativamente de los CS.
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Figura 6. Diversidad beta de CS y pacientes con MDD. De acuerdo a NMDS basado en la distancia
Bray-Curtis de las muestras de CS (naranja) y pacientes con MDD (cian). A) A nivel de familia no se
encontraron diferencias significativas en la similitud probada por ANOSIM (p = 0.824, R =-0.017). B) A

nivel de género, tampoco se encontraron diferencias significativas (p= 0.178, R = 0.016).

Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas en la composicion de la
microbiota a nivel de familia y género en los pacientes con MDD antes (semana 0) y

después del tratamiento con antidepresivos (semana 8) (p=0.009 y p=0.019,
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respectivamente) (Fig. 7). Lo que sugiere que la administracion de antidepresivos tiene

un efecto sobre la diversidad beta a nivel de género.
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Figura 7. Diversidad beta de pacientes con MDD. De acuerdo a NMDS basado en la distancia
Bray-Curtis de las muestras de pacientes con MDD en la semana 0 (cian) y 8 (ciruela) del tratamiento. A)
A nivel de familia se encontraron diferencias significativas en la similitud probada por ANOSIM (p =

0.011, R = 0.053). B) Diversidad beta a nivel de género, de igual manera se encontraron diferencias

significativas (p= 0.019, R = 0.048).
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6.4. Diferencias en la microbiota intestinal de CS y pacientes con MDD
La abundancia relativa de las 20 familias mas abundantes de los pacientes con MDD
antes del tratamiento con antidepresivos es similar con las mas abundantes de los CS,
unicamente se detectd que la familia Prevotellaceae es mas abundante en los CS que

en los pacientes con MDD (Fig. 8).
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Figura 8. Diferencias en la abundancia relativa de las 10 familias mas abundantes de CS y pacientes con

MDD antes del tratamiento.
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A nivel de género, las abundancias relativas de Weissella, Faecalibacterium,
Pediococcus y Anaerostipes fueron mas abundantes en los CS que en los pacientes
con MDD, contrario a Bacteroides, Dorea, Aerococcus y Roseburia que tuvieron mayor
abundancia en los pacientes con MDD que en CS (Fig. 9).
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Figura 9. Diferencias en la abundancia relativa a nivel de género de CS y pacientes con MDD antes del
tratamiento.
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6.5. Diferencias en la microbiota intestinal de pacientes con MDD antes y
después del tratamiento con antidepresivos
Se observaron cambios en las comunidades de la microbiota intestinal en los pacientes
con MDD después del tratamiento de antidepresivos, a nivel de familia hubo un
aumento de Prevotellaceae después de las 8 semanas con antidepresivos, asi como

una disminucion de las familias Peptostreptococcaceae (Fig. 10).
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Figura 10. Diferencias en la abundancia relativa de las 10 familias mas abundantes de los pacientes con

MDD antes del tratamiento (0_Weeks) y después del tratamiento (08_Weeks).
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Asi mismo, se observaron cambios a nivel de género, especialmente con el aumento
de Faecalibacterium, Agathobacter, Pediococcus y Prevotella después de la ingesta de

antidepresivos, asi como una disminucidn en Escherichia-Shigella, Dorea,
Lactiplantibacillus y Subdoligranulum (Fig. 11).
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Figura 11. Diferencias en la abundancia relativa a nivel de género de los pacientes con MDD antes del
tratamiento (0_Weeks) y después del tratamiento (08_Weeks).
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6.7. Identificacion de biomarcadores taxonémicos de la microbiota
intestinal en MDD
El analisis de LEfSe se utilizé para identificar grupos bacterianos clave que expliquen
las diferencias entre los pacientes con MDD antes del tratamiento y los CS. Se
identificaron 17 biomarcadores totales, 9 biomarcadores del MDD y 8 de los CS, en los
niveles taxondomicos de orden, familia y género (Fig. 12). Los que tuvieron una mayor
abundancia significativa dentro del grupo de los pacientes del MDD en comparacion a
los CS fueron los géneros Intestinibacter, Eggerthela y Family XIlIl AD3011. Por otro
lado, los géneros Levilactobacillus, Fusicatenibacter y CAG-352 se encontraron con

una abundancia significativamente mayor en comparacion con el grupo de MDD.
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Figura 12. Analisis de LEfSe de los biomarcadores taxondmicos de la microbiota intestinal de los CS y
pacientes con MDD en la semana 0. Los taxones enriquecidos antes del tratamiento MDD (cian) y CS
(naranja) estan calificados con una puntuacién del LDA positiva. Solo se muestran los taxones que

cumplen con el umbral LDA > 2.
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6.7. Identificacion de biomarcadores taxonémicos de la microbiota
intestinal en MDD con tratamiento de antidepresivos
Se identificaron un total de 34 biomarcadores en el grupo de pacientes con MDD tanto
antes como después del tratamiento con antidepresivos. Estos biomarcadores se
categorizaron en orden, familia y género. Del total, 21 biomarcadores se encontraron
en el grupo de pacientes antes del tratamiento, mientras que 13 se observaron después
del tratamiento (Fig. 13). Entre los biomarcadores con una mayor abundancia
significativa después del tratamiento en comparacién con antes, se encontraron los
géneros Faecalibacterium, Agathobacter y Butyricicoccus. En contraste, los
biomarcadores con una mayor abundancia significativa antes del tratamiento fueron el

orden Lactobacillales, la familia Enterobacteriaceae y el género Escherichia-Shigella.
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Figura 13. Analisis de LEfSe de los biomarcadores taxonémicos de la microbiota intestinal de los
pacientes con MDD antes del tratamiento (0_Weeks) y después del tratamiento (08_Weeks). Los taxones
enriquecidos antes del tratamiento (naranja) y a las 8 semanas del tratamiento (cian) estan calificados

con una puntuacién del LDA positiva. Solo se muestran los taxones que cumplen con el umbral LDA > 2.
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6.8. Prediccion de los perfiles funcionales de la microbiota intestinal en

MDD

El andlisis de prediccién funcional detecté 8 categorias de vias metabdlicas abundantes

asociadas a la microbiota intestinal de los pacientes con MDD y los CS (Fig. 14).
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Figura 14. Abundancia relativa de las categorias de vias metabdlicas de la microbiota de pacientes con

MDD y CS. Los perfiles funcionales de ambos grupos, pacientes con MDD antes del tratamiento (cian) y

los CS (naranja) estan asociados a la base de datos FOTAPROX y evaluado con el método ANOVA.
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Las vias metabdlicas que detectd el paquete de R microeco tanto para los pacientes
con MDD antes del tratamiento y los CS fueron las asociadas con procesos de
fermentacién, quimioheterotrofia aerdbica, reduccion de nitratos asi como procesos
relacionados con la propia microbiota intestinal y procesos nocivos de microorganismos
patdégenos para el humano. Estos no mostraron alguna abundancia diferencial
significativa entre ambos grupos, lo que podria indicar que la presencia de
enfermedades como el MDD no esta teniendo ningun impacto a nivel metabdlico en la
microbiota intestinal en comparacidon con la microbiota intestinal de la poblacion

saludable.

6.9. Prediccion de los perfiles funcionales de la microbiota intestinal en
MDD con tratamiento de antidepresivos
Comparando los grupos de pacientes con MDD antes y después del tratamiento con
antidepresivos, observamos que el analisis de prediccidn funcional detect6é 3 categorias
de vias metabdlicas de la microbiota intestinal (Fig. 15). Estas categorias que se
detectaron fueron asociadas con procesos de fermentacion, quimioheterotrofia aerdbica
y procesos nocivos de microorganismos patdégenos para el humano. De las cuales la
quimioheterotrofia aerébica no mostré una abundancia diferencial significativa. Sin
embargo, la fermentacion y los procesos patolégicos si mostraron una abundancia

diferencial significativa.

Por parte de los procesos de fermentacidn y procesos patolégicos, mostraron una
abundancia significativamente menor en los pacientes con MDD después de los
antidepresivos, lo que posiblemente pueda significar que la ingesta de ciertos
antidepresivos, como los utilizados en estos pacientes (del tipo SSRI y SNRI), estén
teniendo un impacto sobre estas categorias de vias metabdlicas disminuyendo su

abundancia en la microbiota intestinal de pacientes con MDD en tratamiento.
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Figura 15. Abundancia relativa de las categorias de vias metabdlicas de la microbiota de pacientes con
MDD antes y después del tratamiento. Los perfiles funcionales de ambos grupos, pacientes con MDD

antes (0_Weeks, cian) y después del tratamiento (08_Weeks, ciruela) estan asociados a la base de datos
FOTAPROX y evaluado con el método ANOVA.

50



7. DISCUSION

El MDD es un trastorno complejo, en el cual, diversos factores estan involucrados en su
desarrollo y curso de la enfermedad, entre ellas la microbiota intestinal (Zalar et al.,
2018). Los resultados de este trabajo demuestran que existen ciertas alteraciones en
la microbiota intestinal cuando se presenta el MDD, resultados obtenidos a través del
analisis de las secuencias del gen 16S del RNAr de la microbiota intestinal y que
gracias a las tecnologias Oomicas permiten identificar estas alteraciones asi como
identificar la diversidad microbiana y el posible impacto que estan teniendo sobre el
huésped (Socata et al., 2021).

La microbiota intestinal se caracteriza por ser una red compleja de interrelaciones
positivas y negativas que afectan significativamente la salud del huésped, la cual se
encuentra colonizada por microorganismos especificos ya que las condiciones del
ecosistema como el pH, condiciones de oxigeno, acceso a nutrientes y la peristalsis
intestinal variable en las diferentes secciones del tracto gastrointestinal empujan a que
solo microorganismos adaptados a estas condiciones pueden coexistir
(Goralczyk-Binkowska et al., 2022). Por lo que, cualquier alteracion en la composicion y
abundancia de las comunidades microbianas puede tener consecuencias negativas
para la salud del huésped, como la pérdida de funciones o alteracion de la homeostasis
intestinal trayendo consigo problemas en el sistema inmune llevando a la disfuncién del
eje microbiota-intestino-cerebro (Yoo & Mazmanian, 2017). Encontramos una
disminucion significativa en la diversidad alfa en los pacientes con MDD antes del
tratamiento en comparacién con los CS, esto fue un resultado esperado ya que en
diversos desdrdenes psiquiatricos se ha reportado que la diversidad alfa tiende a
disminuir (Nikolova et al., 2021), lo que podria proponer que la disminucion de la
diversidad alfa de la microbiota intestinal funciona como un posible biomarcador para la
prediccion de desoérdenes psiquiatricos como el caso del MDD dado que la
desregulacion de la microbiota intestinal puede facilitar el desarrollo de estas
enfermedades provocada por la disminucion de la secrecibn de sustancias

neurolégicamente activas por parte de la microbiota intestinal (Prehn-Kristensen et al.,
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2018, Li et al.,, 2022). Sin embargo, se tiene que destacar que dentro de las
investigaciones la disminucion de la diversidad alfa de la microbiota intestinal en el
MDD no es criterio universalmente aceptado ya que no en todos los casos ésta
disminuye (Thapa et al., 2021), incluso aumenta comparada con los controles del
estudio (Ye et al., 2021). Esta inconsistencia en los resultados puede deberse a que no
existe una uniformidad en la metodologia y seleccién de participantes en los estudios,
dado que factores biolégicos como el sexo y edad de los participantes influyen en la
diversidad microbiana debido a que la microbiota intestinal entre estos grupos es
diferente per se (Prehn-Kristensen et al., 2018). A pesar de ello, la diversidad alfa sigue
siendo el indicador mas utilizado para evaluar la salud de la microbiota intestinal,
puesto que la diversidad de la microbiota juega un papel importante en la estabilidad
del ecosistema y en las funciones ecolégicas, que al tener una mayor diversidad, la

estabilidad aumenta (Gong et al., 2016).

En contraste, no encontramos diferencias significativas en la diversidad beta,
basandonos en los resultados del NMDS y ANOSIM, de los pacientes con MDD en
comparacioén con los CS. Los cambios en la diversidad beta de la microbiota intestinal
de pacientes con trastornos psiquiatricos no esta claro en la literatura (Thapa et al.,
2021, Chung et al., 2019). A pesar de ello, observamos que la microbiota intestinal de
los pacientes con MDD antes del tratamiento presentan una mayor abundancia de los
géneros Bacteroides, Dorea, Aerococcus y Roseburia en comparacion con los CS. El
género Bacteroides es parte de la microbiota intestinal basal en humanos y suele tener
efectos beneficiosos. Sin embargo, algunas especies de este género han mostrado
capacidad patdgena al causar translocacion intestinal, que resulta en permeabilidad
intestinal. Esto puede desencadenar inflamacién, seguida de una diseminacién que
conduce a un estado de bacteriemia. En este estado, las bacterias, al ingresar al
torrente sanguineo, pueden alcanzar incluso el SNC al penetrar la barrera

hematoencefalica (Zafar & Saier, 2021).

En otros estudios de MDD se ha encontrado una asociacion significativa de este

género (Cheng et al., 2020, Liu et al., 2022) y se ha observado que el trasplante de
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microbiota fecal de ciertas especies de Bacteroides en ratones (B. fragilis, B. uniformis
y B. caccae) conduce a que muestren comportamientos tendientes a la ansiedad y
depresion, asi como alteraciones en la neurogénesis del hipocampo asi como un
agotamiento del precursor de la serotonina, triptofano (Zhang et al., 2022b). Ciertas
especies de Bacteroides son consideradas proinflamatorias, lo cual es un factor muy
importante en el desarrollo de MDD; cuando las personas se encuentran en un periodo
de estrés continuo puede llevar a que ciertos Bacteroides secreten lipopolisacaridos y
exotoxinas, estimulando la secreciéon de citocinas proinflamatorias como TNF-a y IL-8,
que a su vez pueden promover la permeabilidad intestinal, la alteracion de la barrera
hematoencefalica y activacion de la microglia (Alexandrov et al., 2020). El género
Dorea normalmente no se asocia con casos de MDD debido a su capacidad de
fermentacién de polisacaridos en AGCC (Yang et al.,, 2023, Dahl et al., 2020). Sin
embargo, Zhang et al. (2021), describié la presencia de Dorea en casos de MDD
moderados y severos. Es por ello, que la presencia y relacion de Dorea en pacientes
con MDD no esta del todo clara en la literatura. De igual manera, el género Aerococcus
no ha sido descrito en la literatura sobre su relacién con el MDD, debido a que este
geénero bacteriano es considerado mas un patdégeno de las vias urinarias en humanos
(Rasmussen, 2016). El aumento de Aerococcus en MDD unicamente ha sido descrito
en modelos de ratén (Sun et al., 2019). Por ultimo, el género Roseburia tiene
resultados contradictorios, debido a que en algunos casos aumenta su abundancia
(Jiang et al., 2015) y en otros disminuye (Zheng et al., 2016, Kovtun et al., 2022) en la
microbiota intestinal de pacientes con MDD. El género Roseburia al igual que el género
Dorea participa en la produccién de AGCC (Ye et al., 2021), por lo que su presencia
tendria a relacionarse con efectos beneficiosos sobre el huésped y por lo tanto, no

relacionarse con el MDD debido a su fisiopatologia inflamatoria.

Por otra parte, los CS tienen una mayor abundancia de la familia Prevotellaceae y los
géneros Weissella, Faecalibacterium, Pediococcus y Anaerostipes en comparacion de
los pacientes con MDD antes del tratamiento con antidepresivos. Estos grupos
bacterianos tienen la particularidad de tener efectos beneficiosos para el huésped,

promoviendo actividad antiinflamatoria mediante la fermentacion y produccién de
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AGCC como el butirato (Teixeira et al., 2021, Ye et al., 2021, Li et al., 2021, Salli et al.,
2019), ofreciendo cierta proteccion en el huésped al tener efectos antiinflamatorios por
parte de la microbiota intestinal, contrario a lo que se observa en el MDD, el cual es
asociado con respuestas inflamatorias cronicas (Liang et al., 2018). Por lo que fue un
resultado esperado que tuvieran una mayor abundancia en los CS que en los pacientes
con MDD.

Diversos autores proponen que la administracion de antidepresivos puede tener un
efecto sobre la composicidon y abundancia de la microbiota (Ait Chait et al., 2020, Luki¢
et al., 2019, Macedo et al.,, 2017). Sin embargo, en este trabajo no encontramos
cambios significativos en la diversidad alfa en los pacientes de MDD antes y después
de la administracion de antidepresivos, indicando que los antidepresivos del tipo SSRI
(citalopram, escitalopram y paroxetina) y SNRI (venlafaxina), que fueron los utilizados
en los pacientes con MDD, no tienen un efecto directo sobre la riqueza de la microbiota
intestinal. La disminucién de la diversidad alfa de la microbiota intestinal debido a la
administracion de antidepresivos es variable y depende del mecanismo de accién de
cada tipo de antidepresivos. Sin embargo, la accion antimicrobiana de cada
antidepresivo no esta del todo clara (Macedo et al., 2017). Incluso existe evidencia de
que la diversidad alfa puede aumentar con el uso de antidepresivos del tipo SSRI
(Liskiewicz et al., 2019). Cabe destacar que no se pudieron medir los cambios en la
diversidad en funcion de cada antidepresivos debido a que la informacion sobre qué

tratamiento recibié cada paciente no fue proporcionada.

A diferencia de la diversidad alfa, si se encontraron diferencias significativas en la
diversidad beta, medida con un NMDS y ANOSIM, entre los pacientes con MDD antes
y después de la administracion de antidepresivos, sugiriendo que los antidepresivos
utilizados pueden conducir a que exista una mayor diferencia entre las comunidades
bacterianas locales. De igual manera, se ha reportado que ciertos antidepresivos del
grupo de los SSRI pueden promover el cambio de la composicion de comunidades (Ye
et al., 2021). Buscando identificar qué taxones bacterianos cambian con la

administracion del tratamiento de antidepresivos en los pacientes con MDD,
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observamos que después de las 8 semanas de tratamiento hay un aumento de la
familia Prevotellaceae y disminucion de Peptostreptococcaceae. Por otra parte, a nivel
de género se observé un aumento de Faecalibacterium, Agathobacter y Pediococcus
asi como una pérdida de Escherichia-Shigella y Dorea. En la literatura se ha reportado
que antidepresivos del grupo SSRI tienen un efecto antimicrobiano, especialmente
contra bacterias Gram positivas (Macedo et al., 2017, Munoz-Bellido et al., 2000). Sin
embargo, este tipo de antidepresivos también puede inhibir el crecimiento de Gram
negativas como el caso de Escherichia coli, especialmente los antidepresivos
escitalopram y citalopram (Ait Chait et al., 2020). Caso contrario de los antidepresivos
SNRI, que han mostrado no tener efectos antimicrobianos, especialmente la
venlafaxina (Ait Chait et al., 2020). Esto nos podria indicar que los cambios en la
composicién de las comunidades bacterianas que observamos fueron promovidas por
los antidepresivos del tipo SSRI administrados. Asi mismo, encontramos que el
aumento de ciertos géneros después del tratamiento se asocian con bacterias con
efectos antiinflamatorios mediante la produccion de AGCC como es el butirato
(Taraskina et al., 2022, Berk et al., 2013, Li et al., 2021). Estos resultados nos pueden
sugerir que la administracion de antidepresivos del tipo SSRI pueden promover la
restauracion de la microbiota intestinal en pacientes con MDD. Al tener un efecto
antimicrobiano, podrian restablecer el equilibrio de la microbiota intestinal y restablecer
la homeostasis intestinal, que conlleva a wuna mejoria en el eje
microbiota-cerebro-intestino (Macedo et al., 2017). Estos resultados se respaldan con
lo obtenido en el trabajo de Ye et al. (2021), en el que encontraron que la
administraciéon de un antidepresivo del tipo SSRI promovidé la restauracion de la
microbiota intestinal tras el aumento de la abundancia de géneros bacterianos con
efectos benéficos y a su vez la mejoria de los sintomas depresivos, de igual manera
Sun et al. (2019) reportaron que los antidepresivos del tipo SSRI pueden promover la

restauracion de la disbiosis inducida por la estimulacion del estrés.
Ademas de identificar la composicion de la microbiota intestinal de los pacientes con

MDD, buscamos vincular los efectos del MDD sobre las comunidades bacterianas en el

intestino de la poblacion estudiada, el cual se realiz6 mediante un analisis LEfSe. Esto
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nos permitid identificar diferencias significativas en la abundancia con una relevancia
bioldgica entre los grupos. Encontramos que Intestinibacter y Eggerthela tuvieron una
mayor abundancia significativa en los pacientes con MDD antes del tratamiento en
comparaciéon a los CS. Este analisis sugiere que Intestinibacter y Eggerthella como
biomarcadores en MDD. Eggerthella se ha asociado con el desarrollo de MDD debido a
su relacion con inflamacion gastrointestinal y el agotamiento del butirato, que es clave
para el mantenimiento de la mucosa intestinal y reduccién de la inflamacion (Nikolova
et al., 2021). Este es uno de los géneros bacterianos que mas se encuentra en estudios
de la microbiota intestinal en personas con depresiones severas (Radjabzadeh et al.,
2022). Borkent et al. (2022) lo habia propuesto como un posible marcador de depresion
y objetivo para el tratamiento, por lo que los resultados en este trabajo sustentan esta
propuesta. Por otro lado, Intestinibacter también se ha relacionado en MDD
(Gonzalez-Mercado et al., 2021, Zhang et al., 2022a), y en problemas en la calidad del
suefio (Zhang et al., 2021). Sin embargo, no se ha encontrado como afecta en el
desarrollo del MDD.

De igual manera, se buscé asociar el efecto de los antidepresivos del grupo SSRI y
SNRI utilizados sobre las comunidades bacterianas de la microbiota intestinal de los
pacientes deprimidos después de 8 semanas de tratamiento. Encontramos una mayor
abundancia significativa de Faecalibacterium, Agathobacter y Butyricicoccus en los
pacientes con tratamiento de antidepresivos en comparacion con los pacientes antes
del tratamiento. Como se menciond anteriormente, Faecalibacterium muestra efectos
benéficos sobre el huésped debido a surelacion con la produccidn de butirato (Ye et al.,
2021), al igual que Butyricicoccus (Zhou et al., 2020). Por otra parte, un aumento de
Agathobacter se ha reportado en casos de remision de depresion geriatrica (Lee et al.,
2021). Estos resultados sugieren, que estos géneros bacterianos pueden funcionar
como biomarcadores de que existe una respuesta eficaz al tratamiento contra MDD
debido a una recuperacion de la microbiota intestinal, asi como una remision de la

enfermedad.
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Por ultimo, se procuré determinar qué procesos metabdlicos estaban siendo aportados
por la microbiota intestinal de pacientes con MDD en comparacion con los CS. No
obstante, no se observaron diferencias significativas en la abundancia de las vias
metabdlicas identificadas entre ambos grupos. En contraste, al analizar las vias
metabolicas en pacientes con MDD antes y después del tratamiento con
antidepresivos, se reveld una disminucién significativa en la abundancia de procesos
de fermentacién y procesos patolégicos para el ser humano en las muestras de
microbiota intestinal después del tratamiento. Esta disminucién podria vincularse a la
reduccién en la abundancia de ciertos géneros bacterianos, como Dorea y Roseburia,
que mostraron una mayor presencia antes del tratamiento. Estos géneros se asocian a
dietas ricas en carbohidratos fermentables, promoviendo el aumento de estos géneros
que son capaces de degradar polisacaridos, oligosacaridos y azucares (Dahl et al.,

2020), y, por ende, aumentando los procesos de fermentacion.

Por otro lado, la disminucion de los procesos patdogenos en pacientes con MDD
después de recibir tratamiento con antidepresivos constituye una respuesta esperada
de acuerdo a los resultados previos, en los cuales, se observé un aumento en la
abundancia relativa de bacterias como Faecalibacterium, Agathobacter y Pediococcus,
asi como una mayor abundancia diferencial significativa de Faecalibacterium,
Agathobacter y Butyricicoccus en los pacientes tras el tratamiento con antidepresivos.
Estas bacterias estimulan la produccion de butirato (Ye et al., 2021; Zhou et al., 2020; Li
et al., 2021), el cual, a su vez, regula la expresion génica con efectos antiinflamatorios y
anticancerigenos (Louis et al., 2010). Ademas, se evidencié una disminucién en la
abundancia de bacterias como Escherichia-Shigella y Eggerthella en estos pacientes
después del tratamiento, las cuales presentan efectos proinflamatorios.
Escherichia-Shigella ha sido asociada con una alta presencia de moléculas
proinflamatorias como IL-6, CXCL2 y NLRP3 (Cattaneo et al., 2017), asi como un
aumento en el riesgo de sindrome de intestino irritable en infecciones recurrentes (Youn
et al., 2016). Por otro lado, Eggerthella contribuye al agotamiento de butirato (Nikolova
et al., 2021). Esto sugiere que la reduccion de bacterias consideradas patégenas, con

efectos proinflamatorios, y el aumento en la abundancia de bacterias beneficiosas
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justifican la disminucion de los procesos patdgenos detectados. Es importante destacar
que los antidepresivos del grupo SSRI desempefian un papel crucial en estos
resultados, ya que han demostrado poseer actividad antimicrobiana, generando un
cambio en las comunidades de la microbiota intestinal. Se ha comprobado que la
administracion de antidepresivos SSRI reduce la abundancia de bacterias patégenas

(Sun et al., 2019), respaldando asi nuestros resultados obtenidos.

8. CONCLUSIONES

Los resultados de esta tesis contribuyen a investigaciones anteriores sobre la estrecha
relacién de la microbiota intestinal en el MDD. Encontramos que existe un aumento en
la abundancia de bacterias proinflamatorias y una disminucion de bacterias
antiinflamatorias en la microbiota intestinal de los pacientes con MDD, asi como una
asociacion de los géneros Eggerthella e Intestinibacter con el MDD, los cuales se
podrian usar como marcadores de este trastorno. Por otra parte, encontramos que los
antidepresivos del grupo SSRI tienen un efecto directo sobre las comunidades
microbianas, debido a que promueven la restauracion de la microbiota intestinal al
impulsar el aumento de bacterias antiinflamatorios como el caso de Faecalibacterium,
Agathobacter y Butyricicoccus, las cuales mantienen una asociacién sobre los
pacientes con MDD después del tratamiento con antidepresivos. Estas bacterias
pueden usarse como géneros importantes para identificar una respuesta eficaz al
tratamiento del MDD. A nivel metabdlico de la microbiota intestinal, detectamos
cambios significativos en la abundancia de las vias metabdlicas identificadas entre los
pacientes con MDD antes y después del tratamiento con antidepresivos,
especificamente al reducir los procesos patolégicos en la microbiota intestinal de los
pacientes después del tratamiento, comprobando una vez mas que el uso de
antidepresivos del grupo SSRI tiene relacion sobre la restauracion de la microbiota
intestinal, al disminuir la abundancia de bacterias potencialmente patdgenas. Al tener
estos resultados con una relevancia biologica y respaldada por la literatura, se planea
el uso de la herramientas el paquete microbiomeMarker como una alternativa rapida y

de facil manejo para la obtencion de analisis de perfiles funcionales.
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Existen limitaciones en este trabajo, como la falta de informacién sobre la alimentacién
de los participantes mas alld de restricciones a vegetarianos/veganos, datos
demograficos como el sexo de los participantes y el antidepresivo que fue utilizado en
cada uno, los cuales son datos importantes para el analisis de resultados. De igual
manera, el tamano de la muestra de este estudio es limitado, por lo que se necesitan
hacer estudios con un tamafio de muestra mas grande. Finalmente, los analisis de la
secuenciacion del gen 16S del ARNr tienen algunas limitaciones en comparacion con
las secuenciaciones metagendmicas para el analisis de perfiles funcionales que

pueden debilitar la validez de los resultados.

9. PERSPECTIVAS

Este trabajo identifica cambios importantes en la composicion y metabolismo de la
microbiota intestinal asociados al MDD. Teniendo esto en cuenta, resulta relevante la
identificacion de posibles biomarcadores que indiquen alteraciones en la microbiota
intestinal asociada al MDD. Para esto, es necesario realizar un estudio experimental de
los resultados obtenidos, se sugiere realizar estudios metagendmicos en poblaciones
mas grandes y mexicanas, debido a que la base de datos utilizada en este trabajo
representan poblaciones chinas, asi como tener una base de datos completa con su
caracterizacion necesaria (sexo, edad y tipo de antidepresivo utilizados) con el objetivo
de identificar si los biomarcadores propuestos en este trabajo realmente se encuentran
en poblaciones mexicanas y con una abundancia diferencial significativa. Por otra
parte, es necesario realizar estudios metabolémicos y fluxomicos para comprobar lo
hipotetizado sobre los cambios en las vias metabdlicas en los pacientes con MDD vy
CS. Todo ésto con el objetivo de seguir generando informacién que nos ayude en el
entendimiento del impacto de la microbiota intestinal en trastornos psiquiatricos como el
MDD.
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