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Resumen

Las lectinas son moléculas ubicuas en los seres vivos con capacidad de
reconocimiento especifico a carbohidratos de membrana. Las lectinas de origen
vegetal tienen la capacidad de provocar efectos celulares en animales como la
modulacién del sistema inmune y la muerte de células cancerigenas. Una fraccion
concentrada en lectinas proveniente del frijol Tépari (TBLF, por sus siglas en inglés)
es capaz de inducir apoptosis en células de cancer de colon e inhibir la
tumorogénesis temprana. Una lectina recombinante de frijol Tépari (rTBL-1, por sus
siglas en inglés) ha mostrado mantener la actividad biologica de las lectinas nativas,
asi como su perfil de baja toxicidad y también los efectos adversos. Los cambios en
el bacterioma provocados por la presencia de la TBLF o la rTBL-1 no han sido
estudiados a profundidad. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
los efectos de la administracion subcronica de la rTBL-1 en dosis de 30 mg/kg de
peso sobre el bacterioma en contenidos col6nicos de rata. Se analizé la
composicién y estructuracion de comunidades bacterianas en tres momentos, al
inicio del estudio (tiempo cero), a la finalizacién de la administracion de la rTBL-1
(28 dias de administracién diaria) y tras un periodo de recuperacion sin tratamiento
(42 dias posteriores al tratamiento). Se obtuvieron muestras de contenido col6nico
de las cuales se extrajo el ADN, se realiz6 la secuenciacion masiva de la region v3
del 16S y esta informacién se analiz6 por métodos bioinformaticos para detectar
hasta nivel de género las comunidades microbianas. Los resultados obtenidos
indican la relacion entre el tratamiento con rTBL-1 y la presencia de géneros
relacionados con mala salud intestinal o proceso inflamatorio. Sin embargo, durante
el periodo de recuperacion incrementaron géneros con efectos benéficos sobre la
salud intestinal Lo anterior sugiere que la rTBL-1 provoca efectos adversos en el
tubo digestivo, sin embargo, dichos efectos son reversibles. Es necesario continuar
con estudios a mayor profundidad para evaluar la seguridad y el impacto potencial

de rTBL-1 en futuros estudios clinicos.

Palabras clave: Bacterioma, efectos adversos, frijol Tépari, lectinas, rTBL-1.
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Abstract

Lectins are ubiquitous molecules in living beings with the capacity for specific
recognition of membrane carbohydrates. Lectins of plant origin have the ability to
cause cellular effects in animals such as modulation of the immune system and the
death of cancer cells. A concentrated lectin fraction from the Tepary bean (TBLF) is
capable of inducing apoptosis in colon cancer cells and inhibiting early
tumorigenesis. A recombinant Tepary bean lectin (rTBL-1) has been shown to
maintain the biological activity of native lectins, as well as its low toxicity profile and
adverse effects. The changes in the bacteriome caused by the presence of TBLF or
rTBL-1 have not been studied in depth. Therefore, the objective of the present work
was to evaluate the effects of subchronic administration of rTBL-1 at doses of 30
mg/kg body weight on the bacteriome in rat colonic contents. The composition and
structuring of bacterial communities were analyzed at three times: at the beginning
of the study (time zero), at the end of rTBL-1 administration (28 days of daily
administration) and after a recovery period without treatment (42 days after
treatment). Colonic content samples were obtained from which DNA was extracted,
massive sequencing of the 16S v3 region was performed and this information was
analyzed by bioinformatic methods to detect microbial communities down to the
genus level. The results obtained indicate the relationship between treatment with
rTBL-1 and the presence of genera related to poor intestinal health or inflammatory
process. However, during the recovery period, genera with beneficial effects on
intestinal health increased. The above suggests that rTBL-1 causes adverse effects
in the digestive tract, however these effects are reversible. Further in-depth studies
are needed to evaluate the safety and potential impact of rTBL-1 in future clinical

studies.

Keywords: Adverse effects, bacterioma, lectins, Tepari bean, rTBL-1.
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l. Introduccién

El papel del microbioma, la comunidad diversa de microorganismos que coexisten
con el cuerpo humano, ha cobrado relevancia. El microbioma participa en regulacion
celular y procesos metabdlicos, su influencia en la patogénesis de diferentes
enfermedades, especialmente en el tracto digestivo, ha sido objeto de estudio. Sin
embargo, la complejidad del microbioma, su variabilidad y su impacto en la salud y
enfermedad presentan desafios en su investigacion (Amon y Sanderson, 2017;
Kumar y col., 2019; Rastogi y Singh, 2022; Watson, 2020).

Estudiar el microbioma, sin embargo, es complejo debido a que es necesario
comprender las funciones de cada una de las distintas comunidades de grupos de
organismos que hay comprendidas en un ecosistema de interés. Es decir, para
poder hablar del microbioma es importante no sélo conocer las funciones un grupo
de organismos, comunmente las bacterias, sino la totalidad de ellos. Es por esto
que al estudiar la funcién de un grupo especifico de microorganismos, en este caso
bacterias, se propone usar el término bacterioma y no hablar de ellos como
microbioma (Berg y col., 2020; Sterny col., 2019). Se recurre al uso de herramientas
bioinformaticas para analizar los datos de secuenciacion y para realizar
predicciones de sucesos en la naturaleza, de acuerdo con el avance tecnolégico
(Gémez-Merino, 2010; Hernandez y col., 2020).

Este estudio explora la relacién entre el bacterioma y una molécula terapéutica con
potencial anticancerigeno, la lectina recombinante de frijol Tépari (rTBL-1, por sus
siglas en inglés), con un enfoque particular en el tejido colonico. El tejido colénico
es un entorno diverso y dinamico, poblado por microorganismos beneficiosos,
neutrales y patdégenos que interactian con las células y regulan procesos
importantes. Ademas, se aborda el uso de modelos de estudio, como la rata
Sprague Dawley, para comprender mejor las interacciones entre el bacterioma y el

cuerpo humano.



La rTBL-1 surge de la necesidad de contar con una lectina biocativa a partir de frijol
Tépari. Nuestro grupo de trabajo ha estudiado una fraccion concentrada en lectinas
de frijol Tépari (TBLF, por sus siglas en inglés), que ha mostrado efecto citotdxico
diferencia sobre células de cancer de colon (Garcia-Gasca y col., 2012). La TBLF
presenta baja toxicidad y buena tolerabilidad en ratas (Ferriz-Martinez y col., 2015;
Pita-Lopez y col. 2020) y es capaz de inducir apoptosis en células de cancer de
colon (Moreno-Celis y col.,, 2020) e inhibir la carcinogénesis temprana in vivo
(Moreno-Celis y col., 2017). Por lo anterior, se desarroll6 la metodologia para la
produccion de una lectina recombinante de friol Tépari en la levadura Pichia pastoris
(Martinez-Alarcén y col. 2020; Palmerin-Carrefio y col., 2021) que ha mostrado
mantener la actividad citotoxica de la TBLF (Dena-Beltrdn y col., 2023) y pefrfil
toxicolégico similar (Océadiz, 2023; Rios Ortiz, 2022, Villicafia Alvarez, 2023).

Por lo anterior, el presente estudio se enfocO en estudiar el efecto de la
administracion subcrénica de la rTBL-1 sobre el bacterioma y su posible
recuperacion tras un periodo sin tratamiento. Lo anterior permitira conocer mas
sobre los posibles efectos adversos de esta molécula y su seguridad para su

potencial uso farmacologico sobre cancer de colon.



Il. Antecedentes

2.1. Microbioma

El cuerpo humano se encuentra en constante convivencia no solo con los elementos
propios sino, ademas, con otros entes bioldgicos que obtienen algun beneficio de él
0 mutuamente. A este tipo de interacciones se les llama simbiosis, las cuales
pueden ser de distintos tipos ya sea beneficiosas, dafiinas o neutrales para alguno
de los participantes en la interaccion (Ahmadijian y Paracer, 1988). El cuerpo
humano es un sistema biolégico abierto al ambiente, por lo que este tipo de
interacciones son comunes Yy, en los ultimos afos, el interés en el campo ha ido
creciendo de una manera importante debido a la evidencia de la participacion, no
s6lo de cohabitar, sino también por llevarse a cabo comunicacion y regulacion
celular entre ellos (Berg y col., 2020; Kumar y col., 2019). Es importante destacar
gue debido a la evidencia de que ejercen ciertas funciones sefalizadoras, a los
microorganismos que se encuentran en el cuerpo se les ha denominado
microbioma, un concepto que es confundido cominmente con microbiota. Se le
llama microbiota a la comunidad y composicion de microorganismos que viven en
un entorno particular, mientras que el microbioma es para referirse a la comunidad
de microorganismos, composicion y ademas a sus funciones en el entorno en el que

se encuentra establecido (Berg y col., 2020; Kumar y col., 2019; Watson, 2020).

En la patogénesis del cancer, el microbioma juega un papel importante tanto en su
desarrollo como en su progresion, particularmente en los tipos de cancer asociado
al tracto digestivo (Bauer y Thiele, 2018; Sen y Oresi¢, 2019). De los tipos de cancer
asociado al tracto digestivo uno de los mas estudiados es el del tejido colénico. Sin
embargo, debido a las limitaciones tecnolégicas actuales, es casi imposible realizar
un estudio de microbioma dado a que se conforma por la interaccion de los distintos
grupos de microrganismos (Figura 1) y se debe hacer una clara diferencia de qué
es lo que especificamente se esta estudiando. El colon es uno de los tejidos mas
grandes en el cuerpo humano y se ha reportado que el ecosistema microbiano no

es uniforme en todo este tejido, incluso la composicion y estructuracion de



comunidades microbianas va cambiando de forma diferencial conforme al tiempo
(Amon y Sanderson, 2017; Berg y col., 2020; Marchesi y Ravel, 2015; Rhodes,
2016; Sebastian Domingo y Sanchez Sanchez, 2017; Silva y col., 2020; Ternes y
col., 2020; Xavier y col., 2020). Debido a las limitaciones expuestas e incluyendo el
costo de las investigaciones, se propone el estudio del bacterioma, es decir,
analizando solo las comunidades bacterianas por medio de deteccion del 16s rARN

(acido ribonucleico ribosomal) (Fricker y col., 2019).

MICROBIOMA

Microbiota

Bam"as Yiiess “El Teatro de

actividades” TR 0 oeeeeoos

Microbioma

Elementos estructurales

& 3 Bacterioma Viroma
microbianos
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—— . Elementos genéticos méviles NG :

| Elementos estructurales Fagos o virus "reliquia”

| internos o externos

Figura 1. Conformacién del microbioma. De manera esquematica se observan
las principales caracteristicas de lo que es el microbioma y todos los elementos que

lo conforman (Berg y col., 2020)

El colon estd compuesto y dividido en cuatro secciones: el colon ascendente,
transversal, descendente y sigmoideo. Este ultimo une al colon con el recto, por lo
que también puede llamarse tejido colorrectal. Este tejido se encuentra recubierto
por el epitelio intestinal el cual estd conformado por enormes columnas llamadas

vellosidades integradas por células secretoras y enterocitos, los cuales poseen



microvellosidades que conforman la mucosa intestinal y, a su vez, se encuentran
zonas con células madre llamadas criptas (A.D.A.M, 2019; Chaudhry SR, Peterson
DC, 2019). Alberga a millones de microorganismos, tanto aquellos microorganismos
benéficos para el cuerpo, que ayudan en el procesamiento o metabolismo de
algunos compuestos de la dieta, asi como microorganismos que actian de manera
neutra ya que no generan ningun beneficio o dafo, pero habitan en él. También hay
microorganismos patdgenos que provocan dafio en el ambiente de este tejido. La
presencia y regulacion de estos microorganismos estd dada por distintos
mecanismos como la dieta, estilo de vida y a nivel celular (Ley y col., 2006; Nguyen
y col., 2015; Valdes y col., 2018).

41\
descendente {i!-‘

Colon

Figura 2. Representacion esquematica del colon. El colén en uno de los tejidos
mas grandes del cuerpo dividido en cuatro partes ademas de que se encuentra
unido al recto, todo el tejido coldnico se encuentra estructurado por las vellosidades



gue contienen distintos tipos de células para ayudar en la homeostasis de ese
entorno (A.D.A.M, 2019)

Este epitelio tiene la capacidad de regenerarse rapidamente ya que es una barrera
de proteccion importante del cuerpo (A.D.A.M., 2019; Barker y col., 2009; Berg y
col., 2020; Chaudhry y Peterson, 2019; Ganz, 2000; La Vecchia y Sebastian, 2019;
Sebio y col., 2014; Watson, 2020; Xavier y col., 2020). En el tejido col6nico los
organismos mas comunes de encontrar asociados a salud son principalmente
aguellos pertenecientes a los Firmicutes como Lactobacillus, Lactococcus,
Eubacterium, Faecalibacterium, Clostridium, Roseburia, asi como algunas
Actinobacteria principalmente Bifidobacterium o Akkermansia de las Verrumicrobia.
Por el contrario, algunos géneros y especies que se encuentran asociados
especificamente al cancer colorrectal son Fusobacterium nucleatum, Bacteroides

fragilis, Streptococcus gallolyticus asi como algunos Enterococcus (Watson, 2020).
2.2 Modelos de estudio del microbioma

El interés por saber qué papel juegan los microorganismos con el ser humano ha
existido desde mucho tiempo atras, sin embargo, con la posibilidad de la
secuenciacion se ha comenzado a entender que los microorganismos comparten
una relacion muy estrecha con el individuo hasta el punto de regular procesos e
incluso comportamientos en otros organismos, por lo que su estudio ha cobrado una
gran relevancia (Chowdhury y Fong, 2020). Existen a la fecha muchos
acercamientos para el estudio de las relaciones del microbioma con el cuerpo
humano, uno de ellos es el modelaje tanto informatico como matematico. Por medio
de este acercamiento se tiene cada vez mas evidencia de como el microbioma
puede modular determinados estados celulares en el tejido colorrectal entre ellos
propiciar estadios metabdlicos idoneos para el desarrollo de la carcinogénesis (Lee
y col., 2017), la iniciacién del cancer (Paterson y col., 2020) y de sefalizacion
predichos (Bucci y Xavier, 2014; Kinross y col., 2017; Ternes y col., 2020), entre

otros procesos.



Debido a las muchas ventajas que este tipo de estudios presentan es que cada vez
mas se opta por ellos, como el uso de informacién ya generada en el laboratorio
pero que no ha sido procesada (Reeve, 2013) o la generacion de nuevas hipotesis
o comprobacién de ellas sin experimentacion (Janes y Lauffenburger, 2013). Los
acercamientos informaticos han ganado mayor importancia debido a su practicidad
a la hora de analizar y generar hipotesis con datos, ademas de representar una
ventaja econdmica en la clinica y experimentacion por su caracteristica predictiva
(Gébmez-Merino, 2010; Wang y Liotta, 2011). Entre las herramientas mas utilizadas

para estudiar el microbioma se encuentran:

a) Curvas de rarefaccion. Las curvas de rarefaccién son una herramienta de control
de calidad que permite determinar si el tamafio de la muestra es adecuado para
capturar toda la diversidad bacteriana, o al menos la mayor parte de ella (Gotelli y
Colwell, 2001). En el analisis de secuenciacién es comln observar que estas curvas
se aproximan a una asintota. Cuando esto ocurre, indica que el tamafio de la
muestra es suficiente para detectar una gran cantidad de diversidad, al menos en
términos de diversidad de especies. Es importante tener en cuenta que la
rarefaccién suele asociarse mas con la riqueza de especies, es decir, cuantas
especies diferentes podemos detectar. No obstante, no proporciona informacion
sobre la abundancia de estas especies. Para evaluar si las comunidades
bacterianas se comportan de manera similar o diferente entre grupos, se comparan
las curvas de rarefaccion. Cuando dos curvas se superponen, esto sugiere similitud

en cuanto a la riqueza de especies (Hernandez y col., 2020)

b) Alfa diversidad. Se utiliza para comparar la riqueza de especies entre las
muestras y evaluar cuan similares o diferentes son en términos de riqueza
observada. Se emplea el indice de Simpson para determinar si existe dominancia
por una 0 mas especies. Este indice varia de 0 a 1, siendo valores mas bajos
cercanos a 0 indicativos de una maxima diversidad, donde todas las especies tienen
una abundancia similar en la muestra. Valores cercanos a 1 indican que una o pocas

especies dominan, es decir, hay poca abundancia de otras especies. Es importante



recordar que el indice de Simpson se enfoca en la dominancia, no en la riqueza
(Simpson, 1949; Thukral, 2017).

El indice de Pielou, que también varia de 0 a 1, se utiliza para evaluar la abundancia
entre todas las especies de una comunidad. Un valor cercano a 1 sugiere una
distribucion uniforme de secuencias entre los diferentes taxones. Un valor cercano
a 0 indica una distribucion desequilibrada, donde una o pocas especies dominan en
la comunidad y las demas tienen baja abundancia (Pielou, 1966; Thukral, 2017).
Estas métricas permiten comprender la diversidad alfa, es decir, las diferencias
entre comunidades. Para visualizar mejor las similitudes y diferencias entre los
grupos, se recurre a un analisis de componentes principales (PCA). Este analisis
reduce la dimensionalidad de las variables en las muestras a dos dimensiones, lo
que facilita la deteccion de patrones en los datos complejos. Al considerar estas
mediciones es posible interpretar mejor el comportamiento de las diferentes

comunidades analizadas (Borcard y col., 2018).

c) Mapas de calor. EI mapa de calor compara individuo con individuo, es decir, mide
gué tan diferente es la comunidad de un individuo en comparacion con otro. Esta
medicion se logra mediante la medida de Bray-Curtis, que indica la similitud en
términos de presencia y abundancia de diferentes especies. El valor de esta medida
varia entre 0 y 1, donde un valor mas cercano a 1 indica que la composicién de
especies entre esos dos individuos es completamente diferente (Borcard y col.,
2018; Bray & Curtis, 1957).

2.4Rata Sprague Dawley como modelo de estudio

Sprague Dawley es una raza exogamica de rata albina usada de manera extensiva
en la investigacion médica debido a su docilidad y facil manejo en el laboratorio.
Fueron generadas en los aflos 20 por Robert S. Dawley al cruzar una rata Wistar y
una silvestre, ademas de que fueron mejoradas posteriormente para ser una raza

mas estable (Brower y col., 2015). El microbioma en roedores, principalmente ratas



y ratones, esta compuesto por una comunidad diversa de microorganismos que
colonizan principalmente el tracto gastrointestinal. Dentro de estos grupos de
microorganismos se encuentran los Firmicutes, que componen aproximadamente el
50-70% del total de bacterias, principalmente en el intestino. Los Bacteroidetes
conforman alrededor del 10-30%, las Proteobacterias representan entre el 5-15% y
finalmente, las Actinobacterias constituyen aproximadamente el 1-5% de la
comunidad y composicion bacteriana. Muchos de estos porcentajes dependen del
estilo de vida, la cepa, asi como la alimentacion y el esquema de experimentacion
(Clavel y Haller, 2007; Lamendellay col., 2011; Ley y col., 2006; Wang y col., 2014).

Se ha observado que al igual que en los humanos, las ratas desarrollan su
microbiota intestinal durante y después del nacimiento. Durante este periodo, se ha
notado que los neonatos estan mas expuestos a Escherichia coli, asi como a los
géneros Lactobacillus y Streptococcus. Esto se debe a que su entorno de
nacimiento suele estar rodeado de materia fecal. Después del destete, las bacterias
anaerdbicas Bacteroidaceae y las anaerdbicas facultativas Lactobacilli tienden a
dominar (Coklo y col., 2020; Yajima y col., 2001). Se ha informado que la microbiota
intestinal de las ratas experimenta una clara diversificacién a medida que maduran.
El primer punto de cambio ocurre alrededor de los 21-22 dias después del
nacimiento, y el segundo pico de cambio se produce entre los dias 24 y 27 debido
a la maduracion inmunolégica del intestino. Después de estas etapas, la
composicién y estructura de las comunidades bacterianas se ven fuertemente
influenciadas por la dieta y los factores ambientales (Coklo y col., 2020; Inoue y
Ushida, 2003).

2.5Lectina recombinante rTBL-1 del frijol Tépari

Las lectinas son moléculas de origen vegetal no inmunogénicas que tienen la
capacidad de unirse a carbohidratos de manera especifica y reversible (Sharon,
2004). Presentan interaccién con los glicanos de las superficies de células sanas y

tumorales de forma diferencial, promoviendo muchas veces la inhibicion de la



division celular, apoptosis asi como una capacidad de modular el sistema inmune
(Fujita y col., 2004; Mazalovska y Kouokam, 2020; Sharon, 2004). Las lectinas de
origen vegetal han mostrado gran potencial en tratamiento contra el cancer, sin
embargo, al ser moléculas de defensa de las plantas contra depredadores o
fitopatdgenos se comportan como factores antinutricionales ya que tienen la
capacidad de unirse a la mucosa del tubo digestivo provocando problemas en la
absorcién de nutrientes de la dieta, mientras que otras pueden presentar efectos
toxicos mas severos que pueden conducir a los individuos incluso a la muerte
(Mazalovska y Kouokam, 2020; Sharon, 2004).

Las lectinas de las leguminosas han propiciado un gran interés al ser importantes
componentes proteicos (Micucci y Camps, 1987) y conforman parte de la dieta de
las personas, sin embargo, han mostrado ser componentes toxicos de importancia
en la salud nutricional. La ricina se encuentra entre las primeras lectinas
descubiertas, fue identificada en la semilla de higuerilla, Ricinus communis y tiene
propiedades citotoxicas ya que puede internalizarse al citoplasma e interferir con la
sintesis de proteinas, por lo que es considerada como una de la toxinas mas
potentes y debe vigilarse incluso en entornos de su uso en actividades bioterroristas
(Moshiri y col., 2016; Sandvig y van Deurs, 2002).

Las lectinas son capaces de interactuar con comunidades bacterianas e inducir
distintas respuestas inmunolégicas, particularmente sobre células inmunes de
origen mieloide favoreciendo la diferenciaciébn y activacion. Aunque esto en
humanos aun falta ser comprobado debido a la complejidad que representa, se ha
encontrado una respuesta similar a la observada en modelos de estudios. Las
lectinas (eddégenas o0 exbégenas) son capaces de interaccionar con los
microorganismos del tracto digestivo y células del sistema inmune del huésped,
provocando diferentes efectos y afectando a las comunidades bacterianas (Cohen
y col., 2022; Pusztai, 1993).
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Nuestro grupo de trabajo ha estudiado a lectinas proveniente del frijol Tépari,
Phaseolus acutifolius A. Gray, que exhiben propiedades citotéxicas de manera
selectiva contra células cancerigenas de colon, lo cual la proyecta como
herramienta anticancerigena (Garcia-Gasca y col., 2012) y, ademés, han mostrado
baja toxicidad en estudios in vivo (Ferriz-Martinez y col., 2015). Garcia-Gascay col.
(2012) reportaron el efecto diferencial de una fraccion concentrada de lectinas
(TBLF, por sus siglas en inglés) que mas tarde Torres-Arteaga y col. (2016)
caracterizaron como la mezcla de dos glicoproteinas mayoritarias (TBL-1 y TBL-2)
con diferente efecto citotoxico contra de células de cancer humano. Pita-Lopez y
Col (2020) report6 con la TBLF efectos reversibles en el colén de ratas lo cual
apunta hacia la seguridad de la molécula ante individuos sanos y no sélo el potencial
anticancerigeno hacia este tipo celular. Ademas, mostraron un cambio significativo
de la composicion microbiolégica general en ratas tras dos semanas de tratamiento
con la TBLF.

Moreno-Celis y col. (2020), mostraron que la TBLF es capaz de inducir apoptosis
por la via de las caspasas en diferentes lineas celulares de cancer de colon humano,
asi como inducir el arresto del ciclo celular en Go-Gi. El efecto apoptotico esta
relacionado también con la fosforilacion de p53 en la serina 46. Ademas, fue posible
determinar el efecto anticancerigeno de la TBLF en ratas Sprague Dawley a las que
les indujeron lesiones cancerigenas en colon, encontrando que la TBLF es capaz
de inhibir la carcinogénesis temprana (Moreno -Celis y col., 2017). Lo anterior da
cuenta de que lectinas de frijol Tépari presentan potencial como agentes
terapéuticos contra cancer de colon. Sin embargo, la obtenciéon de la TBLF presenta
varios inconvenientes ya que depende de su purificacién a partir del frijol Tépari, es
costosa, produce muy bajos rendimientos y consume mucho tiempo para obtenerse,

ademas de que la TBLF es una fraccion impura de las lectinas citotoxicas.

Con estos precedentes y para contar con un sistema estandarizado de produccion,
Martinez-Alarcén y col. (2020) lograron la expresion y producciéon de una lectina

recombinante (TBL-1) de frijol Tépari mediante un sistema heterdlogo empleando a
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Pichia pastoris. La rTBL-1 mantiene los efectos citotéxicos observados para la
TBLF, en donde se encontrd que la concentracion letal media (LCso) sobre células
humanas de cancer de colon HT-29 fue de 56 pg/mL, similar al de la TBLF (LCso=
55 pg/mL) (Palmerin-Carrefio y col., 2021). Parte del mecanismo de accién
propuesto hasta el momento es que la rTBL-1 induce apoptosis sobre las células de
cancer de colon a través de la via de sefalizacion de las MAP cinasas (Dena-Beltran
y col., 2023).

Considerando lo anterior, se han realizado estudios in vivo para evaluar el perfil
toxicolégico de la rTBL-1, tanto de toxicidad oral aguda como de toxicidad
subcroénica en rata y raton por via intragastrica. En estos estudios se han encontrado
resultados similares a los observados para la TBLF, en donde los efectos
toxicoldgicos son de bajo nivel, con buena tolerabilidad. Principalmente se observan
efectos adversos en el sistema digestivo dada su naturaleza antinutricia, mismos
que se revierten después de un tiempo de recuperacion sin tratamiento. También
se observo efecto de activacion del sistema inmune, tal como lo mostr6 la TBLF.
Por lo anterior, se ha considerado que la proteina puede clasificarse como una
sustancia de categoria 3 con baja toxicidad (Ocadiz, 2023; Rios Ortiz, 2022,

Villicafia Alvarez, 2023).
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3. Justificacion

Estudios previos han mostrado que la fraccion concentrada en lectinas (TBLF) de
frijol Tépari es capaz de provocar la induccion de apoptosis en cancer de colon
guimicamente inducido. Los estudios también han mostrado cambios en la
composicion de las comunidades bacterianas en el colon de ratas. Actualmente se
ha estandarizado la metodologia para obtener una lectina recombinante
biolégicamente activa (rTBL-1) con la cual se estan realizando diversos ensayos
para obtener evidencia preclinica y valorar su desarrollo como un candidato

terapéutico.

La rTBL-1 ha mostrado mantener las propiedades biolégicas de las lectinas nativas
de frijol Tépari sobre células de cancer de colon in vitro y en estudios in vivo, por lo
que ha sido necesario confirmar sus efectos preclinicos en animales de
experimentacién. Dentro de los efectos importantes se encuentran aquellos que
estén relacionados con cambios en el bacterioma, por lo que el presente trabajo se
enfocd en determinar los cambios de la composicién y estructuracion de las
comunidades bacterianas en ratas macho Sprague Dawley bajo un tratamiento
toxicolégico subcrénico con rTBL-1 y un periodo posterior sin tratamiento. Lo
anterior permitira saber si la rTBL-1 presenta efectos adversos a nivel del

bacterioma y si éstos son reversibles.
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4. Hipotesis

La lectina recombinante del frijol Tépari, Phaseolus acutifolius, induce cambios en
la composicion y abundancia de las comunidades bacterianas colonicas en ratas

macho Sprague Dawley (Rattus norvegicus domestica) sometidas a un tratamiento

subcroénico.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Evaluar el cambio en la composicion y abundancia de las comunidades bacterianas
colénicas en ratas macho Sprague Dawley bajo un tratamiento toxicolégico
subcrénico con lectina recombinante de frijol Tépari y posterior a un periodo de

recuperacion.
5.2 Objetivos especificos

1. Someter a ratas ratas macho Sprague Dawley a un tratamiento subcronico
con lectina recombinante de frijol Tépari durante cuatro semanas y posterior
recuperacion durante seis semanas.

2. Obtener muestras contenidos coldnicos a diferentes tiempos y extraer el
ADN.

3. Determinar las especies bacterianas presentes en las muestras mediante
secuenciacion masiva con la ayuda de bases de datos informéaticos.

4. Determinar la diversidad del bacterioma e inferir sus funciones metabdlicas.
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6. Materiales y métodos
6.1 Obtencion de rTBL-1

La rTBL-1 se produjo y purifico de acuerdo a la metodologia de Palmerin-Carrefio y
col (2021), donde se utilizd un biorreactor de 3 L con factores controlados de pH,
niveles de oxigeno, temperatura y agitacion constante. Se obtuvo el medio de cultivo
liquido donde se crecié a Pichia pastoris el cual se sometio a centrifugacion de 4000
rom por 20 min a 4°C. El sobrenadante se recupero y se filtré para su purificacion
en columnas con gel Sephadex con afinidad a niquel con una bomba peristaltica
bidireccional. Tras este paso, las columnas fueron lavadas con imidazol a 200mM
para la recuperacion de la rTBL-1 que se sometid a un proceso de dialisis por
osmosis con agua destilada para la eliminacion de las sales y tener una
conductividad menor a 50 uS/cm. La muestra fue finalmente liofilizada y congelada

a -80 °C para su uso.
6.2 Estudio subcrénico

El presente protocolo siguid las recomendaciones de la reglamentacion interna del
bioterio de la FCN-UAQ (Garcia-Gasca y Andrade-Portillo, 2021), Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) y la guia 407 de la OCDE para pruebas de
toxicidad subcrénica (OCDE, 2008). El protocolo contd con la aprobacion de Comité
de Bioética (54FCN2021 y 75FCN2023) de la Facultad de Ciencias Naturales de la

Universidad Autbnoma de Querétaro con numero de registro 13251y 14133.

Se utilizaron un total de 30 ratas Sprague Dawley macho de cinco semanas de edad
que fueron adquiridas del bioterio del Instituto de Neurobiologia, Campus Juriquilla-
UNAM. Atendiendo las recomendaciones de las buenas practicas de
experimentacion animal y los principios de las tres erres (reemplazo, refinamiento y
reduccion) se realizé el presente estudio a la par de un estudio de toxicidad oral
subcronica de la rTBL-1 en ratas Sprague Dawley en conjunto con Rios Ortiz (2022).
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Los animales fueron colocados en cajas individuales con agua y alimento ad libitum
(Nutricubos® Agribrands Purina México, S.A. de C.V.). Las lectinas del alimento
fueron inactivadas mediante tratamiento térmico en autoclave a 105 °C por 15 min
y 6 psi y secado en horno con flujo de aire (Shel Lab) a 60 °C por 24 h. El
experimento se llevo a cabo en el bioterio de la FCN-UAQ a una temperatura de
22+2 °C, humedad relativa de 45 a 60%, ciclos de 12 h luz y 12 h oscuridad. Los
animales se mantuvieron por una semana de aclimatacion antes de comenzar los
experimentos. Se registré el peso corporal de cada animal cada tercer dia asi como
el consumo de agua y alimento semanal. Los animales se mantuvieron en
observacion constante para detectar si se presentaban signos o sintomas de
toxicidad (Rios Ortiz, 2022). La recoleccion de muestras se llevo a cabo de acuerdo

al esquema mostrado en la Figura 3.

Periodo de Periodo de Periodo de
Grupos oA . P
adaptacion tratamiento recuperacion
ﬁd{‘ Simbologia
Control Ty (n=6) ﬂ‘ g
‘ Contenido coldnico

Vehiculo (n=6)
Lr (30 mg/kg, n=6)
Vehiculo (n=6)
Lr (30 mg/kg, n=6)
>

Tiempo
Dias -7 0 +2 +70
Semanas -1 0 +2 +4 +6 +8 +10 |

Figura 3 Esquema de recoleccion de muestras. La recoleccién de muestras de
los individuos se realiz6 de acuerdo al esquema dénde se observa un cuadrado azul
indicando los dias que se hizo recoleccion de heces, mientras que la estrella verde
indica el dia que se hizo recoleccion de contenido colonico marcando a su vez dias
de sacrificio de roedores. Los sacrificios se hicieron en los roedores a la finalizacion

del periodo de adaptacion, periodo de tratamiento y periodo de recuperacion.
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Seis ratas fueron sacrificadas al inicio del experimento para obtener contenido
colonico, 12 fueron administradas diariamente con canula intragastrica con solucion
salina y 12 con 30 mg/kg de peso de rTBL-1 en soluciéon salina. A las cuatro
semanas se realiz0 la matanza de seis animales por grupo y se tomaron muestras
de contenido coldnico. Posteriormente seis animales control y seis tratados con la
rTBL-1 continuaron la fase de recuperacion de seis semanas sin tratamiento y al
momento de la matanza también se tomaron muestras de contenido colonico. Las
muestras se recolectaron en tubos falcén de 15 mL y se refrigeraron a -20°C y

posteriormente a -80 °C para la posterior extraccion de ADN.

Los residuos biolégico-infecciosos fueron manejados, desechados y resguardados
hasta su destruccion segun la “Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSAL1-
2002, "Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-

infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo”.
6.3 Extraccién de ADN y secuenciacion masiva.

La extraccién de ADN se realiz6 con el kit comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep
Kit® para 106 muestras tras la finalizacién del experimento. El ADN extraido se
cuantifico por nanodrop (Thermofisher®) a una densidad éptica de 260/280 y
260/230. Las muestras se mantuvieron en congelamiento a -4°C. Las muestras se
enviaron en un contenedor térmico con hielo seco al Centro de investigacién de
alimentos y desarrollo (CIAD) unidad Mazatlan donde se recibieron y procesaron

para su posterior secuenciacion.

Cada una de las muestras se sometié a PCR para amplificar la region V3 del 16S
ribosomal bacteriano. Tras la PCR se verificd la amplificacion del producto el cual
se esperaba entre 100 a 200 pares de bases. Después de verificar que cada uno de
los productos haya amplificado la region V3, se sometieron a una nueva
amplificacion para afiadir una secuencia indice. Estas secuencias indices de

pequefio tamafo conocido permiten distinguir a las muestras ya que al secuenciar
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se agregan todas las secuencias en un solo pool, por lo que el proceso de indexado

es esencial para no perder de vista las muestras.

Al terminar el indexado de las muestras se realizd una cuantificacion y
normalizacion, esto basicamente depende del tamafo del producto a analizar, pero
se busca que se tenga una concentracion de ADN total de 2.0 a 2.3 nM entre todas
las muestras a cargar en la secuenciadora. La libreria para secuenciacion se carga
con un méximo de 500 pL. El tiempo de secuenciacion final fue de aproximadamente
17 h por corrida de acuerdo con lllumina 16S Metagenomic Sequencing Library

Preparation Protocol.

Las secuencias obtenidas se trabajaron con el lenguaje de programacion R (R core
Team, 2022) y su interfaz Rstudio (Posit Team, 2022) con distintos paquetes para
analisis de microbioma. Para el comienzo del andlisis de recurrio al uso de DADA2
(Callahan y col., 2016). El uso de DADAZ2 se justifica debido a que, a diferencia de
otros algoritmos, esta toma en consideracion también los errores que puedan ocurrir
en la secuenciacion de amplicones de modo que se pueda inferir de mejor manera
la composicidn de la muestra. Ademas, este paquete no se guia por los métodos de
OTUS, lo que ha demostrado tener mayor sensibilidad y especificidad que los
métodos basados en ellos (Callahan y col., 2016; Posit Team, 2022).

Para procesar las muestras se colocaron los archivos FASTq en una direccién de
facil acceso. En este caso se separaron las muestras en carpetas de acuerdo con
el tiempo para realizar un andlisis por grupos. Se debe verificar cuidadosamente
gue se encuentren todos los archivos necesarios a analizar, los que se requieren
son las secuencias sentido como anti sentido, la nomenclatura general en archivos
de secuenciacion es en el nombre del archivo la presencia de un R1 para indicar la
secuencia sentido y un R2 para las anti sentido. Esta nomenclatura se aprovecha

para generar objetos de andlisis en R.
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Se verificaron los perfiles de calidad de las secuencias de las muestras lo que
permitié determinar parametros de importancia para continuar con el andlisis. Es de
utilidad notar que las secuencias anti-sentido suelen tener peor calidad que las
secuencias sentido. Tomando en cuenta los perfiles de calidad se procedi6 a
realizar el filtrado de las muestras y recorte (Anexo 1). Para llevar a cabo este paso
se considero el puntaje de calidad de los perfiles, debido a que este era bastante
alto (QS=40) se decidi6é tomar el tamafio completo de las secuencias para evitar
perdida de informacién a la hora de perfilar las comunidades microbianas, aunque
posteriormente se habia realizado el analisis considerando el QS=30 al
considerarse con un QS=40 se encontré mayor informacion a la hora de determinar

las variantes de amplicones secuenciadas (ASV, por sus siglas en inglés) presentes.

Las secuencias filtradas pasan un segundo paso de filtro y recorte. En estas
secuencias, debido al alto valor de QS=40, se optd por no hacer recortes con un
truncLen= (0,0), pero con una tasa de errores esperados maxEE=2, donde se
espera se seleccionen las secuencias que mantengan al menos un error cada 100
pares de bases, truncQ=2 para ser consistente con el maxEE. rm.phix= TRUE para

desechar todas las secuencias que se parezcan a las de fagos.

Tras el filtrado de secuencias y observar el nUmero totales de secuencias que
pasaron el filtro se procedié a conocer la tasa de errores que el algoritmo puede
detectar esto permitié determinar qué tan viables las secuencias fueron asi como
qué tipo de errores se encontraron mas. Tras conocer las tasas de errores se
procedio con una dereplicacion, este paso permite al algoritmo combinar secuencias
totalmente idénticas en una sola manteniendo aun asi la abundancia de esa

secuencia Unica.

Tras el preparado previo de las secuencias se utilizé dada2, el cual realizé el ajuste
final de las secuencias removiendo errores de secuenciacion y mantuvo solo
aguellas que se consideran secuencias Unicas sin perder la abundancia. Tras

obtener las secuencias tratadas con dada2, se sobrelaparon las secuencias con sus
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respectivos sentido-antisentido. Estos dos pasos permiten crear una tabla ASV que
es preferida sobre el uso de OTU. Tras crear la tabla ASV, se procedio a la remocion
de quimeras de ADN que se pudieron haber creado tras el paso de sobrelape. Esto
da como resultado el tratamiento final de todas las secuencias. En secuenciacion
es esperado que un gran porcentaje de secuencias pasen todos los filtros para
determinar si fue una buena o mala corrida, por lo que se cre6 un objeto donde se

pudo observar el nimero de secuencias que pasaron los filtros.

Para la utilizacion de dada se usaron los objetos obtenidos (secuencias) de la
dereplicacion y la tasa de errores. En el objeto de sobrelape se usa tanto los objetos
de dada como los dereplicacion, esto permite crear un objeto ASV mas especifico
para tener verdaderas secuencias, tras este paso se hizo la remocion de quimeras
de ADN, es importante hacer notar en el programa o método si estas secuencias
fueron de pooles o no. Finalmente se crea una tabla donde se observan el nUmero
de secuencias que pasaron cada uno de los filtros. En una 6ptima secuenciacién se
espera que la mayoria de las secuencias “input” lleguen hasta el ultimo paso de

filtrado “nonchim”.
6.4 Asignacion taxonémica

La asignacion taxondmica se realiz6 mediante el entrenador Silva 138.1 (McLaren
y Callahan, 2021) mediante la extension del paquete dada2 para realizar estos
procesos. Aunque el entrenador puede llegar a asignar especies, el nUmero de
especies que se pueden detectar sigue siendo muy limitado por lo que se optd
trabajar hasta nivel de género. Los entrenadores son sets de secuencias utilizados
en la perfilacién taxondmica, estos permiten al algoritmo dada?2 el cual por medio de
clasificacion bayesiana ingenua realiza la asignacion a cada secuencia que tenga

un parecido de 95% o mas con la secuencia del entrenador.

Para observar de manera gréfica los perfiles taxonémicos de las secuencias, se

utilizo el paquete Phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013) y ggplot2 (Wickham, 2016).
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La creacidn del objeto Phyloseq es importante ya que este se utilizé para analisis
posteriores. Se crea el objeto Phyloseq a partir de la tabla de ASV generada con
dada2. El objeto Phyloseq es un comodin para muchos de los programas de R que
se utilizan (Wickham, 2016). A partir del objeto Phyloseq creado se realiz6 una
gréfica para observar los géneros mas comunes por muestra para observar los de

mayor abundancia.
6.5 Comparaciones entre grupos midiendo alfa diversidad.

Para el proceso de comparaciones entre grupos se us6 la paqueteria de Microbiota
Process (Xu y col., 2023) que permite analizar de manera compacta y eficaz los
datos de secuenciacion. Se realizé primeramente curvas con el método de
rarefaccion de abundancia. Los objetos Phyloseq previamente creados se utilizan y
se hace una union de aquellos que se vayan a analizar y de acuerdo con la condicion
de que es de interés. El paquete permite convertir los archivos.rds u objetos
Phyloseq en un objeto mpse que es el que utiliza todo el paquete. la funcién
mp_rrarefy realiza la rarefaccidén en las muestras creando un ajuste al tamafio de
las muestras para permitir una comparacion precisa de la diversidad. Para graficar

las curvas ademas de las funciones de MicrobiotaProcess se usan las de ggplot2.

Se midié la alfa diversidad de las muestras en distintos tiempos utilizando
adicionalmente el paquete gghalves (Tiedemann, 2022) para tener una buena
visualizacion de los graficos. Los indices que se utilizaron para la medicién de la
alfa diversidad fueron la abundancia de rarefaccién observada, el indice de Shannon
para medir la riqueza y equidad de especies en una comunidad (Shannon, 1948), el
indice de Simpson para evaluar la dominancia de especies (Simpson, 1949) y el
indice de Pielou para medir la uniformidad de la distribucion de especies (Pielou,
1966).

Después se procedio a realizar graficas de abundancia de taxones, esto para

observar qué géneros son los que estaban dando una dominancia o qué tan
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equitativos son de acuerdo con los valores de indice de diversidad previamente
obtenidos. Para ello se utilizaron adicionalmente tres paquetes de R: forcast el cual
proporciona funciones para manipular y visualizar factores (Wickham, 2023),
ggalluvial el cual permite crear graficos de transiciones entre diferentes categorias
(Brunson y Read, 2023) y ggh4x que es una extension para funciones de ggplot2
(van den Brand, 2023). Se seleccion6 el método de clasificacion de taxones por
género ademas de que se especific6 se mostrardn los 20 taxones mas
representativos. Se crearon gréficos diferenciales por agrupacién (Brunson y Read,
2023; van den Brand, 2023)..

Para hacer medidas de beta diversidad se hizo un mapa de calor donde se
comparan las muestras entre ellas mismas para ver qué tan similares o no son. Para
ello se utilizé la medida de similitud de Bray-Curtis que toma en cuenta la
abundancia de las muestras (Bray y Curtis, 1957) y no sélo la presencia o ausencia
como la medida de Jaccard (Jaccard, 1912). A su vez se realiz6 un grafico de
andlisis de componentes principales para observar tanto la alfa como beta

diversidad y qué tanto es explicado y compartido en las muestras por las métricas.

En estos comandos se generan graficos de mapa de calor donde se comparan
muestras con muestras genera un grafico de distancia utilizando el método de
distancia de Bray-Curtis. Se utiliza la variable Tratamiento como la variable de
agrupacion para comparar las distancias entre las muestras. Para el analisis de
componentes principales Este comando genera un gréafico de ordenamiento (PCoA)
utilizando el método de analisis de coordenadas principales (PCoA). Se utiliza la
variable Tratamiento para agrupar las muestras y se asigna el color, tamafio y
transparencia basandose en las variables Tratamiento, Observe y Pielou,

respectivamente.
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7 Resultados y Discusion

Se llevé a cabo el tratamiento subcrénico con 30 mg/kg de peso de la rTBL-1 en
ratas macho Sprague Dawley. Los datos toxicolégicos fueron analizados por Rios
Ortiz (2022), no se encontraron cambios en el peso corporal a lo largo de los 28 dias
de tratamiento ni posteriormente, durante seis semanas de recuperacion sin
tratamiento, tampoco se registraron cambios en el consumo de agua y alimento
respecto al control sin tratamiento. No se observaron efectos toxicolégicos ni
antinutricios aparentes, incluso en la guanacia de peso corporal como los
observados anteriormente con la FCL (Ferriz-Martinez y col., 2015; Garcia-Gasca y
col., 2012; Pita-L6pez y col., 2020). Los sujetos de estudio mostraron signos de
salud adecuada y experimentaron un aumento gradual y consistente de peso tanto

durante la fase de administraciéon como en la fase de recuperacion.
7.1 Extracciéon y secuenciacion de ADN

Se extrajo el ADN de 106 muestras con cuatro repeticiones, obteniendo una
concentracion promedio de 0.062 pg/uL y una relacién promedio de absorbancia
260/280 de 1.854. Estos resultados aseguraron la calidad del material genético
extraido. Se amplificé la region V3 del ARN ribosomal bacteriano (Figura 4). Dentro
de la region 16s del ARN ribosomal la cual contiene nueve regiones variables la
region V3 ha sido determinada en consenso como una de las que mayor informacién
en cuanto a diversidad bacteriana puede detectar, incluso se llega a usar como
codigo de barras genético en métodos de secuenciaciéon modernos (Bukin y col.,
2019).

Todas las muestras presentaron amplificaciones del tamafio esperado entre 100-
200pb tras amplificar la region v3 del 16S en ellas. Posteriormente se verifico la
correcta amplificacién. Se esperaba un tamafio similar al anterior de 100 a 200 pb,

debido a que los indices son pequefios, con solo unas cuantas pares de bases.
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Ademas, se rectificaron aquellas muestras que aparentemente no habian

amplificado la region V3.

A

Figura 4. Verificacion de amplificacion PCR de la region V3. (A) Se verificé por

medio de gel de agarosa la amplificacion de la regién V3 de los productos de PCR
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de las 106 muestras. El producto esperado después de la PCR para la region V3 en
todas las muestras es de 100-200 pb. (B) Una vez observada la amplificacion de la
region V3 en las muestras se continué con la verificacion de la adicion de las
secuencias indices. El producto esperado es similar ya que los indices son solo
unas pequefias bases afadidas por lo cual se esper6 observar bandas entre los 100

a 200 pb nuevamente.

En el Anexo 1 se muestra el nimero de secuencias que se procesaron inicialmente
y las que pasaron por cada uno de los filtros. Se mantuvo un QScore de 40 en todas
las muestras. Ademas, se presenta el porcentaje final de las secuencias que
superaron cada uno de los filtros. Esta métrica proporciona informacioén sobre la

calidad de la secuenciacion.
7.2 Andlisis de las secuencias de contenido coldnico
7.2.1 Andlisis del bacterioma por género de acuerdo a la edad de las ratas.

Las secuencias del bacterioma del contenido col6nico se analizaron de acuerdo a
género. Se comparo el bacterioma de las ratas control al tiempo cero (6 semanas
de edad), después de los 28 dias (10 semanas de edad) y al término de la fase de
recuperacion a los 70 dias (16 semanas de edad). En la Figura 5 se muestra la
frecuencia de los principales géneros bacterianos en las muestras de contenido
colénico al tiempo cero del experimento en ratas de 6 semanas de edad. En las
Figuras 6 y 7 se observan las frecuencias de los géneros bacterianos a los 28 y a
los 70 dias de experimentacion, ratas de 10 y 16 semanas de edad,

respectivamente.
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Prevotella (11.48%)

Baja frecuencia <1.0 (22.02%)

Prevotella_7 (7.55%)

Alloprevotella (6.95%)

Prevote lla_9 (3.02%) —_

- éneros no determinados (23.82%)
Ligilactobacillus (2.42%) —

Lactobacillus (2.11%) —
Bacteroides (2.11%) —

Treponema u.sm}/

|
Streptococcus (1.81%) _Veillonella (1.51%)/

L%]

Mtjnoglohus (1.2
Lincertae sedis (1.21%)

Solobacterium (1.51%)

Figura 5. Frecuencia relativa de los principales géneros bacterianos en ratas
de seis semanas de edad (tiempo cero). Seis ratas Sprague Dawley de seis
semanas de edad fueron sacrificadas y se tom6 muestra del contenido colonico. Se
extrajo el ADN de la region V3, se amplificO y se analizé por métodos

bioinformaticos.

Prevotella (9.17%)

Alloprevotella (4.14%) Baja frecuencia <1.0 (20.49%)

Parabacteroides (3.85%)
Ruminococeus (2.96%)
Prevotella_7 (2.96%)

Phascolarctobacterium (2.96%)

Colidextribacter (237%)
Géneros no determinados (27.84%)
Ligilactobacillus (2.07%)

Incertae Sedis (2.07%)

Bacteroides (2.07%) —

Allobaculum (1.78%) ‘ -
herichia-Shigella (1.48%) ) T collinsella (1.18%)
Treponema (1.18%) Oscillibacter (1.18%)

Figura 6. Frecuencia relativa de los principales géneros bacterianos en ratas
de 10 semanas de edad. Seis ratas Sprague Dawley de 10 semanas de edad del
grupo control del experimento fueron sacrificadas al término de 28 dias y se tomé
muestra del contenido colénico. Se extrajo el ADN de la regién V3, se amplifico y se

analiz6 por métodos bioinformaticos.
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Prevotella (7.47%)

Baja frecuencia <1.0 (22.35%)

Alloprevotella (3.16%) |

Incertae Sedis (2.59%)

Bacteroides (2.3%)

Phascolarctobacterium (1.725%)
Papillibacter (1.44%)

|
cillus (1.44%)|

Ligilactobacillus (1.44%) /

Lactobacillus (1.15%) /

Figura 7. Frecuencia relativa de los principales géneros bacterianos en ratas
de 16 semanas de edad. Seis ratas Sprague Dawley de 16 semanas de edad del
grupo control del experimento fueron sacrificadas al término de 70 dias y se tomé
muestra del contenido colonico. Se extrajo el ADN de la region V3, se amplifico y se

analizé por métodos bioinformaticos.

Al comparar las frecuencias entre los tres grupos de edad (Figura 8), se observan
cambios en diferentes géneros bacterianos, entre ellos: disminucién de la frecuencia
de Alloprevotella, Faecalibacterium, Ligilactobacillus, Parabacteroides, Prevotella,
Solobacterium, Streptococcus, Treponema Yy Veillonella. Solobacterium vy
Veillonella, incluso, no pudieron ser detectados en las muestras de animales de 16
semanas de edad. A su vez, se determind el incremento de los géneros
Colidextribacter, Dorea, Incertae Sedis, Monoglobus, Negativibacillus, Oscillibacter,
Papillibacter y Ruminococcus. En este caso no fueron detectados Dorea y
Papillibacter en las muestras de animales de seis semanas, pero si en muestras de

animales de mayor edad.
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Figura 8. Comparacion de las frecuencias relativas de los principales géneros
bacterianos de acuerdo a la edad. Ratas Sprague Dawley de seis, 10 y 16
semanas de edad fueron sacrificadas al tiempo cero, 28 y 70 dias de
experimentacion. Se tom6 muestra del contenido coldnico, se extrajo el ADN de la

region V3, se amplifico y se analizé por medios bioinformaticos.

El andlisis de muestras segun sus edades (Figura 9) muestra la curva de rarefaccion
para los tres grupos, lo que indica que el tamafio de la muestra es adecuado para
capturar la rigueza posible. Ademas, sugiere que las comunidades de seis y diez
semanas de edad, 28 y 70 dias de experimentacién, respectivamente, son similares,
ya que sus curvas se superponen. Para confirmar esto, se realizaron mediciones de
indices de diversidad y comparativas estadisticas entre los grupos. Ninguno de los
valores de p fue menor a 0.05, lo que indica que los grupos no son significativamente
diferentes.
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Figura 9. Analisis de la diversidad bacteriana por edad. Ratas Sprague Dawley
de seis, 10 y 16 semanas de edad fueron sacrificadas al tiempo cero, 28 y 70 dias
de experimentacion. Se tomo6 muestra del contenido colonico, se extrajo el ADN de
la regién V3, se amplificé y se analizd6 por medios bioinforméticos. A) Curvas de
rarefaccion para los tiempos 00 (ratas de seis semanas de edad), 28 dias de
experimentacion (ratas de 10 semanas de edad) y 70 dias de experimentacion

(ratas de 16 semanas de edad). B) Analisis de coordenadas de dos dimensiones.

Observando los valores de riqueza observada y el indice de Simpson, los grupos de
seis y 10 semanas de edad (28 y 70 dias de experimentacion, respectivamente) son
similares, sin embargo, al comparar con el indice de Pielou se observan algunas
diferencias. Estas diferencias se reflejan graficamente en el analisis de
componentes principales donde se muestran patrones de dos dimensiones que
representan las tres comunidades. La comunidad del grupo 00 (seis semanas de
edad) estd claramente aislada de las otras dos, lo que indica una diferencia
significativa entre esta comunidad y las demas. En cuanto a los grupos de 28 (10
semanas de edad) y 70 dias (16 semanas de edad), comparten ciertos
componentes, pero no lo suficiente como para considerar que son idénticas o muy

similares.
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En resumen, se puede concluir que, de acuerdo con la edad de los individuos, las
comunidades bacterianas presentan diferencias significativas. A medida que los
individuos son mas jovenes, su composicion microbioldgica tiende a diferir
considerablemente de la de los individuos maduros. Es posible observar que la
diversidad bacteriana de animales de seis semanas de edad es completamente
distinta a la de animales de 10 y 16 semanas de edad. Sin embargo, también es
posible identificar que la diversidad bacteriana de animales de 10 y 16 semanas se
encuentra agrupados por separado, lo que sugiere cambios significativos.

7.2.2 Analisis del bacterioma por género después del tratamiento con rTBL-1

por 28 dias.

El andlisis de los contenidos coldnicos entra las ratas control y las tratadas con rTBL-
1 por 28 dias mostr6 cambios en la frecuencia de distintos géneros. En la Figura 10
se muestra la frecuencia de los principales géneros bacterianos en los contenidos
colénicos de ratas tratadas con 30 mg/kg de peso via intragastrica diariamente. La
Figura 11 muestra la comparacion entre ratas control y ratas tratadas con rTBL-1

por 28 dias, asi como los cambios de acuerdo a los principales géneros detectados.

Prevotella (11.14%)

Baja frecuencia <1.0 (21.6%)

Monoglobus (2.71%)
Bacteroides (2.41%)
Treponema (2.11%)

Incertae Sedis (2.11%) Géneros no determinados (30.07%)

Oscillibacter (1.81%)

Phascolarctobacterium (1.51%)

Ligilactobacillus (1.2%)
Lactobacillus (1.2%)
Faecalibacterium (1.2%)

Figura 10 Frecuencia relativa de los principales géneros bacterianos en ratas
tratadas con rTBL-1 por 28 dias. Seis ratas Sprague Dawley fueron tratadas con
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30 mg/kg de peso diariamente con rTBL-1 por 28 dias, posteriormente fueron
sacrificadas y se tomd muestra del contenido coldnico. Se extrajo el ADN de la

region V3, se amplificd y se analizo por medios bioinforméaticos.

Se observo disminuciéon (de mayor a menor) en Subdoligranulum, Blautia,
Escherichia-Shigella, Lactobacillus, Phascolarctobacterium vy Ligilactobacillus
principalmente. Por su parte, los géneros que mas incrementaron fueron

Treponema, Colidextribacter, Oscillibacter, Ruminococcus y Faecalibacterium. Sin

embargo, Prevotella prevalecié como el género mas abundante.
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Faecalibacterium
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Ligilactobacillus
Monoglobus
Negativibacillus
Oscillibacter
Parabacteroides
Phascolarctobacterium
Prevotella
Prevotella_7
Ruminococcus
Subdoligranulum
Treponema

Figura 11. Comparacion de las frecuencias relativas de los principales
géneros bacterianos en ratas tratadas con rTBL-1 por 28 dias. Ratas Sprague
Dawley fueron tratadas con 30 mg/kg de peso diariamente con rTBL-1 por 28 dias,

posteriormente fueron sacrificadas y se tomo muestra del contenido colonico. Se
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extrajo el ADN de la region V3, se amplificO y se analizé por medios bioinformaticos.

Se muestran comparados datos respecto al control.

La Figura 12 muestra la curva de rarefaccion, métricas de alfa diversidad y analisis
de coordenadas para animales tratados con rTBL-1 y sus controles. Se observa
sobrelapamiento en las curvas de rarefaccion, lo que sugiere que comparten
parcialmente la composicion de la diversidad bacteriana. Las curvas de rarefaccion
agrupada muestran la asintota lo que indica que el tamafio de la muestra es
adecuado para encontrar toda la rigueza de especies en las muestras. Las métricas
utilizadas mediante los indices de Simpson y Pielou no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre la diversidad de un grupo y el otro. Ademas, el
andlisis de coordenadas de dos dimensiones muestra sobrelapamiento, lo que

indica similitud entre las muestras.
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Figura 12. Analisis de la diversidad bacteriana en ratas tratadas con rTBL-1y
sus controles. Ratas Sprague Dawley fueron tratadas con 30 mg/kg de peso
diariamente con rTBL-1 por 28 dias, posteriormente fueron sacrificadas y se tomo
muestra del contenido colénico. Se extrajo el ADN de la region V3, se amplificd y se

analizé por medios bioinformaticos. Se muestran comparados datos respecto al
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control. A) Curvas de rarefaccién para el tratamiento subcrénico. B) Analisis de

coordenadas de dos dimensiones.

La Figura 13 muestra los mapas de calor que expresan la similitud entre individuos
de los dos grupos experimentales, asi como la agrupacion por géneros bacterianos.
Es importante destacar que, mientras los individuos dentro del grupo control son
muy similares entre si, los individuos dentro del grupo de lectina parecen tener una
mayor disimilitud segun la medida de Bray-Curtis y la escala de colores presentada
en el mapa de calor. Esto se refleja en la observacion de que, en el grupo control,
al comparar los individuos de este grupo entre si, los colores son mas claros. Por lo
tanto, se puede inferir que hay una mayor uniformidad en la composicién
bacterioldgica entre los individuos del grupo control, mientras que los individuos del
grupo de lectina tienen una composicion menos uniforme. Ademas, el dendograma
también agrupa a los individuos con composiciones similares. En la Figura 13B, se
muestra la similitud entre los grupos, donde se observa que entre individuos de los
dos grupos (control y tratamiento) se comparte la diversidad microbiana en general,

sin embargo, las abundancias identificadas muestran cambios relevantes.
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Figura 13. Analisis de mapas de calor para la diversidad bacteriana en ratas
tratadas con rTBL-1y sus controles. Ratas Sprague Dawley fueron tratadas con
30 mg/kg de peso diariamente con rTBL-1 por 28 dias, posteriormente fueron
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sacrificadas y se tomd muestra del contenido colonico. Se extrajo el ADN de la
region V3, se amplificO y se analiz6 por medios bioinformaticos. Se muestran

comparados datos respecto al control.

7.2.3 Analisis del bacterioma por género después del periodo de recuperacion

sin tratamiento con rTBL-1 por seis semanas.

Después del tratamiento por 28 dias con la rTBL-1 se permitié que los animales
permanecieran por seis semanas sin tratamiento para observar si se presentaban
cambios. La Figura 14 muestra las frecuencias de los géneros bacterianos en los
contenidos colénicos de ratas que se recuperaron del tratamiento por seis semanas

(70 dias de experimentacion).

La comparacién entre el grupo control y los animales sometidos previamente al
tratamiento con rTBL-1 se muestra en la Figura 15. Los géneros que mayormente
disminuyeron fueron Monoglobus, Colidextribacter, Blautia, Phascolarctobacterium,
Oscillibacter y Negativibacillus. Por su parte, los que mas incrementaron fueron
Prevotella, Streptococcus, Treponema, Alloprevotella, Faecalibacterium,
Lactobacillus y Ligilactobacillus. Los géneros que no fueron detectados en las
muestras de los animales tratados después del periodo de recuperacién fueron
Dorea y Pipillibacter, a su vez se detectaron los géneros Solobacterium y Veillonella

solo en animales tratados previamente con rTBL-1 pero no en los controles.

En la Figura 16 se observa la métrica de alfa diversidad mediante la curva de
rarefaccion y analisis de coordenadas para animales tratados con rTBL-1 y sus
controles y que permanecieron por seis semanas sin tratamiento. Se observa que
ambos casos muestran sobrelapamiento en la agrupacion de sus muestras,
principalmente en el andlisis de coordenadas, lo que sugiere que después del
tratamiento con rTBL-1 se recupera la composicion bacteriana en los animales. Es
importante notar que, aunque el PCA muestra patrones entre las comunidades

compartidos, aquellos pertenecientes al tratamiento parecen mostrar mayor
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dispersiéon comparados a con los controles, esto puede indicar que la composicion
de las comunidades de esas muestras puede ser mas diversa que la del grupo
control que puede estar mas uniforme. La curva de rarefaccién agrupada muestra
la asintota lo que indica que el tamafio de la muestra es adecuado para encontrar
toda la rigueza de especies en las muestras. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre la diversidad de un grupo y el otro.

Prevotella (10.75%)

Baja frecuencia <1.0 (21.6%)

Prevotella_7 (8.06%)

Figura 14. Frecuencia relativa de los principales géneros bacterianos en ratas
tratadas con rTBL-1 por 28 dias y después de un periodo de recuperacion de
seis semanas. Seis ratas Sprague Dawley fueron tratadas con 30 mg/kg de peso
diariamente con rTBL-1 por 28 dias, posteriormente permanecieron sin tratamiento
por seis semanas, fueron sacrificadas y se tomé muestra del contenido colénico. Se

extrajo el ADN de la region V3, se amplific y se analizé por medios bioinformaticos.
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Figura 15. Comparacion de las frecuencias relativas de los principales
géneros bacterianos en ratas tratadas con rTBL-1 por 28 dias y después de un
periodo de recuperacion de seis semanas. Ratas Sprague Dawley fueron
tratadas con 30 mg/kg de peso diariamente con rTBL-1 por 28 dias, posteriormente
permanecieron sin tratamiento por seis semanas, fueron sacrificadas y se tomé
muestra del contenido colonico. Se extrajo el ADN de la region V3, se amplifico y se
analizé por medios bioinformaticos. Se muestra el analisis comparativo respecto al

control.
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Figura 16. Andlisis de la diversidad bacteriana en ratas tratadas con rTBL-1
por 28 dias y después de un periodo de recuperacidon de seis semanas. Ratas
Sprague Dawley fueron tratadas con 30 mg/kg de peso diariamente con rTBL-1 por
28 dias, posteriormente permanecieron sin tratamiento por seis semanas, fueron
sacrificadas y se tomd muestra del contenido coldnico. Se extrajo el ADN de la
region V3, se amplifico y se analiz6 por medios bioinformaticos. Se muestran
comparados datos respecto al control. A) Curvas de rarefacciéon para el periodo de
recuperacion. B) Andlisis de coordenadas de dos dimensiones.

La Figura 17 muestra los mapas de calor que expresan una mayor similitud entre
individuos de los dos grupos experimentales, asi como la agrupacion por géneros
bacterianos. Es posible observar que la similitud es mayor que en el caso de la
comparacion entre el grupo control y el tratado con rTBL-1 al final de la
administracion a los 28 dias. Lo anterior sugiere que la rTBL-1 ejerce un efecto
sobre determinados géneros bacterianos y, al dejar de ser administrada por seis
semanas, los animales recuperan parcialmente la diversidad microbiana respecto a

los animales del grupo control.
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Figura 17. Anélisis de mapas de calor para la diversidad bacteriana en ratas
tratadas con rTBL-1y sus controles y después de un periodo de recuperacion
de seis semanas. Ratas Sprague Dawley fueron tratadas con 30 mg/kg de peso
diariamente con rTBL-1 por 28 dias, posteriormente permanecieron sin tratamiento
por seis semanas, fueron sacrificadas y se tomé muestra del contenido col6énico. Se
extrajo el ADN de la region V3, se amplifico y se analizé por medios bioinformaticos.

Se muestran comparados datos respecto al control.

7.2.4 Comparacion del bacterioma por género entre ratas tratadas con rTBL-1
por 28 dias y ratas que permanecieron en recuperacion sin tratamiento con

rTBL-1 por seis semanas.

Con la finalidad de conocer el efecto del tratamiento por 28 dias con rTBL-1 y el
efecto de la fase de recuperacion por seis semanas, se muestra el analisis
comparativo entre lod dos grupos: ratas tratadas con rTBL-1 por 28 dias y ratas
tratadas con rTBL-1 por 28 dias y seis semanas de recuperacion postratamiento. La
Figura 18 muestra el analisis comparativo de las frecuencias en donde se observan
mayores cambios a la baja para los géneros Colidextribacter, Monoglobus,
Phascolarctobacterium, Oscillibacter y Blautia. Sin embargo, los mayores cambios
se observaron en el incremento de géneros como Solobacterium, Veillonella,

Prevotella sp., Alloprevotella, Subdoligranulum, Ligilactobacillus, Streptococcus y
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Lactobacillus. Los géneros Dorea y Papillibacter no fueron detectados después del

periodo de recuperacion de seis semanas.

Frecuencia (%)
o

.nnhdﬂhh.“h“¢ ‘. .01
@@\\7’

&

2 |‘I
,cInh | |.

Q S \
N o ’b@» &%

' & & Q & & &
W «:‘ e» & " Q,é /b?/ N 60 o°0 KN @ %e & & F Aro & ,\» &
W %\OQ < \\&* '&‘\@ (:v@ \é‘z{& J’é NG w“é\ & & ‘,pq’b éc? Q Q«é <€ Q))é\\ 0\567 ‘}&Q 6’\\ <@
¢ e ® & o e
<& @4)
q
B r1i8-128 W rTBL-1Recup
400.0 396.7 396.7
350.0
300.0
2 264.4
3 250.0
€
8 2000
S
g 100 107.6 1233
o o
‘© 100.0 say B2 98.9  100.0
3 50.0
5 soo l I 28.9
0.0 n =
- . - N 2z | [ ] | EE - -
50.0 50 250 25.7 :
o w833 -43.6 61 343 -40.4 29.1
-100.0 718
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

©® NG WN R

23
24

Alistipes
Allobaculum
Alloprevotella
Bacteroides
Blautia
Colidextribacter
Escherichia-Shigella
Faecalibacterium
Incertae Sedis
Lactobacillus
Ligilactobacillus
Monoglobus
Oscillibacter
Parabacteroides
Phascolarctobacterium
Prevotella
Prevotella_7
Prevotella_9
Ruminococcus
Solobacterium
Streptococcus
Subdoligranulum
Treponema
Veillonella

Figura 18. Comparacién de las frecuencias relativas de los principales

géneros bacterianos entre ratas recién expuestas a rTBL-1 por 28 dias y ratas

gue se mantuvieron después de un periodo de recuperacion de seis semanas.

Ratas Sprague Dawley fueron tratadas con 30 mg/kg de peso diariamente con rTBL-

1 por 28 dias. Un grupo de seis ratas se sacrificO para obtener los contenidos

colénicos y otro grupo permanecié sin tratamiento por seis semanas Mmas,

posteriormente fueron sacrificadas y se tom6 muestra del contenido colénico. Se

extrajo el ADN de la region V3, se amplifico y se analizé por medios bioinformaticos.

Se muestran comparados datos respecto al control.

La Figura 19 muestra el analisis del indice alfa mediante curva de rarefaccion y

analisis de coordenadas, en donde se observa una marcada diferencia en las
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diversidades bacterianas, sugiriendo un efecto directo de la rTBL-1 que se elimina

parcialmente después de seis semanas de recuperacion. Por su parte, la Figura 20

muestra los mapas de calor que exhiben mayores semejanzas entre individuos del

mismo grupo y menores similitudes entre grupos distintos.
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@ rTBL-170

Figura 19. Andlisis de la diversidad bacteriana en ratas tratadas con rTBL-1

por 28 dias y ratas tratadas por 28 dias y mantenidas en periodo de

recuperacion de seis semanas. Ratas Sprague Dawley fueron tratadas con 30

mg/kg de peso diariamente con rTBL-1 por 28 dias. Un grupo de seis ratas se

sacrificO para obtener los contenidos colénicos y otro grupo permanecio sin

tratamiento por seis semanas mas, posteriormente fueron sacrificadas y se tomo

muestra del contenido colénico. Se extrajo el ADN de la regién V3, se amplificO y se

analiz6 por medios bioinformaticos. Se muestran comparados datos respecto al

control. A) Curvas de rarefaccion. B) Analisis de coordenadas de dos dimensiones.
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Figura 20. Analisis de mapas de calor para la diversidad bacteriana en ratas
tratadas con rTBL-1 por 28 dias y ratas tratadas y mantenidas en periodo de
recuperacion de seis semanas. Ratas Sprague Dawley fueron tratadas con 30
mg/kg de peso diariamente con rTBL-1 por 28 dias. Un grupo de seis ratas se
sacrificO para obtener los contenidos colénicos y otro grupo permanecio sin
tratamiento por seis semanas mas, posteriormente fueron sacrificadas y se tomo
muestra del contenido coldnico. Se extrajo el ADN de la regién V3, se amplifico y se
analiz6 por medios bioinformaticos. Se muestran comparados datos respecto al

control.

De forma general es posible observar que existe un efecto relacionado con la edad
de las ratas que es importante tomar en cuenta para el analisis del efecto de la rTBL-
1 (Tabla 1).
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Tabla 1 Comparacion de las tendencias en los cambios de frecuencia de

géneros bacterianos por efecto de la edad y tratamiento con rTBL-1.

Cvs Cvs rTBL-1 28 ) Posible
Posible
Efecto de rTBL-1 Recup dias vs efecto
Género efecto
la edad Trat 28 rTBL-170 Recup 70 recupera
7 s s rTBL-l - 7
dias dias dias cion
o Baja Induccié Recupera
Alistipes : (+) (--)* ) ”
frecuencia n cion
Sin
Allobaculum _ ) (--)* )
tendencia
Alloprevotella Disminuyo ) (++) Induccion
_ Sin Inducci6 Recupera
Bacteroides _ (+) ) ) >
cambios n cion
_ Sin
Blautia . () Q) Q)
tendencia
Colidextribact Increment Inducci6 Recupera
) (++) --) (--) ”
er o} n cion
) Sin
Collinsella : ) (--)* (--)*
cambios
Escherichia- Sin “ ) “
Shigella tendencia
Faecalibacteri =~ = Induccid »
Disminuyo (+) ) Induccion
um n
_ Sin Induccio _
Lactobacillus _ (++) (++) (++) Induccién
tendencia n
Ligilactobacillu >
Disminuyo6 ) (++) (++) Induccion

S
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Increment Inducci6 Recupera

Monoglobus i (+) >
o] n cion
. Increment .. Recupera
Oscillibacter 5 (++) Indiccion >
2 cién
Parabacteroid = = »
Disminuyd6 ) Induccion
es
Phascolarctob Sin ) Inducci6 Recupera
+
acterium tendencia n cion
L Inducci6 Recupera
Prevotella Disminuyo (+) >
n cion
o Induccid »
Prevotella_7  Disminuyo (+) Induccion
n
Prevotella_ 9  Disminuyo (--)* Induccion
Ruminococcu  Increment *) Inducci6 Recupera
+
S 0 n cion
Solobacterium Disminuy6 (--)* Induccion
Streptococcus Disminuy6 (--)* Induccion
Subdoligranul Sin »
. (--) Induccion
um tendencia
o Induccio
Treponema Disminuyo (++) )
n
Veillonella Disminuyo (--)* Induccion

* Muestras con frecuencias menores al 1%

Es importante destacar la alta abundancia del filo Bacteroidotes, al cual pertenece

Prevotella. Para el dia 28 en adelante se observa dominancia de la comunidad por
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Firmicutes y después Bacteroidotes. Estos cambios pueden estar influenciados por
la maduracion de las ratas y cdmo su composicion microbiolégica atraviesa un
periodo de maduracion hasta estabilizarse, siendo influenciado por factores
ambientales. Este efecto de cambio en la composicion y estructuracién de las
comunidades bacterianas con respecto al tiempo de maduracion ya habia sido
observado previamente con la fraccidon concentrada de lectina (Pita-Lopez y col.,
2020). Ademas, se ha reportado ampliamente que en ratas, tras llegar a su periodo
de maduracién, su composicion microbiolégica se modifica por cambios en factores
ambientales (Coklo y col., 2020; Inoue y Ushida, 2003; Yajima y col., 2001).

En todos los casos se observa alta abundancia del género Prevotella, misma que
se ha documentado como un género asociado a enfermedades intestinales como la
enfermedad de Crohn (Kénénen y Gursoy, 2022; Lucke y col., 2006; Qi y col., 2021).
La presencia de este género se ha reportado en heces (Nagpal y col., 2018), sin
embargo, Prevotella pertenece al grupo de bacterias anaerdbicas (Kontnen y
Gursoy, 2022).

Es importante destacar que en las muestras hay presencia de grupos diferentes
entre si, como en el caso de Prevotella_7 y Prevotella_9 (Henderson y col., 2019)
pero debido a las limitaciones de los equipos de secuenciacion, entrenadores o
fidelidad para detectar especies, no se puede identificar especificamente a que
especies son estos grupos. Se debe tener en cuenta entonces este factor al
momento de hacer una inferencia ya que no es posible saber si realmente todas las
especies del género Prevotella estan asociadas a enfermedades intestinales o no,
por lo que enfocarse en una deteccion mas detallada de este género seria algo ideal
a futuro. Cabe destacar también la presencia de un género cercano a este,
Alloprevotella, el cual suele estar asociado a la salud bucal, aunque en el contexto
del tracto intestinal es considerado un género asociado a la salud de este organo
(Tian y col., 2021). En este estudio, este género incrementé durante el periodo de

recuperacion, lo que sugiere un proceso de compensacion.
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Alistipes es un género bacteriano que esta cobrando relevancia debido a su
asociacion con efecto protector contra algunas enfermedades como fibrosis del
higado, colitis, cancer y enfermedades cardiovasculares, sin embargo también se
ha mostrado como un agente patégeno en cancer colorrectal y esta asociado con
signos de enfermedades mentales, por lo que estudios mas detallados son
necesario en este género al ser de importancia emergente (Parker y col., 2020). En
el presente estudio se pudo observar un aumento en la presencia de este género
durante el periodo de administracion de la lectina, pero hubo disminucién durante el
periodo de recuperacion, lo que podria sugerir que el género esta relacionado con

el estrés que provoca la lectina.

Por su parte, el género Allobaculum ha sido recientemente asociado como un
degradador de la mucina de las mucosas (Van Muijlwijk y col., 2021). En este
estudio, aunque era un género abundante, no mostré una tendencia a incrementar
por lo que podria ser un género comun en la composicion de las comunidades
bacterianas en ratas. Bacteroides es el género mas comun en la microbiota
intestinal, por lo que su presencia es esperada siempre, su ausencia seria un motivo
de preocupacion por el contrario (Zafar y Saier, 2021). Blautia ha cobrado interés
debido a que se ha asociado como un género protector contra enfermedades
inflamatorias y metabdlicas, ademas de que suele ser antagonista a algunos
microorganismos dafiinos (Liu y col., 2021). En el presente estudio no se observé
ninguna tendencia de aumento o disminucion, pero seria interesante entender si su

presencia podria influenciar a otros géneros bacterianos durante el estudio.

Colidextribacter no ha sido asociado directamente a algun efecto adverso, pero se
ha encontrado en aumento en algunas enfermedades de interés como la colitis
ulcerativa o el Alzheimer (Kang y col., 2022; Zhu y col., 2022). Collinsela es un
género bacteriano asociado comunmente con una buena circulacion de insulina, sin
embargo se ha reportado que una baja dieta en ingesta de fibra hace que su
abundancia sea mayor en el intestino (Gomez-Arango y col., 2018). En este estudio

se mantuvo sin cambios importantes. El grupo Escherichia-Shigella es atribuido
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comunmente junto con algunos componentes metabdlicos como orquestadores de
disbiosis en pacientes con algunas enfermedades alcohdlicas (Baltazar-Diaz y col.,
2022), que Shigella es filogenéticamente emparentado con Escherichia coli, sin
embargo se consideran como especies diferentes con base en sus caracteristicas
bioquimicas y la importancia quimica de cada uno (Devanga Ragupathi y col., 2018).
Durante el estudio no se pudo observar tendencia por parte de este grupo, sin
embargo, se sugeriria hacer andlisis mas profundo como de inferencia metabdlica
para observar si pudieran estar generando algun dafio en conjunto con productos

metabdlicos (Baltazar-Diaz y col., 2022).

Faecalibacterium, por su parte, es un género que se ha tomado como indicador de
buena salud intestinal, su disminucion en abundancia correlaciona con condiciones
inflamatorias asociadas al tracto intestinal, ademas de que su abundancia también
se ve afectadas en condiciones como la depresion o el cancer de colon, por lo que
disminucién en este género es importante notarlo como un posible indicador de
pobre salud intestinal (Martin y col., 2023). En este estudio se pudo observar un
aumento a los 28 dias al finalizar el tratamiento, asi como un mayor incremento a
los 70 dias tras la recuperacién, lo que sugiere que la exposicion a la lectina induce
la presencia de este género bacteriano, o que se trate de una forma de
compensacion debido a la alta abundancia de géneros asociados con

enfermedades intestinales.

El género Lactobacillus es uno de los mas importantes probioticos al actuar como
reguladores del pH luminal, actuar como refuerzo para el incremento de mucosa,
secreta péptidos antimicrobianos y modula la composiciéon de la microbiota
(Dempsey Corr, 2022; Rastogi y Singh, 2022). Su induccidn con respecto al tiempo
puede sugerir un mayor papel como regulador de otros patdgenos antagonistas y
ayudar a regular la salud del colon. Sin embargo, falta profundizar mas en este
aspecto, como el hecho de hacer inferencias metabdlicas, asi como posible
deteccidén de especies a futuro para poder realmente establecer alguna hipoétesis

sobre este comportamiento.
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Ligilactobacillus es una reciente recategorizacion de varios géneros de
Lactobacillus, esto da pie a su interés de ser considerado como probiotico ademas
de que tienen algunas propiedades de interés como resistencia a la urea alta (Zheng
y col., 2020). Dentro de todas las especies de este género hay una en especial,
Ligilactobacillus salivarius, que ejerce un efecto modulador en las respuestas del
sistema inmune y proteccién de infecciones (Indo y col., 2021). Monoglobus es un
género con una sola especie en su haber y se ha documentado una funcion como
degradador de pectina en el estbmago (Kimy col., 2019). El género Oscillibacter ha
sido detectado en gran abundancia en relacién a estados de pobre salud intestinal
como dafio en la permeabilidad de la mucosa asi como propiciar inflamacion (Lam
y col., 2012). En este estudio se puede observar como, conforme a la edad, este
género aumentd su abundancia, sin embargo, bajo el tratamiento con lectina no

hubo un incremento.

El género Parabacteroides se vio inducido por el tratamiento con lectina. Su
presencia se asocia con salud intestinal asi como los de lactobacillus y
Ligilactobacillus (Wang y col., 2019). En el caso de Phascolarctobacterium, género
importante productor de propionato y acetato, su disminucién se ha relacionado a
algunas patologias como la cirrosis crénica propiciando con esto a su vez un
aumento en los géneros Prevotella y Faecalibacterium, por lo que puede ser un
indicador de dishiosis esta condicién (Muriel, 2022). ElI género Ruminococcus
juegan un papel importante como degradador de la pared celular de plantas en el
colon y su disminucibn en abundancia ha sido asociado a enfermedades
inflamatorias (Nagao-Kitamoto y Kamada, 2017). En este estudio se observd un
incremento conforme a la edad, asi como disminucion en los animales tratados con
lectina, lo que podria relacionarse al proceso inflamatorio provocado por la
administracion de la lectina y que ha sido observado también para la TBLF (Ferriz-
Martinez y col., 2015; Pita-L6opez y col., 2020).

El género Solobacterium es un grupo de organismos oportunistas que infectan en

algunas ocasiones en infecciones por heridas quirdrgicas o bacteriemia (Alauzety
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col., 2021). Aunque el género Streptococcus es uno de los mas comunes en el
organismo, niveles altos en abundancia de este género se asocian a algunos
padecimientos como ateroesclerosis, metéstasis de cancer de higado, sin haber
sintomas de una aparente infeccion por lo que es posible tomar su aumento de
diversidad como un marcador de mala salud intestinal (Sayols-Baixeras y col., 2023;
Yang y col., 2023). Aungue se ha expuesto la correlacion de algunos padecimientos
con el género Subdoligranulum (entendiendo que correlacion no necesariamente
significa causalidad), la ausencia de este género usualmente se asocia a diabetes
(Van Hul y col.,, 2020). Treponema es un género bacteriano cuya ausencia
correlaciona fuertemente con dafio en el intestino e inflamacién, su presencia se
considera como un factor benéfico asi como la presencia de Faecalibacterium
(Tanes y col., 2021). El género Veillonella estd ligado fuertemente a procesos
inflamatorios (Zhan y col., 2022). En este estudio se observo incremento durante el

periodo de recuperacion, lo que sugiere que se presento proceso inflamatorio.

Los resultados obtenidos indican que el tratamiento con rTBL-1 provoca el
incremento de géneros relacionados con mala salud intestinal o proceso
inflamatorio, tal es el caso de los géneros Prevotella, Colidextribacter, Oscillibacter
y Ruminococcus. Por su parte, durante el periodo de recuperacién incrementaron
géneros con efectos benéficos sobre la salud intestinal como Alloprevotella,
Faecalibacterium y Treponema; aunque también se identific6 incremento de
Streptococcus, el cual es indicador de mala salud intestinal. Lo anterior sugiere que
el tratamiento con rTBL-1 provoca efectos adversos en el tubo digestivo,
relacionados muy probablemente con su naturaleza antinutricia y la atrofia intestinal
gue se ha observado previamente con la TBLF (Pita-Lépez y col., 2020). Sin
embargo, el periodo de recuperacion parece propiciar procesos compensatorios que

revierten parcialmente los efectos adversos.

Son necesarios estudios mas detallados, como la posibilidad de hacer inferencias
metabdlicas o deteccion de especies, y también es necesario incrementar el poder

de coOmputo y secuenciacion que permita identificar a nivel de especie.
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8 Conclusiones

El presente estudio identific6 cambios significativos en la composicién y
estructuracion de las comunidades bacterianas, tanto de manera natural por efecto
de la edad, como de forma inducida por la administracion de la rTBL-1. Se detecto
la presencia de géneros bacterianos asociados a dafio y mala salud intestinal
durante la administracion de la rTBL-1 y posterior recuperacion de géneros
benéficos tras seis semanas sin tratamiento. La presencia de géneros bacterianos
asociados a dafio se asocia también a los efectos adversos en el tejido intestinal
principalmente atrofia. Lo anterior da cuenta de efectos negativos asociados con la
administracion de la rTBL-1 que es necesario tomar en cuenta para su aplicacion
farmacolégica. Ademas, es relevante notar que el efecto, tanto atréfico como sobre
el bacterioma, es reversible, o que debe ser tomado en cuenta para definir el
esquema de administracion. Resulta importante continuar con el estudio de
inferencia metabdlica mediante técnicas bioinformaticas y analiticas para detectar
presencia de posibles metabolitos que actien como factores indicadores de mala
salud intestinal. Las inferencias metabdlicas pueden proporcionar mas informacién
sobre organismos podrian estar presentes y las relaciones entre las comunidades

bacterianas, lo que permitiria profundizar en su seguridad farmacolégica.

Entre las limitaciones del estudio se encuentra el poder de deteccién a nivel de
especies ya que, aunque fue posible detectar géneros, no todas las bacterias del
género necesariamente estan asociadas a algun factor, ya sea benéfico o dafiino.
Otra limitacidén es que se dejan de lado las interacciones con otros microrganismos
como levaduras, virus, fagos. Estas limitaciones estds relacionadas con la

capacidad tecnoldgica y econdmica del proyecto.

Por lo anterior, futuros estudios de concentraran en profundizar sobre este campo
de estudio, particularmente relacionado a los efectos adversos de la rTBL-1 y su

potencial farmacoldgico.
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Anexo 1. Resumen del filtrado de secuencias.

Tiempo | input | filtered denoised | denoised merged noneh %
F R m

53505 | 47578 46651 47015 36498 | 24917 46.57

36167 | 30750 30220 30257 24490 | 19687 | 54.43

i 39880 | 34566 33917 34173 27461 | 21110 52.93
0 dias 34148 | 27983 27293 27536 20187 | 16781 49.14
37920 | 31261 30596 30938 24990 | 19390 | 51.13

49185 | 43785 | 43142 43326 34967 | 27049 | 54.99

55340 | 48976 48105 48405 40389 | 33477 60.49

55398 | 49347 48721 48900 38708 | 30381 | 54.84

49456 | 43848 | 43039 43436 33673 | 26632 | 53.85

48361 | 42954 42104 42428 34529 | 27240 56.33

58746 | 52085 51243 51583 41975 | 32838 | 55.90

51507 | 45930 | 45261 45500 38305 | 32082 | 62.29

28 dias | 54482 | 48875 48237 48499 42230 | 34711 63.71
42486 | 37842 37052 37373 30066 | 23399 | 55.07

50083 | 44339 | 43483 43789 34561 | 26992 | 53.89

52720 | 46900 46073 46294 36790 | 29829 56.58

46492 | 41377 40618 40856 32013 | 27704 59.59

64523 | 57209 56311 56593 47162 | 39369 | 61.02

53263 | 47323 46439 46668 36445 | 28812 54.09

39760 | 34078 33460 33674 27674 | 24908 | 62.65

39417 | 33849 33022 33351 26540 | 23443 | 59.47

) 39022 | 33128 32479 32715 26439 | 22384 57.36
70 dias 54143 | 46094 45372 45679 34519 | 28712 53.03
37377 | 32204 31591 31739 25075 | 21610 57.82

37448 | 32112 31485 31688 26077 | 23118 61.73
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42353 | 35453 34644 34930 27005 | 24157 | 57.04
40068 | 34874 34152 34377 25973 | 23417 | 58.44
62127 | 52168 51473 51643 39411 | 35278 | 56.78
55460 | 48379 47609 47765 37109 | 32230 | 58.11
35973 | 31832 31272 31450 26067 | 23912 | 66.47
34064 | 26545 25940 26164 16420 | 15066 | 44.23
21699 | 19141 18648 18752 13728 | 12597 | 58.05
30147 | 25300 24641 24917 19236 | 17625 | 58.46
24478 | 21625 21069 21221 15852 | 14439 | 58.99
35102 | 29422 28674 28969 22329 | 20407 | 58.14
27128 | 24024 23411 23646 19371 | 17143 | 63.19
37029 | 32682 31960 32251 25014 | 22885 | 61.80
33245 | 27014 26360 26686 21738 | 19812 | 59.59
36548 | 31320 30704 30793 24564 | 21674 | 59.30
55564 | 49536 48731 49009 39069 | 34196 | 61.54
41360 | 36022 35380 35606 27763 | 24543 | 59.34
43615 | 36545 36016 36131 28999 | 24427 | 56.01
28328 | 24105 23547 23745 19351 | 18027 | 63.64
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