CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Estudio de Asociaciéon del Microbioma del Colon Distal
en Nifios Mexicanos con Obesidad

TESIS

Que presenta

M. EN C. OTONIEL MAYA LUCAS

para obtener el Grado de

DOCTOR EN CIENCIAS

EN LA ESPECIALIDAD DE

Genética y Biologia Molecular

Director de la Tesis:

Dr. Jaime Garcia Mena

Ciudad de México Mayo, 2019



COMITE TUTORIAL

ASESORES INTERNOS

Dr. José Efrain Garrido Guerrero
Departamento de Genética y Biologia Molecular
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN

Dr. Bulmaro Cisneros Vega
Departamento de Genética y Biologia Molecular

Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN

ASESOR CINVESTAV

Dr. Carlos Hoyo Vadillo
Departamento de Farmacologia

Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN

ASESOR EXTERNO

Dr. Luis David Alcaraz
Departamento de Biologia Celular
Facultad de Ciencias

Universidad Nacional Autbnoma de México



Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Genomica Ambiental del
Departamento de Genética y Biologia Molecular del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional Unidad Zacatenco, bajo la

direccion del Dr. Jaime Garcia Mena.

Cinvestav

Se agradece el apoyo del Biol. Alberto Pifia Escobedo por su asistencia con
los reactivos y al Sr. Rodrigo Garcia Gutiérrez por su asistencia con el material del

laboratorio.

Este trabajo fue financiado por Cinvestav y los apoyos de la Fundacion
Miguel Aleman A. C. 2015, CONACyT 163235 INFR-2011-01 y FONSEC
SS/IMSS/ISSSTE-CONACYT-233361.

Durante el desarrollo de este trabajo Otoniel Maya Lucas fue becario de
doctorado del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) beca
346907 durante el periodo de Septiembre del afio 2012 a Agosto del afio 2016.



AGRADECIMIENTOS

GRACIAS:

A Dios, el dador de vida.

A Beatriz Martinez, mi esposa, el viento bajo mis alas.

A Gabriel y Sofia, mis hijos, por la educacion que me han brindado.
A Any Elias, por su compasion, amor fraternal y espiritu afable.

Al Dr. Jaime Garcia, por brindarme la oportunidad de hacer ciencia.
A Selvasankar Murugesan, por su paciencia y apoyo experimental.
A Sixta Lucas, mi madre, por su amor incondicional.

A Sandra, Marco Antonio, Angélica, Alejandra, Diana,

por la mejor flor que me han regalado

la mas constante, la mas lozana: Su Amistad.



RESUMEN

La obesidad es un proceso inflamatorio de baja intensidad, un desorden
metabdlico y un asunto de salud publica a nivel mundial. En México, el 34.4% de
nifios entre 5 y 11 afos de edad tienen sobrepeso u obesidad. Este trabajo de
tesis abordd el estudio del microbioma de colon distal de un grupo de nifios
mexicanos afectados por obesidad. Se realizé secuenciacion metagenomica tipo
shot-gun a partir de DNA obtenido de muestras fecales de una cohorte de nifios
con normopeso Yy nifios obesos. Se examind, ademdas, sus parametros
metabdlicos asi como la concentracion de acidos grasos de cadena corta. Los
resultados muestran una notable disbiosis de bacterias, arqueas y virus que no se
observo en el grupo de nifilos obesos respecto al grupo con normopeso, sin
embargo, la comunidad de arqueas mostré un incremento de Methanobrevibacter
spp. en nifios obesos. Las comunidades bacterianas de todos los participantes
fueron agrupadas mediante clUsteres en tres diferentes enterotipos. La mayoria de
los nifios con normopeso tienen una comunidad bacteriana del colon dominada
por Suminococcus spp. (Enterotipo 3), mientras que la mayoria de los nifios
obesos muestran una comunidad dominada por Prevotella spp. (Enterotipo 2). Las
especies Megamonas spp. estuvieron sobrerrepresentadas en nifios obesos
mientras que, en los mismos individuos, algunos miembros de la familia
Oscillospiraceae fueron depletados y corelacionaron negativamente con los
nivéles de colesterol sérico. Por otro lado, se correlacion6 cambios en el
microbioma del colon con metadatos clinicos para poder estratificar individuos
basados en su fenotipo. Una comparacién de las rutas metabdlicas del
microbioma mostré que dos rutas del MetaCyc, modulos de glicdlisis, Glycolysis |
(de Glucosa 6- Fosfato), y Glycolysis Il (de Fructosa 6-Fosfato) estuvieron
significativamente sobrerrepresentadas en nifios con normopeso. Los resultados
planteados en este trabajo establece alteraciones especificas en el microbioma de
un grupo de niflos mexicanos afectados por obesidad, permitiendo que esta
informacion pueda ser utilizada en un futuro para definir estrategias de prognosis,

diagnéstico y tratamiento.



ABSTRACT

Obesity is a metabolic disorder and global health issue. In Mexico 34.4% of
children between 5 and 11 years of age are overweight or obese. Here we address
this issue studying the gut microbiome in a sample of Mexican children affected by
obesity. We performed metagenomic shotgun-sequencing of DNA isolated from
fecal samples from a cohort of normal weight and Mexican children with obesity
using lllumina platform with HiSeq 2500. We also examined their metabolic factors
and fecal short-chain fatty acids concentration. The results show that a remarkable
dysbiosis of bacteria, archaea and viruses was not observed in the obese children
group with respect to the normal weight group; however, the archaeal community
exhibited an increase of unclassified Methanobrevibacter spp. in obese children.
The bacterial communities of all participants were clustered into three different
enterotypes. Most normal weight children have a gut bacterial community
dominated by Ruminococcus spp. (Enterotype 3), while most 2 obese children had
a community dominated by Prevotella spp. (Enterotype 2). The species
Megamonas spp. were over-represented in the obese children, whereas members
of the family Oscillospiraceae were depleted in the same individuals and negatively
correlated with levels of serum cholesterol. On the other hand, changes in the gut
microbiome were correlated with clinical metadata and could be used to stratify
individuals based on their phenotype. A microbiome comparative metabolic
pathway analysis showed that two MetaCyc pathway modules of glycolysis,
Glycolysis | (from Glucose 6- Phosphate), and Glycolysis Il (from Fructose 6-
Phosphate) were significantly overrepresented in normal weight children. Our
results establish specific alterations in the gut microbiome of Mexican children
affected of obesity, along with clinical alterations, providing information on the
microbiome composition that may be useful for prognosis, diagnosis, and

treatment.
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ANOTACION

IMC: indice de masa corporal

T2D: Type 2 diabetes

EggNOG: Evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous Groups
HUMANN2: Human Microbiome Project Unified Metabolic Analysis Network 2
KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LDA: Linear discrimination analysis

MaAsLin: Multivariate microbial association by the linear model

MetaPhlAn2: Metagenomic Phylogenetic Analysis

MGWAS: Microbial Genome-Wide Association Studiess / Metagenome-wide
Association Studies

SCFAs: Short-chain fatty acids

Microbioma: coleccion de genomas de microbios en un sistema.

Microbiota: coleccion de organismos en un sistema.



1. INTRODUCCION

La obesidad y el sobrepeso son enfermedades globales, actualmente
mueren aproximadamente 2.8 millones de personas en el mundo debido a sus

complicaciones. [1,2].

1.1. ¢;Quéeslaobesidad?

La obesidad se define como una acumulacién anormal o excesiva de grasa
[3], una enfermedad croénica inflamatoria de origen multifactorial que se desarrolla
a través de diferentes variables tales como el comportamiento y la interaccion
social, factores psicosociales, metabdlicos, celulares y moleculares. [4]. Una forma
simple de cuantificar la obesidad es el indice de masa corporal (IMC), esto es el
peso de una persona en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en metros.
Una persona con un IMC igual o superior a 30 kg/m2 es considerada obesa y con
un IMC igual o superior a 25 kg/m2 es considerada con sobrepeso, mientras que

en un rango entre 18.5y 24.9 se considera con un peso normal. [3].

1.2. Clasificacion de la obesidad
La clasificacién actual de Obesidad propuesta por la OMS esta basada en
el IMC (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad en adultos segin la OMS

Clasificacion IMC (kg/m2)
Normopeso 18.5-249
Exceso de peso 225
Sobrepeso 25-29.9
Obesidad Grado | 0 moderada 30-34.9
Obesidad Grado Il o severa 35-39.9
Obesidad Grado Ill o mérbida 240

Datos de la OMS indican que desde el afio 1980 la obesidad ha aumentado

a mas del doble en todo el mundo por lo cual ha declarado a la obesidad y al



sobrepeso con el caracter de epidemia mundial. La obesidad incrementa
considerablemente el riesgo de comorbilidades, una amplia gama de
enfermedades croénicas, tales como la diabetes y enfermedades cardiovasculares.
El incremento acelerado de obesidad en las décadas recientes no puede ser

explicado por cambios en la genética humana [5].

1.3. Riesgos de laobesidad en adultos

A medida que aumenta el peso hasta alcanzar los niveles de sobrepeso y
obesidad, también aumentan los riesgos de las siguientes afecciones:
Enfermedades coronarias, diabetes tipo 2 (DT2), cancer (endometrial, mama,
colon, rifién, vesicula biliar e higado), hipertension (presién arterial alta),
dislipidemia (niveles altos de colesterol total o de triglicéridos), accidente
cerebrovascular, enfermedad del higado y de la vesicula, apnea del suefio y
problemas respiratorios, artrosis (degeneraciéon del cartilago y el hueso
subyacente de una articulacién), problemas ginecoldgicos (menstruacion anémala,
infertilidad).[6].

1.4. Obesidad infantil

El incremento de la obesidad infantil ha ganado particular interés en los
altimos afos ya que los nifios con sobrepeso u obesidad de hoy seran los obesos
del mafiana destinados a sufrir todos los problemas de salud y los costos en salud
asociados con la obesidad, asi como la disminucién de la calidad de vida [7].

En adolescentes y nifios, la relacion entre IMC y sobrepeso u obesidad esta
afectada por variaciones en edad, género y altura. Por esta razén se han
desarrollado tablas de percentiles dependiendo de la edad y el género con puntos
de referencia especificos para el incremento de IMC [8].

En el caso de los nifios menores de 5 afios el sobrepeso es el peso para la
estatura con mas de dos desviaciones tipicas por encima de la mediana
establecida en los patrones de crecimiento infantil de la OMS; y la obesidad es el
peso para la estatura con mas de tres desviaciones tipicas por encima de la

mediana establecida en los patrones de crecimiento infantil de la OMS.



En el caso de los nifios de 5 a 19 afios, el sobrepeso es el IMC para la edad
con mas de una desviacion tipica por encima de la mediana establecida en los
patrones de crecimiento infantil de la OMS, y la obesidad es mayor que dos
desviaciones tipicas por encima de la mediana establecida en los patrones de
crecimiento infantil de la OMS. Figural.

A pesar de dichos criterios, la obesidad en nifios y adolescentes ha
mostrado seguir un patron similar al de los adultos y esta asociada con las mismas
consecuencias que para los adultos, comorbilidades tales como diabetes tipo 2,
marcadores tempranos de enfermedades cardiovasculares, deterioro psicolégico

evidente a una edad cada vez mas joven [9].
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Figura 1. Clasificacion de la obesidad infantil segun la OMS



1.5. Obesidad infantil en México

Actualmente México es segundo pais con poblacidon obesa, luego de EE.
UU. en experimentar esta epidemia [10]. Aproximadamente, el 70% de la
poblacidon mexicana adulta tiene sobrepeso. La prevalencia de la obesidad vy el
sobrepeso en poblacién escolar mexicana entre 5-11 afios de edad también es
alta: uno de cada cuatro nifios tiene sobrepeso [11]. La obesidad infantil es un
tema preocupante en lo que respecta a la salud y al bienestar de los nifios. La
prevalencia de la obesidad infantil tiende a incrementar tanto en paises
desarrollados como en subdesarrollados. Segun resultados de la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricién 2016 Medio Camino (ENSANUT MC), la prevalencia
nacional combinada de sobrepeso y obesidad de 5 - 11 afios de edad, utilizando
los criterios de la OMS, disminuyé de 34.4% en 2012 a 33.2% en 2016, una
reduccion de 1.2 puntos porcentuales; sin embargo, la diferencia no fue
estadisticamente significativa. Las prevalencias de sobrepeso (20.6%) y de
obesidad (12.2%) en nifias en 2016 fueron muy similares a las observadas en
2012 (sobrepeso 20.2% y obesidad 11.8%). En nifios hubo una reduccion
estadisticamente significativa de sobrepeso entre 2012 (19.5%) y 2016 (15.4%)
que resultd estadisticamente significativa; mientras que las prevalencias de
obesidad en 2012 (17.4%) y 2016 (18.6%) no fueron estadisticamente diferentes,
Figura 2. La prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad fue mayor en
localidades urbanas que en las rurales (34.9% vs 29.0%) y las diferencias entre

regiones no fueron estadisticamente significativas. [12].
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Figura 2. Prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en poblacion de 5 a 11 afios, de
la ENSANUT 2012 y ENSANUT MC 2016, por sexo.

1.6. Riesgos de la obesidad en nifios

La obesidad en la infancia se asocia fuertemente con la obesidad en la
edad adulta, de tal manera que entre el 60 - 80% de los nifios obesos se
convertiran en adultos obesos [13]. Si las comorbilidades estan presentes en la
infancia, y la obesidad persiste en la edad adulta la duracién de la enfermedad se

prolonga y por lo tanto el pronéstico se agrava.

1.7. Causas de la obesidad

La causa fundamental de la obesidad es un desequilibrio energético entre
calorias consumidas y calorias gastadas. Otro aspecto de relevancia es la
disminucién de la actividad fisica producto del estilo de vida sedentario. Al ser una
enfermedad multifactorial, se reconoce que hay factores genéticos, ambientales,
metabdlicos y endocrinoldgicos que pueden llevar al desarrollo de esta. Por lo
tanto, podemos considerar a la obesidad una enfermedad crénica, multifactorial en
Su origen y que se presenta con una amplia gama de fenotipos. Los estudios
epidemioldgicos han detectado una serie de factores asociados con la obesidad
en la poblacion, entre los cuales se encuentran:

e Dieta: La dieta ha sido implicada desde hace tiempo como el mayor

contribuyente al desarrollo de la obesidad donde el consumo total de la dieta y



su composicién juegan un papel importante. El cambio en patrones de
consumo de alimentos puede contribuir al desarrollo de la obesidad a través
del incremento de consumo energético. Igualmente, factores como consumo
de aperitivos, asi como el consumo de bebidas azucaradas y los edulcorantes
artificiales estan implicados en el desarrollo de obesidad [14].

Sedentarismos: se refiere a las actividades que no incrementan el gasto de
energia por encima del reposo, pero en la literatura a menudo se confunde
con bajos niveles de actividad fisica. Los comportamientos sedentarios son
actividades que no requieren mucho esfuerzo de musculo esquelético
implicados en el control del movimiento y la postura, el ejemplo mas comdn es
el estar sentado.

Factores de entorno: el entorno moderno no permite habitos de vida
saludables; De hecho, pareciera que promueve la obesidad. Algunas de las
razones son la falta de lugares para la recreacion ya que al no tener zonas de
parques, senderos y aceras asequibles se hace mas dificil que las personas
sean fisicamente activas. [15].

Condiciones médicas: algunos problemas hormonales pueden causar
sobrepeso y obesidad, tales como tiroides hipoactiva (hipotiroidismo),
sindrome de Cushing, entre otros. El hipotiroidismo es una condicién en la
cual la glandula tiroides no produce suficiente hormona tiroidea. La falta de la
hormona tiroidea ralentizara el metabolismo y causara aumento de peso,
ademas de causar cansancio y debilidad. El sindrome de Cushing es una
condicién en la cual las glandulas suprarrenales del cuerpo producen
demasiado de la hormona cortisol. Las personas que tienen el sindrome de
Cushing aumentan de peso, presentan obesidad en la parte superior del
cuerpo, una cara redondeada, grasa alrededor del cuello y brazos y piernas
delgadas.

Genéticos: Estudios de gemelos idénticos que han sido criados por separado
muestran que los genes tienen una influencia en el peso de una persona [16].
Por ejemplo, polimorfismos en genes candidatos como FTO, NPC1, ENPP1,
NEGR1, GNPDA2, y MC4R [17], los cuales afectan su expreison y contribullen



al desarrollo de obesidad [18]. El sobrepeso y la obesidad tienden a darse en
familia. La probabilidad de tener sobrepeso es mayor si uno o ambos padres
tienen sobrepeso o son obesos. Debido a que las familias también comparten
alimentos y habitos de actividad fisica existe un vinculo entre los genes y el
medio ambiente. Los nifios adoptan los habitos de sus padres, por lo que un
nifio con padres con sobrepeso, que consumen alimentos con alto contenido
caldrico y que no realizan actividad fisica probablemente se convertira en
alguien con sobrepeso [13]

e Microbiota: la microbiota se refiere a todos los microorganismos que se
encuentran en el tracto gastrointestinal. Estas bacterias juegan un papel
importante en procesos fisiolégicos tales como la digestién, sintesis de
vitaminas y metabolismo. Ademas, esta relacionado con algunos procesos
inmunolégicos. Importantes estudios sobre la relacion de la flora microbiana
intestinal con obesidad han descubierto profundos cambios en la composicion
y funcién metabdlica de la microbiota intestinal en personas obesas [19, 20,
21]

A diferencia de los adultos los factores que causan mayormente obesidad en
nifios son los genéticos, conductuales (sedentarismo y dieta) y ambientales [22,
23].

1.8. Microbiotay obesidad

El término microbiota se refiere al conjunto de todos los microorganismos
(arqueas, hongos, bacterias y virus) que estan presentes en un entorno definido.
El término fue usado en ese contexto por primera vez por Lederberg y McCray en
2001 [24], quienes enfatizaron la importancia en la salud y en la enfermedad de
los microorganismos que habitan, en el cuerpo humano y sobre el cuerpo humano.

A menudo se hace referencia a que la cantidad de bacterias respecto al
namero de células humanas guarda una proporcion 10:1, sin embargo, esto es un
mito que debe descartarse. Estimaciones recientes sugieren una relacion 1.3:1,

esto es que en un “hombre de referencia” (70 kilogramos, 20-30 afios de edad y



1.7 metros de altura) tiene en promedio 30 trillones de célular humanas y 39
trillones de bacteria [25].

Respecto al hospedante, los microorganismos son simbiontes, y juegan un
papel importante en la digestion, interviniendo en el metabolismo, ya que pueden
incrementar la produccion de energia a partir de la dieta y toman parte en la
regulacion de la composicion de &cidos grasos de los tejidos pudiendo generar un
estado de baja inflamacion. Tanto la inflamacién como la composicion de acidos
grasos son procesos involucrados en la obesidad y otros desdrdenes metabdlicos
[26].

La caracterizacion microbiana se realiza mediante métodos moleculares
basados en marcadores, predominantemente genes de 16S rRNA, genes 18S
rRNA u otros genes marcadores y regiones gendmicas. Avances en secuenciacion
masiva de nueva generacion ha permitido estudiar la microbiota y ha hecho
posible realizar asociaciones entre la composicion y ciertos fenotipos, dentro de
ellos la obesidad. Si bien es cierto que la microbiota incluye a otros
microorganismos como hongos y virus, la acepcidbn mas comun es referirse a
microbiota como un sinébnimo de poblacidén bacteriana. Dicho lo anterior, se sabe
gue la microbiota humana esta compuesta, principalmnte, por 5 phyla de
bacterias:  Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, vy
Verrucomicrobia, siendo Bacteroidetes y Firmicutes los que pueden representar
alrededor del 90% del total de especies bacterianas, el conjunto de genes de la
microbiota se le denomina microbioma y en su totalidad, contiene 150 veces mas
genes que el genoma del hospedante, unos 9,879,896 genes bacterianos [27].

Aungue actualmente no se conoce el mecanismo exacto que vincule la
microbiota del colon distal con la obesidad esta bien documentado que la
microbiota puede incrementar la produccion de energia de la dieta, contribuyendo
a la inflamacion de bajo impacto y a regular la composicon de los acidos grasos de
los tejidos. Se ha observado que la microbiota conduce el desarrollo de la mucosa
y el sistema inmune sistémico y controla la regeneracién del epitelio intestinal [28,
29].



Algunos factores que dificultan la elucidar contribucion de la microbiota al
desarrollo de la obesidad incluyen la complejidad y diversidad de las bacterias del
colon, variacion étnica en las poblaciones estudiadas y grandes variaciones entre
individuos estudiados [30]. La microbiota podria modular la salud humana a través
de la extraccidén de energia, a través de la dieta, en forma de acidos grasos de
cadena corta (SCFAs, por sus siglas en inglés), a través de la fermentacién de
carbohidratos de fibras no digeridas, el mantenimiento del sistema inmune, y en su
actividad antipatogénica [31, 32].

La composicion de la diversidad bacteriana cambia entre personas con
normopeso y personas obesas, incrementando el nUmero de Firmicutes respecto
al de Bacteroidetes en pacientes con obesidad y con DT2, patologias
estrechamente relacionadas con obesidad [27, 33]. Aunque algunos estudios
recientes han encontrado resultados controversiales [33, 20, 34, 35]: existen
asociaciones positivas y negativas en estudios de asociacion entre los phyla de la
microbiota del colon y los diferentes fenotipos estudiados. Se ha estudiado
muchos posibles mecanismos acerca de la contribucion de la microbiota a la
obesidad principalmente en modelo murinos [36]. Uno de los hallazgos mas
interesantes en este tipo de modelo murino fue que realizé Ridaura y
colaboradores en 2013 [37], donde realizaron un transplante fecal de microbiota
de gemelos adultos femenidos a ratones libres de gérmenes alimentados con una
dieta baja en grasa, asi como en otros gque llevaban una dieta que representa los
niveles de grasa saturada y el consumo de frutas y verduras tipico de la diera de
EE. UU. El resultado del experimento fue que los ratones que les fue
transplantada la microbiota de una persona obesa mostré un aumento de la masa
corporal y grasa total, asi como los fenotipos metabdlicos asociados a la obesidad
excepto cuando el compafero de jaula no hubiera recibido el transplante de
microbiota de la gemela magra. Figura 3.
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Figura 3. Microbiota intestinal de gemelos discordantes modula el metabolismo en
ratones. lzquierda: Esquema de transplante de microbiota de gemelos magro y obeso a
ratones libre de gérmenes. Derecha: Cohabitar ratones magros y obesos previene el
fenotipo obeso con companieros de jaula obesos (Ob-ch, Ln-ch).

2. ANTECEDENTES

En el afio 2015 Murugesan y colaboradores realiz6 una descripcion de
obesidad en una poblacion infantil mexicana, donde se caracterizo la diversidad
microbiana en niflos con normopeso, sobrepeso y obesidad desde una perspectiva
taxondmica y de acidos grasos de cadena corta (SCFA) [38]. A pesar de que se ha
reportado una relacion entre el incremento en el phylum Firmicutes y una baja
abundancia en el phylum Bacteroidetes con la obesidad dicha diferencia no se
observa en la poblacion analizada, aunque existan diferencias significativas de
SCFA entre los nifios con normopeso Yy los obesos. Esto puede dar a entender que
existe algo inherente en la composicién gendmica de las poblaciones bacterianas
qgue afectan el balance energético del hospedante. Existen analisis que pueden
ayudar a caracterizar un conjunto de genes, 0 marcadores que permitan

correlacionar dichos datos con un fenotipo determinado.

2.1. Estudio de asociacion de genoma completo

Los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS por sus siglas en
inglés) son proyectos que investigan la asociacion estadistica entre fenotipos y un
conjunto grande de marcadores genéticos que captura una cantidad substancial
de variaciones genéticas en el genoma. Los fenotipos pueden ser rasgos

cualitativos como el estado de una enfermedad o rasgos cuantitativos como la
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presion sanguinea. La asociacion estadistica entre el estado de la enfermedad y
los alelos de un marcador genético se lleva a cabo mediante analisis de datos
categoricos [39]. Los marcadores genéticos son generalmente determinados por
microarreglos y secuenciacion masiva. Este tipo de estudios permite describir las
fuerzas subyacentes a la variacion observada en las enfermedades
multifactoriales, principalmente las variantes genéticas humanas que dan forma a
la microbiota humana. La Figura 4 muestra una descripcion general de los loci
significativos en todo el genoma humano descubiertos en cuatro estudios
recientes de GWAS [40, 41, 42, 43]. Por simplicidad, solo se muestran las
regiones que albergan un gen codificador. Hasta ahora, la Unica superposicion
encontrada en los tres estudios es el locus SLIT3.

11
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Figura 4. Loci significativos en estudios GWAS asociados con la estructura de la
comunidad, abundancia taxonémica y biodiversidad microbiana intestinal.

En afos recientes, el entendimiento de asociaciones funcionales entre la
microbiota del colon y la fisiologia del hospedero ha progresado enormemente
utilizando técnicas de secuenciacion masiva tipo shot-gun, lo cual permite la

secuenciacion de muchos fragmentos de ADN superpuestos en parallelo.
2.2. Estudio de asociacion de metagenGmica

El estudio de enfermedades multifactoriales humanas ha llevado al analisis

de datos a gran escala en los denominados estudio de asociacion metagenomica
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o estudios de asociacion de microbioma (MGWAS, Metagenome-wide association
study, Microbiome-wide association study) [44]. La metagenOomica, la técnica de
caracterizacion, es el estudio del metagenoma, el genoma colectivo de
microorganismos de una muestra ambiental, para proporcionar informacion sobre
la diversidad microbiana y la ecologia de un entorno especifico. ElI término
microbioma por otra parte se refiere a la coleccion de genomas de microbios en un
sistema, pudiendo incluir virus, bacterias, hongos, arqueas, aunque la acepcién

gue se hace de la palabra es para referirse a bacterias, generalmente.

El objetivo de un estudio MGWAS es identificar marcadores metagendémicos
tanto en nivel taxonémico y funcional. El andlisis de tipo MGWAS incluye cuatro
pasos, principalmente: En primer lugar, la secuenciacion masiva tipo shot-gun de
las comunidades microbianas de los individuos de casos y controles, las lecturas
resultantes se ensamblan para obtener un armazén genético microbiano. En
segundo lugar, se mapea las lecturas obtenidas en la secuenciacion contra el
armazon previamente construido y se estiman los niveles de abundancia de
genes. En tercer lugar, los genes microbianos son mapeados adicionalmente
contra una base de datos de secuencias conocidas o contra un catalogo de genes
para obtener niveles de abundancia de genes de organismos o0 grupos de genes.
En cuarto lugar, se utilizan métodos estadisticos para analizar los niveles de
abundancia tanto para los datos del caso y del control y se obtienen los candidatos
a marcadores microbianos (sean microorganismos o genes). En quinto lugar
tenemos la validacién de los marcadores en otra cohorte con secuenciacién, ya
sea de tipo shot-gun o de 16S rRNA [45]. Figura 5.
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Los estudios MGWAS so6lo han explorado enfermedades tales como T2D,
cancer colorrectal y artritis reumatoide [45, 46, 47]. Existen reportes MGWAS en
daneses obesos y en adultos franceses, explorando algunos marcadores

metabdlicos y dieta vinculandolos con obesidad. [48, 49].

En un estudio reciente llevado a cabo en 2015 por Murugesan y
colaboradores en un grupo de nifios mexicanos con normopeso, sobrepeso vy
obesidad, no se encontré diferencias significativas entre phyla [38]. A pesar de
eso, varios géneros Yy familias, del phylum Firmicutes y algunas
Enterobacteriaceae, aumentaron en nifilos obesos y con sobrepeso: el género
Faecalibacterium sp., la familia Lachnospiraceae y el género Roseburia sp. Se
observd también una disminucién en el género Succinivibrio sp. y el género

Erwinia sp. del phylum Proteobacteria, y del género Oscillospira sp. del phylum

14



Firmicutes. El género Blautia sp., el género Coprococcus sp. y la familia
Enterobacteriaceae del phylum Firmicutes aumentaron claramente en el fenotipo

de sobrepeso.

Una hipotesis interesante es que alberga una microbiota con una gran
capacidad de fermentacién de almidon resistente. Entonces, es posible que exista
la seleccion de microbiota en niflos obesos, con una alta abundancia de rutas
metabdlicas con capacidad de fermentacion de polisacaridos solubles. En este
estudio, realizamos un estudio de asociacion metagendmica del colon distal para
identificar marcadores metagenémicos asociados con una enfermedad, resaltando
cémo la composicion de la microbiota, y sus rutas metabdlicas difieren entre nifios
mexicanos con obesidad y sobrepeso. A la fecha no se ha realizado una
caracterizacion tipo MGWAS de nifios obesos mexicanos que pueda establecer
parametros bacterianos se asociacion en una comunidad tan particular como lo es

la infantil mexicana.

3. JUSTIFICACION

Los principales estudios metagenémicos de la microbiota intestinal se han
realizado utilizando principalmente genes marcadores como el 16S rDNA lo que
ha proporcionado una visidbn panoramica de las comunidades microbianas
comensales y de su status quo. Entender el extenso catalogo de microorganismos
intestinales nos ayudara en nuestra comprension de las enfermedades humanas
multifactoriales, por lo que es necesario conocer la composicion no soélo
taxondmica sino funcional ya que existen evidencias que la microbiota puede ser
asociada y contribuye a dichas enfermedades. Este trabajo desarrolld un estudio
metagendmico de asociacion que brinda informacién detallada acerca de la
composicién taxonémica y génica de las comunidades bacterianas de nifios

obesos mexicanos.
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4. HIPOTESIS

Existen clados, organismos espeficificos, o rutas metabdlicas relacionadas
con &cidos grasos y metabolismo de azucares que, como biomarcadores,
diferencian el microbioma de una poblacién mexicana infantil obesa del de una
poblacién mexicana infantil con normo peso, aun cuando no existan caracteristicas

evidentes de disbiosis a nivel taxondmico.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Determinar si existen biomarcadores, a partir de datos de secuenciacion
masiva tipo shot-gun, que diferencian el microbioma de niflos mexicanos con

obesidad del microbioma de nifios mexicanos con normo peso.

5.2. Objetivos Particulares

5.2.1. Obtencion de sujetos de estudio de la cohorte y muestras.
5.1.1.1. Seleccionar de manera aleatoria 10 individuos con normo peso y 10
individuos con obesidad de la base de datos de Murugesan, et al.,
2015 para su caracterizacion fenotipica y perfil bioquimico.
5.1.1.2. Colectar muestras de copro de los individuos seleccionados y extraer
DNA total.
5.1.1.3. Secuenciaciébn masiva tipo shot-gun mediante la tecnologia de

llumina

5.2.2. Implementacion del flujo de trabajo bioinformético en cluster
5.2.2.1. Obtencién de bases de datos de referencia para la anotacion y
clasificacion de genes.
5.2.2.2. Optimizacién de la linea de procesos (pipeline) para clasifiacion

taxon6mica, ensamble metagendmico y anotacién de genes.
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5.2.2.3. Generacion de scripts PBS para automatizacion de procesos en

cluster.

5.2.3. Anélisis de datos
5.2.3.1. Control de calidad de lecturas
5.2.3.2. Ensamble metegendmico
5.2.3.3. Anotacién de genes por COG
5.2.3.3. Clusters de genes
5.2.3.4. Asignacion taxonémica

5.2.3.5. Abundancia relativa de rutas metabdlicas

5.2.4. Andlisis estadistico de datos.
5.2.4.1. Alfa diversidad taxonémica y funcional
5.2.4.2. Beta diversidad taxonémica y funcional
5.2.4.3. Identificacion de marcadores

5.2.4.4. Correlacion de variables.

6. ALCANCE

En el presente trabajo se utiliz6 secuenciacibn masiva tipo shot-gun y
estadistica multivariada para analizar comparativamente la diversidad del
microbioma del colon distal de una muestra de nifios mexicanos, diez nifios
obesos y diez nifios con normopeso, para determinar biomarcadores
metagendémicos asociados a obesidad. El andlisis se limita a un nimero de
muestra de 20, los cuales fueron elegidos mediante muestreo por conveniencia,
una técnica no probabilistica y no aleatoria utilizada para crear muestras de
acuerdo con la facilidad de acceso y la disponibilidad de los nifios de formar parte

del estudio.
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7. METODOLOGIA

7.1. Participantes del estudio y recoleccion de especimenes.

Nuestro flujo general de trabajo se describe en la Fig. 1. Seleccionamos 20
nifos sin relacion alguna entre ellos, en una edad entre 9 y 11 afos (10
normopeso y 10 obesos) de una base de datos interna [38]. Los nifios asistian a
una escuela publica de eduacion primaria en el area metropolitana de la ciudad de
México en el Estado de México. Se notifico a los padres de los nifios y se firmo el
consentimiento informado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki, version de
2013. El protocolo de investigacién fue aprobado por la Junta del Comité de Etica
del Instituto Mexicano del Seguro Social con el numero R-2011-1402 1402-10 en
la Ciudad de México. Las muestras fecales fueron tomadas en conjunto con una
inspeccién médica, y almacenadas inmeditamentes a —80° C. Las muestras de
sangre se obtuvieron por puncion de vena y, despés de un almacenamiento de
una sola noche se envi6 a laboratorio central para la medicion de los factores
bioquimicos, medidas antropométricas, pruebas bioquimicas y deteccion de acidos
grasos de cadena corta (SCFA) fueron medidas como se escribido previamente
[38].

7.2. Evaluacion de diversidad dietética

La diversidad en la dieta fue estimada usando un recordatorio de 7 dias. Se
recolectd la informacion de los nifios, supervisado por los padres, en una base de
datos. Se seleccioné siete indicadores de alimentos/diversidad de grupos de
alimentos: (1) alimentos procesados, (2) legumbres; (3) lacteos; (4) carne; (5)
frutas y verduras ricas en vitamina A; (6) otras frutas y verduras o jugos de frutas;
y (7) alimentos hechos con aceite, grasa o mantequilla. Los alimentos / grupos de
alimentos que el nifio consumi6é =3 dias en la semana anterior recibieron una
puntuacion de 1, y los que el nifo consumid <3 dias en la semana anterior se
calificaron con 0. Se calculé una puntuacion final para cada nifio al sumar los
valores de todos los grupos consumidos; por lo tanto, el valor maximo posible de

puntuacion para cada individuo fue 7.
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7.3. Evaluacién Clinica

Los nifios fueron pesados usando una bascula y medidos con un
estadiometro. El IMC fue calculado y clasificado usando las normas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [29]. De acuerdo a esto, para las edades
entre 2 y 20 anos, los nifos con normopeso tienen un IMC entre el 10° y 85°
percentiles, los de sobrepeso entre el 85° y hasta el percentil 95°, mientras que los

nifos con obesidad tienen un IMC superior al 95° percentil.

7.4. Estudios bioquimicos

Se tomo6 dos muestras de sangre considerando 12 horas de ayuno, en un
tubo con EDTA y en un Tubo BD Vacutainer® RST para obtencion rapida de suero.
Los parametros de glucosa, colesterol total, lipoproteina de alta densidad (HDL),
lipoproteina de baja densidad (LDL) y triglicéridos fueron determinadas en mg/mL
usando ILab 350 System.

7.5. Determinacion de la concentracion de SCFAs por HPLC

Para la determinacién de acidos grasos de cadena corta (SCFA) fue
necesario que las muestras fecales fueran deshidratadas a peso constante y
subsecuentemente procesadas utilizando el método de fase sodlida de extraccion
para analizar via cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC, por sus siglas en
inglés) modelo Agilent Technologies 1260. Para ello se suspendié en agua
desionizada 100 mg de heces deshidratadas y de mezclé vigorosamente en en
vortex a maxima velocidad durante 5 minutos. La suspension fue centrifugada a
15800 rcf (relative centrifugal field) por 5 minutos, el sobrenadante fue transferido
a un tubo nuevo, determinando posteriormente el pH y ajustandolo a 6 utilizando
HCIl a 0.1 M. Esta solucion se corrié a través de una columna de carbén activado
C-18 con 100 mg/1 mL de la marca GracePure™ Reversed-Phase SPE. Los
acidos grasos de cadena corta (SCFA) fuero eluidos usando 1 mL de etanol
absoluto y analizado con un HPLC [39], usando 0.1 M de HCI-Glisina como la fase

movil. Se utilizd metimazol a 10 mM como estandar interno.
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7.6. Recoleccién y procesamiento de muestras fecales

Las muestras fecales se recolectaron de manera aséptica en un contenedor
estéril de todos los grupos de nifios participantes, normopeso y con obesidad. Las
muestras fueron transportadas al laboratorio utilizando paquetes de gel frio en
hieleras, alicuotadas e inmediatamente almacenadas a -70° C hasta su posterior

procesamiento.

7.7. Extraccion de ADN de muestras fecales y secuenciaciéon metagenémica
tipo shot-gun

Se extrajo el ADN total a partir de 250.0 mg de muestras fecales
homogeneizada (71.5% contenido de agua +7.26 SD) usando el MoBio Power Soil
DNA Isolation kit (MoBio, Solana Beach, CA, USA) de acuerdo a la sinstrucciones
del fabricante, y almacenandolo posteriormente a -80° C hasta su secuenciacion.
Todas las muestas fueron secuenciadas con 250 ciclos paired-end utilizando el

equipo HiSeq 2500 de la plataforma lllumina (Otogenetics Corporation, USA),

7.8. Procesamiento de archivos FASTQ

Se utilizé FastQC para evaluar la calidad de cada nucleétido de las lecturas
pareadas de 125 pb [23] y determinar los parametroa para recortar en caso de ser
necesario. Las regiones de baja calidad fueron recortadas utilizando Trimmomatic
con las opciones SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:100 CROP:125 [49]. Después
del recorte de lecturas las lecturas fueron alineadas contra el genoma humano
version hg19 obtenido de UCSC Genome Browser [50] usando Bowtie2 [51] con
los parametros por defecto para remover potenciales lecturas provenientes de
humano. Las posibles secuencias de DNA humano fueron identificas vy

descartadas con Samtools utilizando el flag requerido 4 (read unmapped) [52]

7.9. Ensamble metagenémico, prediccion de genes, ensamble vy
determinacién de ortélogos.
A partir de las secuencias filtradas se utilizé la linea de procesos MOCAT2

[54] para el ensamble, prediccion de genes y determinacién de ortdlogos,
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utilizando SOAPDenovo?2 [55], MetaGeneMark [56] y la base de datos de ortélogos
EggNOG [57], respectivamente. Los genes fueron agrupados con un 70% de
identidad mediante CD-HIT a nivel de aminoacidos y con un 95% de indentidad a
nivel de nucleétidos con CD-HIT-EST [58].

7.10. Analisis de secuencias metagendmicas tipo shot-gun.

La abundancia relativa de bacterias, arqueas del colon distal por muestra
fue determinadas por el programa MetaPhlan2 a partir de lecturas previamente
recortadas Yy filtradas [59]. Metaphlan2 utiliza una base de datos (mpa_v20_m200)
de genes marcadores clado-especificos construida a partir de ~17,000 genomas
de referencia (~13,500 bacterianos y de arqueas, ~3,500 virales, y ~110
eucariotas).

Las abundancias relativas las familias de genes, abundancia y cobertura de
rutas metabdlicas de las muestras secuenciadas fueron otenidas por el programa
HUMANNZ2 [60]. Las predicciones funcionales realizadas estan basadas en una
base de datos de familias de genes del UniRef90 (UniProt Reference Clusters), la
cual provee clusters con un 90% de identidad de un grupo de secuencias de
proteinas, y de la base de datos de rutas metabdlicas MetaCyc [61], |a cual es una
base de datos basada en evidencia a partir de > 54000 publicaciones, que a
diferencia de la base de datos del KEGG en su versidn mas reciente es gratuita.

El perfil de la abundancia relativa viral fue obtenidad con ViromeScan el
cual utiliza una base de datos jerarquica de virus (92 genomas de virus humanos
de ADN, 664 virus de humano de ADN/ARN, 1646 virus de ADN de eucariotas y
4370 virus de ADN/ARN de eucariotas) para la asignacion taxonémica [62].

La abundancia realtiva de bacteriéfagos o fagos (virus que infectan bacterias) se
obtuvo mapeando, con Bowtie2, las lecturas filtradas versus 1390 genomas
completos presentes en RefSeq. La frecuencia de mapeo se generé con el
subcomando idxstats de Samtools. Se diseid un script para poder crear una
tabla de abundancia con base en el numero de lecturas mapeadas respecto a la

referencia.
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7.11. Analisis estadistico de abundancia relativa de bacterias, arqueas y
virus.

Para poder hacer una reducciéon de la dimension de los datos e identificar la
distribucion y la magnitud de las diferencias entre los taxas (bacteria, arquea y
virus) presentes a nivel de familia, género y especie, asi como de las funciones, se
realizd estadistica descriptiva y métodos multivariados de ordenacion,

linealizacion, clusterizacion y de asociacion.

Estadistica descriptiva e inferencial: se calculé media, varianza y desviacion

estandar para los datos antropométricos y bioquimicos. Se realiz6 una prueba de
normalidad de los datos. Ademas, se utilizdé Ji-cuadrada, analisis de varianza
(ANOVA) de una via como parte de la estadistica inferencial paramétrica y para
los datos no paramétricos se usé el analsis de varianza Kruskall-Wallis para
identificar diferencias a nivel de medias de los metadatos antropométricos vy
bioquimicos. Para evaluar si existia diferencia significativa entre los resultados de
los niflos con normopeso y obesidad se utilizd la pueba de estadistica no
parmétrica Mann Whitney/Wilcoxon Rank-sum test (en la funcién de R wilcox.test
con la opcidn paired=FALSE) que a diferencia de la prueba Wilcoxon signed-rank
test (en la funcién de R wilcox.test con la opcién paired=TRUE), sirve para dos

poblaciones independientes, es decir, una comparacion no pareada.

Estadistica multivariada de ordenacion: Se utilizd analisis de ordenacién o

gradientes para obtener la distribucion de las abundancias relativas a nivel de
género y especie, asi como de los perfiles funcionales de MetaCyc. Para el
analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés), analisis de
coordinados principales, también llamado escalamiento multidimensional métrico
(PCoA/MDS, por sus siglas en inglés) y escalamiento muntidimencional no métrico

(NMDS, por sus siglas en inglés) se utiliz6 el paquete ade4 y vegan de R.

Estadistica _multivariada de linealizacion: El analisis discriminante lineal (LDA,

Linear discriminant analysis, por sus siglas en inglés) del efecto de tamafo se
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utilizé LEfSE para determinar las especies/rutas metabdlicas mas discriminantes
entre los nifos con normopeso y obesidad. Los indices de diversidad y graficas se

realizaron utilizando los paquetes vegan y ggplot2, respectivamente.

Estadistica multivariada de asociacion: Para el analisis multivariado de asociacion

con modelo lineal se utilizé el paquete de R Maaslin el cual identifica asociaciones
entre composicion bacteriana y variables fenotipicas [63]. Todos los metadatos
(datos y descripciones de la muestra que provee contexto para los datos de
secuenciacion) fueron usados en un modelo linear generalizado (GLM) como
predictores lineales. La abundancia relativa de los microorganismos y rutas
metabdlicas fue transformada con la raiz cuadrada del arco-seno (arcsin-square

root) y se us6é como variable de respuesta.

Estadistica_multivariada de clusterizacion: Los enterotipos del microbioma son

clusters obtenidos a partir de una tabla de abundancia relativa y fueron asignados
mediante el tutorial de la publiacacidn original de Arumugam y colaboradores en el
2011 el cual se encuentra disponible en:
http://enterotyping.embl.de/enterotypes.html) [64]. Se utilizé el algoritmo de
clusterizacion llamado Particion Alrededor de Medoides (PAM, Partitioning arroung
methods, por sus siglas en inglés) para clusterizar los perfiles de abundancia. El
método PAM deriva del algoritmo basico k-medias (k-means), pero tiene la ventaja
de que soporta cualquier medida de distancia arbitraria y es mas robusto ya que
utiliza medianas en vez de medias para limitar la influencia de los outliers, toma
como referencia un objeto ya existente en el cluster, el objeto mas central [65].
Posteriormente se determind el numero 6ptimo de clusters usando el indice
Calinski-Harabasz (CH), esta medida implementa la idea de que la clusterizacion
es mas robusta cuando la distancia entre cluster es sustancialmente mas larga
que las distancias intra clusters. Posteriormente se uso la técnica de validacion de
clusters, el indice Silhouette. Los perfiles de abundancia de géneros y funciones
fueron normalizados para generar una probailidad de distribuciones. Se utilizé una

métrica de distancia de distribucion de probabilidad relacionada a la Divergencia
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de Jensen-Shannon (JSD) para agrupar las muestras. Finalmente, los clusters
fueron visualizados con un grafico de Analisis de Coordinados Principales

utilizando los paquetes de R clusterSim y ade4.

8. RESULTADOS

8.1. Datos antropométricos, dietarios, clinicos y de muestras fecales.

La Tabla 2 presenta un resumen de las caracteristicas antropométricas y
clinicas y de los factores metabdlicos de los individuos seleccionados para el
estudio. Los registros antropométricos de todos los individuos se encuentran en la
Tabla Suplementaria 1; los datos del recordatorio dietario y de factores
metabdlicos de la evaluacion clinica se encuentran en la Tabla Suplementaria 2; la
concentracion de ADN de cada una de las muestras fecales, el porcentaje de
humedad, la relacion 260/280 y la concentracion de acidos grasos de cadena corta

de cada una de las muestras se encuentra en la Tabla Suplementaria 3.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los nifios de este estudio

Caracteristicas Normal Obeso Valor p
Numero de nifios n=10 (50%) n=10 (50 %) nd
Femenino (%) 50% 50% 1.002
Edad (afios) 9.9 +0.30 10.0 £0.24 0.78°
Antropométrica

Peso (kg) 32.97 +1.57 45.93 +1.36 <0.001°
Altura (cm) 1.38 +0.02 1.371 £0.02 0.889°
IMC (kg/m?) 17.41 +0.50 24.58 +0.84 <0.001°
IMC (percentil) 61.49 +7.37 99.03 £0.32 <0.001°
IMC <85 pc >95 pc nd
Factores Metabdlicos

Glucosa en ayunas (mg/dL) 92.86 +2.32 95.3 +1.64 0.426°
Triglicéridos (mg/dL) 55.59 +4.63 218.68 £6.78 <0.001°
Colesterol Total (mg/dL) 140.10 £5.81 187.26 £11.29 0.002°
HDL (mg/dL) 49.75 +3.87 39.70 +1.93 0.041°
LDL (mg/dL) 79.28 +6.02 103.83 +9.93 0.060°
Acidos Grasos de Cadena Corta

Acido acético (mM) 203.91 +45.32 169.56 +36.34 0.650°
Acido propidnico (mM) 132.69 +£34.39 87.64 £28.50 0.257°¢
Acido butirico (mM) 50.42 +17.59 22.47 +4.77 0.406°

IMC: indice de masa corporal; HDL high-density lipoprotein, lipoproteina de alta densidad; LDL low-
density lipoprotein, lipoproteina de baja densidad; pc percentil; nd no determinado. Los datos son
las medias = desviacion estandar. p-values fueron calculados de acuerdo con: aTest de Ji-
cuadrada, PPrueba de ANOVA para varianzas iguales, y Prueba de Kruskal-Wallis para varianzas
diferentes. p<0.05 es considerado estadisticamente significativo.
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La evaluacién antropométrica, Figura 6, no indica diferencia en edad y
altura entre los dos grupos, pero se identifica una diferencia significativa entre el

peso y los percentiles de IMC (p < 0.001), lo que concuerda con el fentipo

observado.
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Figura 6. Diagrama de caja y bigote de Peso, Altura y percentiles del indice de Masa
Corporal. Esta grafica permite ver la dispersién de los puntos con la mediana, los
percentiles 25 y 75 y los valores maximos y minimos. Se realizé una prueba ANOVA para
obtener diferencia significativa. Valores de (*) P < 0.05, (**) P < 0.01, (***) P < 0.0001 son
considerados significativos.

En el caso de los parametros bioquimicos, Figura 7, los nifos con obesidad
muestran diferencia significativa en los niveles séricos de colesterol total, y
triglicéridos, aunque la lipoproteina de baja densidad mostré un incremento en
concentracion en los nifios obesos esta diferencia no fue significativa. De la misma
manera la lipoproteina de alta densidad estuvo significativamente disminuida en
los nifilos obesos respecto a los de normopeso. Mientras que el nivel de glucosa

entre los dos grupos no presenté diferencia.
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Figura 7. Diagrama de caja y bigote de los parametros bioquimicos: Glucosa, colesterol,
HDL, LDL, Leucocitos, Eritrocitos, Hemoglobina glicocosilada, hematocrito y plaquetas.
Esta grafica permite ver la dispersion de los puntos con la mediana, los percentiles 25 y
75 y los valores maximos y minimos. Se realizd una prueba ANOVA, para varianzas
iguales y Kruskal-Wallis para varianzas diferentes para obtener diferencia significativa.
Valores de (*) P < 0.05, (**) P < 0.01, (***) P < 0.0001 son considerados significativos.

La concentracién de los acidos grasos de cadena corta, Figura 8, no

muestra diferencia entre los nifios con normopeso y los nifios con obesidad.

Aunque los participantes fueron seleccionados aleatoriamente de una base de

datos mayor donde previamente se habia reportado una disminucion significativa

de acido propidnico y acido butirico en nifios obesos [38].
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Figura 8. Diagrama de caja y bigote de los acidos grasos de cadena corta: Acido acético,
acido propidnico y acido butirico. Esta grafica permite ver la dispersién de los puntos con
la mediana, los percentiles 25 y 75 y los valores maximos y minimos. Se realizé una
prueba Kruskal-Wallis para varianzas diferentes para obtener diferencia significativa.
Valores de (*) P < 0.05, (**) P < 0.01, (***) P <0.0001 son considerados significativos.

8.2 Control de calidad de lecturas
Se obtuvieron lecturas de 126 nt, con mas de 48 Millones de lecturas
pareadas en total, 7.2 Gb de datos por muestra en promedio, los datos completos

de lectura por individuo se muestran en la Tabla Suplementaria 4.

El analisis metagenomico comienza con la comprobacion de la calidad de
las muestras en consideracion. Aunque la calidad es esencial, no siempre produce
un cambio significativo en los perfiles taxondmicos y funcionales obtenidos durante
el analisis, aunque esto esta en funcion del numero de ciclos y la tecnologia de
secuenciacion utilizada. Un panorama general de los datos utilizados en este
estudio se encuentra en la Figura 9, una grafica de calidad para 2 de las
muestras, una con datos crudos (izquierda) y otra con los datos recortados

(derecha).
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Figura 9. Analisis de calidad de lecturas.

reads.

A) Distribucion del score Phred por ciclo. B)
Proporcion GC por ciclo. C) Distribucién de k-mer de 8nt por ciclo. D) Distribucion de
porcentaje de longitud de lecturas. D) Porcentaje de reads repetidos por ciclo. E)
Porcentaje de reads por encima de la calidad minima. F) Distibucién de calidad media de
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La Figura 10 muestra la distribucion del numero de reads, porcentaje de
reads que mapean contra el genoma humano y el porcentaje de reads impares
para cada una de las muestras. El promedio de lecturas impares fue de 1.26 % por
muestra y el porcentaje de lecturas correspondientes a humana fue del 0.17 % en
promedio. Las lecturas utilizadas fueron de gran calidad, con un pocentaje muy

alto de lecturas pareadas con bajo contenido de contaminacion de lecturas
provenientes de humano.
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Figura 10. Distribucion del numero de lecturas por muestra, porcentaje de lecturas
correspondiente a humano y porcentaje de lecturas no pareadas.
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8.3 Diversidad taxonémica y enterotipos

Los datos de abundancia relativa de bacterias se encuentran en el

repositorio Gist de Github disponible en el siguiente enlace https:/qit.io/fissF .La

asignaciéon taxonomica con Metaphlan2 mostré una diferencia a nivel de medias
en la abundancia relativa en los phylum Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Candidatus Saccharibacteria, Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes en la

comunidad microbiana identificada en los nifios con normopeso comparado con
los niflos con normopeso.
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Figura 11. Grafica con error extendido para abundancia a relativa a nivel de phylum. La
prueba de Welch's t-test con correccién Storey FDR mostré diferencias altamente
significativas. El valor q, representa el valor p corregido. El phylum Firmicutes
sobrerepresentado en las muestras de nifios obesos (rojo) tienen una diferencia negativa
respecto a la abundancia relativa de los nifios con normopeso (azul). El phylum
Bacteroidetes sobrrepresentado en las muestras con normopeso tienen una diferencia
significativa positiva en sus abundancias.

Por ejemplo, aunque la abundancia relativa de Prevotella copri, una bacteria
perteneciente al filo Bacteroidetes, ha sido reportado a estar asociado a artritis
reumatoide en humanos, que aunque se incrementé en un 3.08% en nifios con
normo peso a un 13.63% en nifios obesos, dicha diferencia no fue
estadisticamente significativa. (p =0.440). Por otra parte, la abundancia de la
especie Bacteroides coprocola, otro miembro del filo Bacteroidetes asociado a
diabetes tipo 2 (T2D, por sus siglas en inglés) disminiyd su abundancia de un
5.28% en normopeso a 0.54% en nifios obesos, pero sin que esta diferencia sea

significativa (p = 0.286) Figura 12.
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Figura 12. Abundancia relativa de las especies mas representativas. La abundancia
relativa de las especies debia estar presente en menos 20% de las muestras y tener una
abundancia relativa superior a 0.01.

La comunidad de arqueas presentd un incremento en unclassified species
of Methanobrevibacter en nifios obesos. Para la comunidad viral, el analisis
metagendmico no encontré diferencia significativa en la abudancia relativa en
nifos obesos comparado con niflos con normopeso. Sin embargo, la abundancia
relativa del virus Human herpesvirus 4 (NC_007605.1) presentdé un incremento
significativo de 0.08% en nifilos con normopeso a un 1.53% en nifios obesos (p =

0.017), mientras que la abudancia del Torque teno midi virus 1 (NC_009225.1)
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disminuyé de 2.21% en normopeso a 0.72% en nifos obesos sin que este cambio

sea significativo (p =0.282).

En la exploracidén de la abundancia relativa de fagos, logramos identifcar el
fago mas abundante de la microbiota hata ahora reportado en la literatura,
CrAssphage, cuyo numero de lecturas fue de 29,748 en normopeso y 78,111 en
nifos con obesidad, esta diferencia no es estadisticamente significativa
(p=0.473), Figura 3B, y la abundancia de lecturas bien puede ser debida a la
secuenciacion, sin embargo es importante plantear una estrategia que ayude a
esclarecer el papel de ese fago en la dinamica microbiana.

Un analisis de clusters de los datos provenientes de secuenciacion revelan
la presencia en nuestros datos de tres enterotipos previamente reportados:
Enterotipo 1, enriquecido en Bacteroides spp.; Enterotipo 2, enriquecido en
Prevotella spp. con un 50% de nifios obesos y Enterotipo 3, enriquecido en

Ruminoccocus spp. con 50% con niflos con normopeso, Figura 13.
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Figura 13. Grafica de Coordinados Principales a nivel de género para identificacion de
Enterotipos. Las lineas conectan a cada individuo que tienen el mismo enterotipo
(utilizando el método de clusterizaciéon PAM). El centro de gravedad de cada cluster esta
coloreado para cada enterotipo: Enterotipo 1 (azul), Enterotipo 2 (rojo), Enterotipo 3 (lila).

8.4 Composicion taxonémica y funcional del microbioma de nifios con
normopeso y obesidad.

Se realizd un analisis con MetaPhlan2 y HUMANN2 a los datos obtenidos
mediante secuenciacién masiva tipo shot-gun. Se observdé que Megamonas spp.,
una bacteria Firmicutes estaba al menos 2-fold mas significativamente abundante
en ninos obesos que en niflos con normopeso. Por otra parte, la abundancia
relativa de algunos miembros del filo Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria
estaban al menos 2-fold mas abundantes de manera significativa en nifios con
normopeso que en nifios con obesidad. El Filo firmicutes incluia en nuestras
muestras a bacterias tales como Ruminococcus spp., Clostridium citroniae,

Coprococcus comes, Streptococcus thermophilus, Dorea formicigenerans,

33



Oscillibacter spp, y otros miembros de la Familia Oscillospiraceae. El filo
Bacteroidetes incluia las especies Bacteroides ovatus, B. xylanisolvens, B.
salyersiae, y B. faecis, mientras que el filo Proteobacteria incluyé los miembros de

la Familia Desulfovibrionaceae, Figura 14.
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Figura 14. Andlisis Linear discriminant analysis (LDA) Effect Size (LEfSe) de los taxa
bacterianos representativos. El LDA score muestra el tamano del efecto de la abundancia
relativa correspondiente a cada fenotipo.

Adicionalmente, para explorar la diversidad de la microbiota, caracterizamos
el microbioma de nuestros sujetos de estudio. El analisis de abundancia de rutas
metabdlicas mostré que los médulos KEGG de la ruta de la glucdlisis, Glycolysis |
(de Glucosa 6-Fosfato) (p=0.013), y Glycolysis Il (de Fructosa 6-Fosfato)
(p=0.016) estaban significativamente sobrerepresentados en nifos con

normopeso, Figura 15.

34



Path abundance

I Normal

1 1 1 1 1 '

PWY_5484

|
swvcouvss | [
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2’5

LDA SCORE (log 10)

Figura 15. Analisis Linear discriminant analysis (LDA) Effect Size (LEfSe) de la
abundancia de rutas metabdlicas. EI LDA score muestra el tamano del efecto de la
abundancia relativa correspondiente a cada fenotipo.

Los resultados del analisis de la cobertura de las rutas metabdlicas del
KEGG mostraron 4-fold mas abundancia de tres rutas de sintesis anabdlica de
nucleotidos como pirimidina, guanosina en nifios con normopeso, y abundancia en

cuatro rutas de sintesis anabdlica de aminoacidos o azucar en nifios obesos,

Figura 16.
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Figura 16. Analisis Linear discriminant analysis (LDA) Effect Size (LEfSe) de la cobertura
de rutas metabdlicas. El LDA score muestra el tamafo del efecto de la abundancia relativa

correspondiente a cada fenotipo.

En lo que respecta a Is familias de genes del KEGG, los datos analizados
mostraron un incremento significatico en la abundancia relativa de al menos 2-fold,
en genes como 4-O-B-d-mannosyl-d-glucose phosphorylase (RXN_12977) en
normopeso y en genes catabdlicos como el a-amylase (ALPHA_AMYL_RXN), una
enzima para la hidrdlisis de enlaces (1 — 4)-a-D-glucosidicos de polisacaridos en

nifios obesos, Figura 17.
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Figura 17. Analisis Linear discriminant analysis (LDA) Effect Size (LEfSe) de la
abundancia de familias de genes. El LDA score muestra el tamano del efecto de la

abundancia relativa correspondiente a cada fenotipo.

Sin embargo, cuando se realizé una grafica PCoA con la distancia Bray-
Curtis-de la abundancia de las rutas metabdlicas, de cobertura y de abundancia

relativa de genes no se observo un cluster funcional evidente entre los dos grupos

de ninos, Figura 18.
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Figura 18. Beta diversidad funcional. Analisis de coordinados principales (PCoA derivados
de distancia Unifrac ponderada y distancia Bray-Curtis entre muestras.

Por otra parte, se encontré asociacion cuando se comparé los metadatos
con la abundancia relativa de las especies identificadas, donde los niveles altos de
colesterol sérico estan relacionados con la baja abundancia de la Familia

Oscillospiraceae en nifios obesos, Figura 19.
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Figura 19. Asociacion multivariada con modelo lineal. El incremento de colesterol sérico
estd asociado negativamente con la abundancia relativa de la familia Oscillospiraceae.

8.5. Diversidad filogenética y diversidad funcional en microbiomas de nifios

con normopeso y hiinos obesos.

Se realiz6 un analisis de agrupacion por clusters de todas las especies
identificadas graficando unicamente las 15 especies mas abundantes en el
microbioma, el set completo de metadatos y los ortélogos identificados con la base
de datos EggNOG.

El grafico de calor de este analisis muestra una clusterizacion jerarquica de
especies de los nifios con normopeso y obesidad para el filo Bacteroidetes,
Alistipes putrenidis, A. shahii, Prevotella copri, Parabacteroides merdae, y otros
siete diferentes Bacteroides: Bacteroides ovatus, B. vulgatus, B. uniformis, B.
stercoris, B. dorei, B. cacae, y B. coprocola. Lo mismo ocurre con miembros del
filo Firmicutes, tales como Subdoligranulum spp., Eubacterium rectale,

Faecalibacterium prausnitzii, y Ruminococcus bromii, Figura 20A.
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Figura 20. Mapa de calor de perfil taxondmico, funcional y de variables de estudio. A)
Especies mas abundantes. B) Ortdlogos significativos presentes en las especies mas
abundantes, agrupados respecto a especiesc. C) Clusterizacién de metadatos respecto a
los ortélogos de las especies mas abundantes.

El analisis con los genes ortdlogos derivados del analisis metagendmico

funcional utilizando la base de datos EggNOG, Figura 20B (Apéndice A, Tabla
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Suplementaria 7) muestra cuatro principales clusters de médulos metabdlicos, en
términos de ortologia incluyen categorias ligadas a funciones de pared celular,
membrana, y desarrollo de envoltura, asi como transporte y metabolismo de
lipidos y aminoacidos. Un segundo cluster incluye produccion y conversion,
mecanismos de transduccion de sefales, mientras que un tercer cluster agrupa
metabolismo de nucledtidos y de transporte de carbohidratos, transcipcion de
ADN, estructura ribosomal y biogénesis y produccion y conversion de energia. Un
cuarto cluster incluye ortélogos de replicacion, replicacion, recombinacion y
reparacion, estructura ribosomal y biogénesis, ademas de la enzima piruvato
fosfato diquinasa, y ortélogos del grupo de transporte y metabolismo de
carbohidratos, Figura 20B. Finalmente, el analisis estadistico utilizando los
metadatos clinicos, muestran tres clusters, el primero agrupando triglicéridos, el
percentil del IMC y el peso; el segundo grupo a la glucosa, acetato, colesterol y
lipoproteina de baja densidad; mientras que un tercer cluster al butirato,

lipoproteina de alta densidad, altura y propionato, Figura 20C.

9. DISCUSION

El sobrepeso y la obesidad son enfermedades de escala global de acuerdo
la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE), y al
menos uno de cada tres adultos y uno de cada cinco nifios la padecen entre los 35
paises miembros de dicha organizacion [66]. En paises como México, el
sobrepeso y la obesidad han incrementado a un ritmo alarmante en los ultimos
afios, donde son afectados al menos uno de cada tres nifios y adolescentes entre
5 y 11 anos [67]. En un trabajo reciente previo a este proyecto, analizando
bacterias del colon distal entre nifios con sobre peso y obesidad, se encontré una
asociacion entre las condiciones y los niveles de produccion de SCFs en nifios
mexicanos [31]. El sobrepeso y la obesidad se comienzan a desarrollar en la
infancia o adolescencia e implica factores genéticos en el genoma humano, asi
como en el microbioma humano. Estudios de tipo MGWAS ha probado el papel

importante del microbioma en el desarrollo de enfermedadeds tales como diabetes
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tipo 2 [45], cancer colorectal [46], y artritis reumatoide en adultos [47], lo ha ma
mostrado genes microbioanos particulares en cada estudio. En este trabajo,
realicé un estudio comparativo del microbioma entre nifios con normopeo y nifios
obesos mexicanos de un estudio de cohorte en obesidad.

Los resultados muestran que los nifios obesos tienen incrementado el peso
y el percentil de IMC, ademas de un incremento en los niveles de triglicéridos y
colesterol (dislipidemia), Figura 7. La caracterizacion microbiana basada en el
analisis de los datos de metagendmica tipo shot-gun muestra que en general la
abundancia de bacterias, arqueas y comunidades virales son comparables entre
nifos con normopeso y sobrepeso. Sin embargo, en lo que respecta a los virus,
hay un incremento significativo de 19-fold en Human herpesvirus 4 (HHV-4) en
heces en niflos obesos. Hay un reporte de que existe una asociacion de diferentes
Human herpesvirus 1 con la obesidad en una poblacion de EE. UU. entre 20 y 49
anos [68], lo que indicaria que éste es el primer reporte de asociacion de HHV-4
con obesidad infantil. Tambiénse observé un incremento en el numero de lecturas
para el fago CrAssphage en nifios obesos; este virus infecta bacterias del filo
Bacteroides y recientemente se probd que infecta a Bacteroides intestinalis, una
bacteria asociada con obesidad [69].

Respecto a las arqueas, hubo una disminucion en la abundancia de |
arquea metanogénica Methanobrevibacter smithii en nifilos obesos en este estudio,
este resultado concuerda con un reporte en adultos franceses [70]. Sin embargo,
hubo un incremento en la abundancia relativa de una diferente especia no
clasificada Methanobrevibacter spp. en los mismos nifios. Miembros de este
geénero tienen una productiva acividad sacarolitica permitiendo la digestion de
polisacaridos en el coléon [71] y se ha reportado que son responsables del
incremento de peso corpotal relacionado con dieta en un modelo murino [72]. La
obesidad también involucra un estado crénico de inflamacién de baja intensidad
[73], y una cepa de Methanobrevibacter smithii esta repostada de ser capaz de
unducir una respuesta inflamatoria por citosinas por activacion y liberacion de
citosinas proinflamatorias en células dentriticas en células dendriticas humanas,

derivadas de monocitos, que contribuyen a la obesidad [74]. En reporte de un
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estudio hecho en Estados Unidos con ina poblacion adulta de 18-40 afios, hubo
una asociacion positiva de Methanobrevibacter spp. con una dieta alta en
carbohidratos [75], con un indice de masa corporal y grasa corporal mayor [76].
Ademas, la misma colonizacion de M. smithii esta asociada positivamente con un
incremento en el riego de sobrepeso en nifilos de 6 — 10 afos en los Paises Bajos
[77].

Cuando se realizo el analisis de la comunidad bacteriana, los nifios con
normopeso y con obesidad fueron estratificados basados en tres diferentes
enterotipos bacterianos [64,78]. Se observé que la mayoria de los nifios con
normopeso tenian una comunidad bacteriana dominada por Ruminococcus spp.
(Enterotype 3), mientras que la mayoria de los nifios con obesidad tenian una
comunidad dominada por Prevotella spp. (Enterotype 2) (Figura 13, Tabla
Suplementaria 5). Estos dos enterotipos representan el 75% de los nifos
estudiados. La estratificacion de comunidades bacterianas en enterotipos ha sido
reportada para microbiota asociada a tumor y no-asociada a tumor de cancer
colorectal [79], y como factor de riesgo cardio-metabdlico asociado a dieta [80]. En
este estudio, se observo que la abundancia relativa de Prevotella copri increment6
en nifos con obesidad, de esta forma, consideramos que una dominante
Prevotella spp. en particular asociada con la obesidad en nifios Mexicanos en una
edad entre 9 y 11 afos.

Por otra parte, en un analisis LEfSe, observamos que nifios con normopeso
varios miembros del filo Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria estan al menos
2-fold mas abuntantes comparandolo con nifios con obesidad, Figura 14, siendo
el radio Firmicutes/Bacteroidetes correspondiente con reportes previos de estudios
de obesidad [81].

Respecto al filo Proteobacteria, en este estudio, un analisis con Metaphlan2
mostré que los miembros de la Familia Desulfovibrionaceae, por ejemplo, Bilophila
wadsworthia estaban 2-fold mas abundantes en nifios con normopeso que en
nifos con obesidad, Figura 14. Miembros de esta familia son anaerobios estrictos
reductores de sulfato, y el incremento de su abundancia esta reportado en

estudios asociados a obesidad, Tabla 1.
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Entre el filo Bacteroidetes, este estudio muestra que miembros de la familia
Bacteroidaceae, tales como Bacteroides faecis, B. ovatus, B. xylanisolvens, and B.
salyersiae estaban 2- a 4-fold mas abundantes en nifios con normopeso que en
nifios con obesidad, Figura 4A. La relacion funcional entre el hospedero y los
miembros del filo Bacteroidetes es complejo, debido principalmente a su
diversidad gendmica, sumado su versatilidad metabdlica funcional, lo que le
permite a los miembros de este filo adaptarse rapidamente a los cambios de
entorno en el coléon [82]. Se ha reportado una alta abundancia relativa de
Bacteroides spp. asociada con normopeso, con el importante papel de mantener el
balance ecolégico de la concurrencia de la microbiota en el colén, debido a su
actividad sacarolitica productora de acetato, propionato y succinato (Tabla 3).

Se indentificé varios Firmicutes, los cuales son mas abundantes entre nifios con
normopeso que nifios con obesidad. Streptococcus thermophilus, Dorea
formicigenerans, Anaerostipes hadrus, Veillonella parvula, Coprococcus comes,
Lachnospiraceae bacterium 7_1 _58FAA, Oscillibacter spp., Holdemania spp.,
Clostridium citroniae, and Ruminococcus sp. 5 1 39BFAA, Figura 14. Hay
evidencia reportada en la literatura de que estas bacterias juegan un papel
importante en la prevencion de la obesidad en humanos a través de la produccion
de metabolitos o modulaciéon inmunoldgica. La abundancia de S. thermophilus
incrementa la lipdlisis de adipocitos en un modelo de raton transgénico obeso aP2-
agouti, el cual es suceptible a obesidad inducida por dieta, y que exibe patrones
de experesion de humano en genes relacionados con obesidad [83], Tabla 3. En
otro reporte, una cepa del género Anaerostipes spp. se mostré que incrementaba
el contenido de butirato en un modelo murino sanos; el butirato es una fuente de

energia para el epitelio instestinal, estimula la produccion de células T .
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Tabla 3. Bacterias del colon aumentadas o disminuidas significativamente en este estudio.

Phylum Proteobacteria

bacteria este trabajo otros reportes referencia
2-fold méas Una disminucion en la abundancia de la familia Desulfovibrionaceae ha sido asociada con sobrepeso y
- . . L Karlsson et al., 2012
Familia abundantes en obesidad en un estudio hecho en nifios suecos de edad preescolar.
Desulfovibrionaceae, nifios con B. wadsworthia es significativametne mas abundante en delgados que en obesos en una poblacién

Bilophila wadsworthia

normopeso que
en nifios obesos

japonesa adulta.

Andoh et al., 2016

Bilophila spp. incrementa su abundancia en una dieta alta en azdcar en un modelo murino.

Sen etal., 2017

Phylum Bacteroidetes

bacteria este trabajo otros reportes referencia
Un incremento de Bacteroidetes debido a una intervencién alimentaria reduce el IMC en adolescentes
~ Nadal et al., 2009
Familia espafioles.

Bacteroidaceae,
Género Bacteroides
faecis, B. ovatus, B.
xylanisolvens, and B.

2 a 4-fold mas
abundnates en
nifios con
normopesos que
en nifios obesos.

B. acidifaciens miembro de la Familia Bacteroidaceae, su incremento previene la obesidad y mejora la
sensibilidad a insulina en modelo murino.

Yang et al., 2017

B. faecis estd negativamente asociado con marcadores para dislipidemia en mujeres danesas adultas.

Brahe et al., 2015

B. ovatus mantiene la diversidad de la microbiota del colon mediante una hidrdlisis eficiente de fibra soluble
como el almidén, produciendo oligosacaridos y dextrinas, las cuales para otras bacterias no sacaroliticas.

Degnan et al., 1997

salyersiae. B. xylanisolvens degrada xilanos a acetado, propionato y succinato en colon humano. Chassard et al., 2008
B. salyersiae ha sido aislado de heces fecales humanas. Song et al., 2004
Phylum Firmicutes
bacteria este trabajo otros reportes referencia
Streptococcus S. thermophilus un probidtico asociado con la reduccién de peso corporal, acumulacién de grasa, actividad

thermophilus

Dorea
formicigenerans

Anaerostipes hadrus

Veillonella parvula

COpI’OCOCCUS comes

Lachnospiraceae
bacterium 7 1 58 FAA

Oscillibacter sp.
unclassified

Holdemania spp.

Clostridium citroniae

Ruminococcus sp. 51
39BFAA

2-fold mas
abundantes en
nifios con
Nnormopeso que en
nifios obesos.

sintasa en adipocitos.

Yoda et al., 2015

D. formicigenerans, un productor de serina proteasa, cuya abundancia incrementa después de la limpieza a
intestino en adultos ingleses.

Jalanka et al., 2015

D. formicigenerans disminuye su abundancia después de tratamiento antibiético en adultos japoneses que
sufren de colitis ulcerativa.

Nomura et al., 2005

A. hadrus, una cepa de este género ha mostrado incrementar el contenido de butirato en el colon en
modelos murinos sanos.

Zhang et al., 2016

V. parvula usualmente considerado parte de la microbiota oral, o un patéteno oportunista de humanos.

Al-Otaibi and Al-
Mohizea, 2014

Veillonella spp. esta negativamente correlacionados con triglicéridos de cadena corta en suero y en heces,
en un estudio hecho en nifios a nivel preescolar de Finlandia y Estonia.

Kostic et al., 2015

C. comes, su abundancia disminuye junto con IMC, los triglicéridos séricos, el colesterol y el colesterol LDL
en adultos alemanes afectados de diabetes / obesidad tipo 2 después de la cirugia de bypass gastrico.

Graessler et al., 2013

Familia Lachnospiraceae, se asocia con un menor aumento de peso a largo plazo en mujeres de
ascendencia caucasica.

Menni et al., 2017

O. valericigenes un conocido productor de acido valérico.

Lino et al., 2007

H. filiformis un productor de acido acético y acido lactico.

Willems et al., 1997

Holdemania spp. associated to leanness in Japanese men.

Kobayashi et al., 2015

C. citroniae mas abundnate en adultos delgados que en adultos obesos en poblacién japonesa.

Andoh et al., 2016

C. citroniae es un patdgeno oportunista asociado con colitis en adultos.

Gustafsson et al., 2012

Ruminococcus spp. correlacionado positivamente con concentracion de trglicéridos de cadena corta en
suero y heces en un estudio de nifios en edad preescolar en Finlandia y Estonia.

Kostic et al., 2015

Megamonas sp.
unclassified

More than 2-fold
more abundant in
obese than in
normal-weight
children.

Megamonas spp. mas abundante en adultos taiwaneses obesos que en normopeso.

Chiu et al., 2014

Megamonas spp. abundancia significativamente reducida en nifios mexicanos con diabetes tipo 1 respecto
al grupo control sano.

Mejia-Lebn et al., 2014

Megamonas spp. mas abudante en sujetos con normopeso y pre-diabetes Chinos que en adultos
diagnosticados recientemente con diabetes tipo 2.

Zhang et al., 2013
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reguladoras, inhibe la inflamacién y regula la expresion génica, Tabla 3. Una
disminuciéon de bacterias productoras de butirato esta asociada con varias
enfermedades inflamatorias, como la obesidad [84]. Por esto, en nuestro grupo de
estudio se ha reportado previamente una disminucion en la produccion de butirato
por la microbiota de nifios con obesidad mexicanos menores de 11 afios dentro del
mismo estudio cohorte [38]. Veillonella parvula es un patégeno oportunista,
miembro del género Veillonella spp., el cual esta corelacionado negativamente con
triglicéridos de cadena corta (Tabla 3). En otro reporte, se menciona que V. parvula
tiene propiedades inmunomoduladoras potenciales que inducen respuestas de
citoquinas como la produccién de interleuquina-6 (IL-6) en células dendriticas.

Ademas, en el mismo repore, una combinacion de Veillonella spp. con
Streptococcus spp. aumenta la respuesta de IL-8, IL-6, IL-10, y TNF-a [85]. Lo cual
es interesante ya que hay reportes de que IL-8, y TNF-a, estan elevadas en
obesidad de humanos. [86], la citosina IL-6 tiene efecto antiinflamatorio y juega un
papel compensatorio en la obesidad incrementando la produccion de la proteina
de islote pancreatico glucagon-like peptide-1 (GLP-1) [87], y la IL-10 participa en la
prevencion de la inflamacion de bajo impacto causada por la obesidad [88]. En
este estudio, S. thermophilus mostré una abundnacia de 2-fold en nifios con
normopeso, Figura 4A, asi que consideramos que una abundancia pareada de V.
parvula y S. thermophilus estd asociada con normopeso en niflos mexicanos,
donde sinérgicamente regulan la produccion de IL-6 para contibuir a la reduccion
de la inflamacion. La abundancia de Coprococcus comes, una bacteria productora
de acidos butiritom acético, férmico y propionico [89], es mas alta en nifios con
normopeso, Figura 14. La abundancia de esta bacteria disminuye junto con el
IMC, triglicéridos séricos, colesterol y LDL después de una de baypass gastrico
Roux-N-Y en adultos alemanes, Tabla 3.

En nifos con normopeso, las bacterias pertenecientes a la Familia
Oscillibacter spp. fueron significativamente mas abundantes que en los nifios con
obesidad, Figura 14. Oscillibacter valericigenes (Oscillaspiraceae) es una bacteria
bien conocida en producir acido valérico, Tabla 3, se encontré6 una importante
asociacion negativa (SD=0.0018, p=2.64e-25, ¢=0.0807) de esta Familia con
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los niveles de colesterol sérico y el IMC entre los nifios de nuestro estudio, Figura
19. Estos resultados concuerdan con el papel de inhibidor de la sintesis del
colesterol hepatico producido por derivatos del acido valérico en ratas [90]. Otro
Firmicutes, Holdemania spp. fue 2-fold mas abundante en nifios con normopeso;
esta bacteria es una productora de acido acético y lactico, y miembros de su
género han sido asociados en previos reportes a un estado magro en hombres
japoneses, Tabla 3. Clostridium citroniae es un Firmicutes que esta 2-fold mas
abundante en normopeso en nuestro estudio. Una cepa de esta bacteria fue
reportada con una abundancia superior en adultos delgados que en obesos en un
estudio en poblacion japonesa, sin embargo, parecer ser, ademas, un patdégeno
oportunista asociado con colitis en adultos, Tabla 3. En este estudio
Ruminococcus sp. 5 1 _39BFAA, fue dos veces mas abundnate en normopeso
que en obesidad, Figura 14. Esta cepa pertenece a un género donde sus
miembros son reportados com patdgenos o probioticos [91]; sorpresivamente
Ruminococcus spp. correlaciona positivamente con la concentracion de
triglicéridos de cadena corta en suero y heces en un estudio hecho en nifios de
preescolar en Estonia y Finlandia, Tabla 3.

Por otra parte, encontramos gram negativos no clasificados de la familia
Firmicutes, Megamonas spp. mas de 2-fold sobrerepresentada significativamente
en ninos obesos que en nifos con normopeso, Figura 14. Miembros del género
Megamonas spp. son productores activos de acido propionico y acético, al ser
bacterias sacaroliticas [92]. Se observaron resultados similares acerca de la
abundancia de estas bacterias en adultos obesos de Taiwan, Tabla 3. Sin
embargo, la abundancia de Megamonas spp. se redujo significativamente en un
estudio de niflos mexicanos con inicios de diabetes tipo 1 respecto a su grupo
control sano [93], mientras que en un estudio de diabetes tipo 2 en adultos chinos,
el género Megamonas fue mas abundante en sujetos con normopeso y pre-
diabetes que en los individuos recientemente diagnosticados con diabetes tipo 2
[94], Tabla 3. Todos los nifios en este estudio mostraron niveles normales de
glucosa, pero los niveles séricos de colesterol estuvieron incrementados en los

ninos con obesidad, Figura 7. Miembros del género Megamonas, estan
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reportados de promover los intermediariarios isoprenoides en la biosintesis de
colesterol a través de la via de piruvato mediada por acido propiénico y alanina
[95, 96], lo que podria explicar su abundancia en nifios con obesidad en nuestro
estudio. Ademas, en un reporte diferente, una disminucién en la abundancia de
Megamonas spp. se observd durante un tratamiento oral con berberina, un
farmaco anticolesterolémico en adultos africanos y chinos [67], lo que afade
importancia a Megamonas spp. en la biosintesis de colesterol.

El analisis con HUMANNZ2, mostrdé que las rutas de MetaCyc Glycolysis_|
(de Glucosa 6-Fosfato), y Glycolysis Il (de Fructosa 6-Fosfato) fueron 2-fold
significativamente sobrerepresentadas en la microbiota de los nifios con
normopeso, Figura 15. Una mayor actividad glucolitica en el colon podria
incrementar la producciéon de acidos grasos de cadena corta, los cuales son
absorbidos por el hospedero. Un incremento en la produccion de acido valérico,
por ejemplo, podria disminuir el acetyl CoA del hospedero, dando la pauta a
niveles lipidicos normales [96]. Por otra parte, el incremento en la produccion de
acido butirico en el hospedero daria como resultado un incremento en las
interleucinas antiinflamatorias [98]. Estos resultados son consistentes con lo
observado en el estudio de la deplecion de la glucdlisis del microbioma de unos
gemelos obesos de Estados Unidos [99]. La cobertura de rutas metabdlicas del
microbioma muestra una sobrerrepresentadas de tres rutas de sintesis de
nucledtidos tales como pirimidina y cuanosina en normopeso, y abundancia en
cuatro rutas anabdlicas para sintesis de aminoacidos o azucar en nifos obesos,
Figura 16 (Apéndice, Tabla Suplementaria 6), sin embargo, no se logré encontrar
una explicacion a esta observacion.

La abundancia de familia de genes del microbioma mostré que la RXN a-
amilasa (o a-Amilasa (EC 3.2.1.1)) estaba 2-fold mas significativa en nifios con
obesidad, Figura 17 (Apéndice A, Tabla Suplementaria 6). Esta enzima lleva a
cabo la hidrdlisis de enlaces glucosidicos a-1,4 de almidon resistente del colon.
Resultados similares fueron observados en nifios de estados unidos con la
enfermedad de higado graso no-alcohdlico [100]. Ademas, el microbioma de

obesos tiene una capacidad de extraer una mayor capacidad energética en forma
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de acido acético y propionico; Megamonas spp. tiene a-amilasa, lo cual podria
guiar a una dislipidemia a través de sintesis de acetil-CoA [95].

El analisis de cluster usando los 15 clusteres de genes mas abundantes
para nuestros datos a partir de la base de datos EQgNOG, Figura 20A (Apéndice
A, Tabla Suplementaria 7), mostr6 que el metabolismo y transporte de
carbohidratos es el grupo funcional mas abundante en el microbioma de la
poblacion de nifos que estudiamos, lo cual es similar a otros estudios del
microbioma humano en adultos chinos y daneses [101]. Adicionalmente, el
ortdlogo de transporte y metabolismo de carbohidratos fosfohexoquinasa
(ENOG4105CTQ) fue significativamente ma abundante (p =0.044) en nifios con
normopeso que en nifios obesos, lo cual promueve la utilizacion de glucosa para
regular la energia en glycolysis | y Il [102], Fugura 20B. De igual manera, el
ortélogo de transporte y metabolismo de lipidos metilmalonil-CoA descarboxilasa
(ENOG4108JB7), fue mas abundante en nifios con normopeso que en nifos
obesos (p=0.056), Figura 20B (Apéndice A, Tabla Suplementaria 7). La
metilmalonil-CoA descarboxilasa juega un papel importante en la produccion de
acido propionico en Megamonas spp., la cual esta involucrada en la sintesis de
colesterol a través de Acetil-CoA [95].

La activida enzimatica anteriormente descrita permite el metabolismo
catabdlico eficiente de los policaridos no digeridos por la diete que van a dar al
colon en los nifios y que es metabolizado por la microbiota del colon. Los
productos de la fermentacién son acidos grasos de cadena corta los cuales tienen
propiedades inmunomoduladoras y anti-inflamatorias [98]. El almidén resistente es
una fibra dietética que puede contribuir a reducir la acumulaciéon de grasa,
aumentar la sensibilidad de insulina, regular los niveles de glucosa en sangre y el
metabolismo de lipidos, por lo que es una fibra dietética prometedora para la
prevencion o el tratamiento de la obesidad y sus enfermedades relacionadas
[103]. En otro informe, el almidon resistente y el quitosano mostraron un efecto
anti-obesidad en un modelo murino [104]. Asi, de esta manera, la microbiota

intestinal de los nifilos con normopeso llevaria entre otras funciones genéticas, la
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capacidad de fermentar polisacaridos resistentes de manera eficiente en el

intestino.

10. CONCLUSIONES

El microbioma de los niflos con nomopeso y con obesidad estudiados en
este proyecto, fueron similares en la composicion de las comunidades bacterianas
y composicién de genes y en la funcion de sus proteinas, Figura 20A; Figura 20B.
Sin embargo, algunos miembros individuales de las comunidades bacterianas
mostraron diferencia significativa entre los nifios con normopeso y obesidad,
afectando la sintesis de algunos metabolitos de rutas especificas, promoviendo la
obesidad en adicidén a otros factores factores genéticos y ambientales al que los
nifos estan expuestos. Concluimos que este estudio de MGWAS de nifios con
normopeso Yy nifios con obesidad agrega informacion util para la comprension de
la obesidad entre nifios mexicanos, que aunque hay correlacion con algunos
factores no provee suficiente informacion de causalidad por lo que son necesarios

mas estudios al respecto.

11. PERSPECTIVAS

e Repetir los andlisis con un numero de muestra mayor que permita
caracterizar la poblacion infantil mexicana.

e Es necesario evaluar otras asociaciones mas alld de la taxonomica y
funcional, un estudio GWAS, por ejemplo, buscaria SNPs en los sujetos
que se pudieron correlacionar junto con la composicion del microbioma.

e Realizar un estudio que permita colectar muestras antes de que el individuo
desarrolle obesidad.

e Caracterizar la microbiota a través de RNASeq, metatranscriptomica para

ver en qué tiempos ocurre la expresion de genes relacionados a obesidad.
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13. APENDICE - Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 1.

Datos antropométricos de los sujetos de este estudio.

Muestra ID Cohorte | Peso (kg) | Talla(m) IMC pIMC
1 Normopeso01 Normal 30.2 1.33 17.2 65
2 Normopesol02 | Normal 34.8 1.37 18.54 79.5
3 Normopeso03 Normal 34.1 1.38 17.91 79.7
4 Normopeso04 Normal 38.4 1.45 18.2 76.3
5 Normopeso05 Normal 42.2 1.52 18.3 74.9
6 Normopeso06 Normal 31.8 1.39 16.5 45.7
7 Normopeso07 Normal 32.8 1.35 18 76.2
8 Normopeso08 Normal 26.2 1.29 15.9 39.8
9 Normopeso09 Normal 34.6 1.33 19.71 73.6
10 Normopesol10 Normal 24.6 1.34 13.8 4.2
11 Obese01 Obese 46.3 14 23.62 99.3
12 Obeso02 Obese 41.9 141 21.23 96.7
13 Obeso03 Obese 44 1.34 24.5 99.7
14 Obeso04 Obese 48.9 1.46 23.1 990.1
15 Obeso05 Obese 37 1.3 21.9 98
16 Obeso06 Obese 53 1.42 26.5 99.6
17 Obeso07 Obese 49 1.27 30.4 99.9
18 Obeso08 Obese 43.1 1.39 22.3 98.3
19 Obeso09 Obese 47.5 1.33 26.9 99.8
20 Obeso010 Obese 48.6 1.39 25.3 99.9




Tabla Suplementaria 2.

Datos Bioquimicos de los individuos del estudio

ID aslfrg;iges GLUC COLEST TRIG HDL LDL LEUCOS ERITROS HB HTO PLAQUETAS
Normopeso01 0 86.6 117.9 69.6 32 72 4.72 4.39 13.2 37.7 264000
Normopesol02 0 89.5 118.6 525 411 67 5.51 4.90 15.5 44.5 286000
Normopeso03 0 86.1 129.2 26,6 731  50.8 6.6 5.39 13.3 40.4 396000
Normopeso04 3 100 139 49 55 74 4.6 5.2 14.55 42.72 406000
Normopeso05 4 91 139 62 32 95 5.3 4.45 14.77 42.67 272000
Normopeso06 1 80 153 40 52 93 4.8 4.98 14.69  42.66 202000
Normopeso07 4 97 152 62 63 77 7 5.59 16.39  46.61 291000
Normopeso08 1 105 177 59 47 118 9.3 4.96 1421  41.88 296000
Normopeso09 0 93 155.2 529 549  89.7 3.24 5.31 15.1 46.4 305000
Normopeso10 0 100.4  120.1 823 474 563 4.98 5.22 15.6 45.7 379000

Obese01 0 84.5 2058 2226 386 1227 6.1 5.3 14.3 44.4 241000
Obeso002 0 92.4 2453 2425 449  151.9 5.7 4.8 14 43.1 305000
Obeso03 0 100.1 2275 2167 365 1477 6.6 5 14.7 43.9 464000
Obeso04 1 99 205 195 51 115 4.7 4.65 13.93 40 341000
Obeso05 3 95 177 183 41 99 7.1 5.47 1544  44.85 329000
Obeso006 5 08 191 241 43 100 9.1 5.82 14.97  46.26 370000
Obeso07 6 103 166 255 31 84 5.6 5.16 1413 42.62 297000
Obeso08 3 93 193 218 42 107 4.3 5.11 14.33 4203 236000
Obeso09 3 08 122 212 29 51 6.4 4.83 14.48  43.36 352000
Obeso10 2 90 140 201 40 60 95 5.2 13.88  42.64 312000
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Tabla Suplementaria 3.

Concentraciones de acidos grasos de cadena corta.

D |Agua®) | DNA | A2601280 | (o) | mmrtoomg) | (mioome
Normopeso0l1 | 82.67 315 1.77 172.24 44.96 164.82
Normopesol02 | 64.21 23.7 1.78 26.37 5.97 11.01
Normopeso03 | 81.53 14.2 1.82 150.67 115.72 17.76
Normopeso04 | 74.02 31 1.8 128.16 149.18 22.16
Normopeso05 | 66.41 17.3 1.86 330.27 302.71 31.41
Normopeso06 | 63.12 12 1.68 106.29 368.24 39.97
Normopeso07 73.54 20.7 1.74 185.15 80.16 18.62
Normopeso08 | 71.64 18.2 1.68 504.46 85.83 23.21
Normopeso09 | 70.19 24.7 1.7 372.22 7171 156.39
Normopesol0 | 68.05 28.2 1.62 63.31 102.38 18.86
Obese01 83.23 17.6 1.84 123.14 10.95 28.06
Obeso02 62.63 24.7 1.99 401.27 12.66 6.55
Obeso03 76.71 13.1 1.87 91.85 46.22 54.9
Obeso04 83.75 10.1 1.84 373.89 284.93 26.59
Obeso05 71.23 11.4 1.82 186.72 73.01 30.06
Obeso06 74.5 16.9 1.77 73.44 49.39 16.52
Obeso07 71.42 16.7 1.8 142.96 189.72 31.35
Obeso08 67.85 17.8 1.71 114.79 173.17 3.4
Obeso09 56.6 14.7 1.76 50.78 13.86 2.99
Obeso10 67.34 16.1 1.8 136.75 22.52 24.27
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Tabla Suplementaria 4

Resumen de secuenciacién metagenémica

Tamafio Human NP

i i # @ 0 0
Subject Fenotipo G Total® Reads readsé (%) reads (%)

6.772 53745800 20504 0.038 663759 1.235
5.469 43400866 16441 0.038 581229 1.339
5.271 41830040 11207 0.027 570629 1.364
6.364 50504054 16741 0.033 575324 1.139
5.597 44420344 12978 0.029 577258 1.300
5.418 42996734 6445 0.015 596414 1.387
5.214 41382340 16803 0.041 456557 1.103
5.902 46844822 101415 0.216 549188 1.172
6.252 49618210 229549 0.463 618309 1.246
5.822 46204428 59323 0.128 542360 1.174
8.82 70000220 3714 0.005 1042649 1.489
5.979 47450562 33221 0.07 546423 1.152
7.475 59327550 6598 0.011 712134 1.200
6.92 54923700 17580 0.032 730590 1.330
5.497 43626418 849385 1.947 564592 1.294
6.376 50605218 27855 0.055 601754 1.189
4,557 36167550 9242 0.026 436407 1.207
5.207 41324418 30851 0.075 505566 1.223
Obeso09 Obeso 6.389 50710216 29711 0.059 624721 1.232
Obeso10 Obeso 5.825 46233290 55858 0.121 645626 1.396

Normopeso01  Normal
Normopesol02 Normal
Normopeso03  Normal
Normopeso04  Normal
Normopeso05  Normal
Normopeso06  Normal
Normopeso07  Normal
Normopeso08  Normal
Normopeso09  Normal
Normopesol0  Normal
Obeso01 Obeso
Obeso02 Obeso
Obeso03 Obeso
Obeso04 Obeso
Obeso05 Obeso
Obeso06 Obeso
Obeso07 Obeso
Obeso08 Obeso

IZIZIZIZTITIZIZSIZSIZLESTILST

G *H, Hombre, M Mujer; ®Giga bases de lecturas; @paired-end 2x126, 250 ciclos; &Lecturas
correspondiente a humano vs base de datos de hgl9; (%), porcentaje de lecturas. NP, lecturas no
pareadas.
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Tabla Suplementaria 5.

Fenotipo asignado a los enterotipos mediante el métido de distancia Jensen—Shannon

Sujetos Enterotipol Enterotipo2 Enterotipo3
Bacteroides spp. Prevotella spp. Ruminococcus spp.

Normopeso01 1 - -
Normopesol02 1
Normopeso03 -
Normopeso04 -
Normopeso05 -
Normopeso06 -
Normopeso07 - -
Normopeso08 - -
Normopeso09 - -
Normopesol0 -

CNNDN
1

WWWwww

Total Normal=10(100%) 2(20%) 3(30%) 5(50%)

Obeso01 1 - -
Obeso02 - 2 -
Obeso03 - - 3
Obeso04 1 -

Obeso05 -
Obeso06 - - 3
Obeso07 1
Obeso08

Obeso09 -
Obeso10 -

N
1

NNN

Total Obesos=10(100%) 3(30%) 5(50%) 2(30%)

Total sujetos= 20(100%) 5(25%) 8(40%) 7(35%)

Enterotipo 1, enriquecido en Bacteroides spp.; Enterotipo 2, enriquecido en Prevotella spp.;
Enterotipo 3, enriquecido en Ruminococcus spp. (Arumugam et al., 2011).
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Tabla Suplementaria 6. Descripcion de rutas y genes de las Figuras 14, 15, 16 y 17.

Abundancia de ruta metabdlica Anotacién Fenotipo
Pwy-5484 Glycolysis Il (from Fructose 6-Phosphate) Nw
Glycolysis_| Glycolysis | (from Glucose 6-Phosphate) Nw
Cobertura de ruta metabdlica

Pwy-6163 Chorismate Biosynthesis from 3-Dehydroquinate Ob
Complete-Aro-PWY Superpathway of Aromatic Amino Acid Biosynthesis Ob
Aro-PWY Chorismate Biosynthesis | Ob
Calvin-PWY Calvin-Benson-Bassham Cycle Ob
PWY0-166 Superpathway of Pyrimidine Deoxyribonucleotides de novo Biosynthesis Nw
PWY-7228 Superpathway of Guanosine Nucleotides de novo Biosynthesis | Nw
PWY-7221 Guanosine Ribonucleotides de novo Biosynthesis Nw
Famila de genes

MethylMalonyl _CoA_Decarboxylase_Rxn (S)-Methylmalonyl-CoA Decarboxylase (EC 4.1.1.41). Ob
RXNO_310 (R)-Methylmalonyl-CoA Decarboxylase (EC 4.1.1.M5). Ob
DNA_Ligase_NAD-RXN DNA Ligase (NAD+) (EC 6.5.1.2). Ob
5.99.1.3 RXN DNA Topoisomerase (ATP-Hydrolyzing) (EC 5.99.1.3) Ob
5 Formyl_THF_Cyclo_Ligase_ RXN 5-Formyltetrahydrofolate Cyclo-ligase (EC 6.3.3.2). Ob
2.5.1.19 RXN 3-Phosphoshikimate 1-Carboxyvinyltransferase (EC 2.5.1.19). Ob
Alpha-amyl_RXN a-Amylase (EC 3.2.1.1) Ob
RXNO_2601 DNA-(Apurinic or Apyrimidinic Site) Lyase (EC 4.2.99.18) Ob
Glutamine__tRNA-Ligase_RXN Glutamine—tRNA Ligase (EC 6.1.1.18). Ob
2.1.1.63 RXN Methylated-DNA—{[protein]-Cysteine S-Methyltransferase (EC 2.1.1.63). Ob
AcetoOHButsyn_RXN AcetoHydroxyButanoate Synthase (EC 2.2.1.6). Ob
AcetoLactSyn_RXN Acetolactate Synthase (EC 2.2.1.6). Ob
UDP_Nacmurala_Glu_Lig RXN UDP-N-Acetylmuramoyl-L-alanine: D-glutamate ligase (EC 6.3.2.9). Ob
3.1.26.3_RXN Ribonuclease Il (EC 2.1.26.3). Ob
RXN_12588 Cysteine Desulfurase (EC 2.8.1.7). Ob
Adenylylsulfkin_ RXN Adenylyl-Sulfate kinase (EC 2.7.1.25) Nw
Dethiobiotin_Syn_RXN Dethiobiotin Synthase (EC 6.3.3.3). Nw
2.8.1.6_RXN Biotin Synthase (EC 2.8.1.6). Nw
RXN_12977 4-0O-f3-D-Mannosyl-D-Glucose Phosphorylase (EC 2.4.1.281) Nw
Chloramphenicol_O_Acetyltransferase RXN Chloramphenicol O-Acetyltransferase (EC 2.3.1.28). Nw
2-DehydropantoateReduct_ RXN 2-Dehydropantoate 2-Reductase (EC 1.1.1.169) Nw
3.1.21.3 RXN Type | Site-Specific Deoxyribonuclease (EC 3.1.21.3) Nw

Nota. La columna de la izquierda indica las abreviaciones utilizadas en la la Figure 4B, 4C, y 4D. La columna central muestra el nombre
reportado en la base de datos BioCyc Database Collection (https://biocyc.org/, Caspi et al., 2016). El nimero EC en paréntesis es el
numero de identificacién de la reaccion. Columna de la derecha: indica la categoria fenotipica, normopeso (Nw), u o obeso (Ob) en donde
cada entrada fue mas abudante.
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Tabla Suplementaria 7.

Descripcion del top 15 de los cluster de genes ortélogos anotados con eggNOG de la Figura 20.

eggNOG Gropo Funcion Cluster*

ENOG4105C4S M Cell wall/membrane/envelope Requerido para la sintesis precisa y eficiente de proteinas bajo ciertas |
biogenesis condiciones de estrés.

ENOG4105CBC E Metabolismo y transporte de Glutamato sintasa |
aminoacidos

ENOG4108JB7 | Transporte y metabolismo de lipidos Metilmalonil-CoA descarboxilasa |

ENOG4105DQB S Funcién desconocida NA 1l

ENOG4105DJ1 C-Produccion y conversion de energia  Fosfoenolpiruvato. Carboxilasa Il

ENOG4105CI3 T Mecanismo de transduccién de Proteina de union-GTP TypA/BipA Il
sefial

ENOG4105CU6 F Transporte y metabolismo de Carbamoil-fosfato sintasa, cadena amonio 1
nucledtidos

ENOG4105CTQ G Metabolismo y transporte de Fosfohexokinasa 1
carbohidratos

ENOG4105EAY C Produccion y conversion de energia  Bomba que utiliza la energia de la hidrolisis de pirofosfato como la fuerza 1l

impulsora para el movimientos de protones a través de la membrana.

ENOG4105C70 G Metabolismo y transporte de Cataliza la conversion reversible de 2- fosfoglicerato a fosfoenolpirivato 1l
carbohidratos

ENOG4105C07 J Traduccion, estructura ribosomal y Aminoacidos como la valina, para evitar tales errores, tiene dos actividades de 1
biogénesis edicién dependientes de ARN (lle) distintas.

ENOG4107QIH K Transcripcién RNA polimerasa DNA-dependiente 1l

ENOG4106J9E L Replicacion, recombinacion y Pfam:Transposasa_11 \%
reparacion.

ENOG4105PAC J Traduccion, estructura ribosomal y Dominio de uni6 de factor de elongacién Tu GTP \%
biogénesis

ENOG4107QJD G Metabolismo y transporte de Piruvato fosfato diquinasa \

carbohidratos

Nota: Columna izquierda indica las abreviaciones utilizadas en la figura 5B, la segunda columna indica el COG correspondiente en la base de datos
eggNOG Database Collection (http://beta-eggnogdb.embl.de/, Huerta-Cepas et al., 2016). *, Clusteres descritos enla figura Fig. 5B; y en la seccion de

Discusion.
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Obesity is a metabolic disorder and global health issue. In Mexico 34.4% of children between 5 and 11
years-old are overweight or obese. Here we address this issue studying the gut microbiome in a sample
of Mexican children affected by obesity. We performed metagenomic shotgun-sequencing of DNA iso-
lated from fecal samples from a cohort of normal weight and obese Mexican children using Illumina
platform with HiSeq 2500. We also examined their metabolic factors and fecal short-chain fatty acids
concentration. The results show that a remarkable dysbiosis of bacteria, archaea and viruses was not
observed in the obese children group compared to the normal weight group; however, the archaeal
community exhibited an increase of unclassified Methanobrevibacter spp. in obese children. The bacterial
communities of all participants were clustered into three different enterotypes. Most normal weight
children have a gut bacterial community dominated by Ruminococcus spp. (Enterotype 3), while most
obese children had a community dominated by Prevotella spp. (Enterotype 2). On the other hand,
changes in the gut microbiome were correlated with clinical metadata and could be used to stratify
individuals based on their phenotype. The species Megamonas spp. were over-represented in obese
children, whereas members of the family Oscillospiraceae were depleted in the same individuals and
negatively correlated with levels of serum cholesterol. A microbiome comparative metabolic pathway
analysis showed that two KEGG pathway modules of glycolysis, Glycolysis I (from Glucose 6-Phosphate),
and Glycolysis Il (from Fructose 6-Phosphate) were significantly overrepresented in normal weight
children. Our results establish specific alterations in the gut microbiome of Mexican children affected of
obesity, along with clinical alterations, providing information on the microbiome composition that may
be useful for prognosis, diagnosis, and treatment.

© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction
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Orthologous Groups; HUMAnN2, Human Microbiome Project (HMP) Unified
Metabolic Analysis Network 2; KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;
LDA, Linear discrimination analysis; MaAsLin, Multivariate microbial association by
the linear model; MetaPhlAn, Metagenomic Phylogenetic Analysis; MGWAS, Mi-
crobial Genome-Wide Association Studies; SCFAs, Short-chain fatty acids; T2D,
Type 2 diabetes.
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Obesity and overweight are global maladies, and currently
approximately 2.8 million people in the world die each year due to
its complications [1,2]. Obesity and overweight have a prevalence of
<10% among school-age children in global regions [3], and in
countries like Mexico they have epidemic proportions, where at
least 34.4% of children between 5 and 11 years-old are overweight
or obese [4]. As multifactorial diseases, the development of obesity
and overweight involves dietary and physical activity issues,
dysfunctional mitochondria [5], genetic factors like polymorphisms
in candidate genes such as FTO, NPC1, ENPP1, NEGR1, GNPDA2, and
MC4R [6], which affects gene expression of some of them [7], and
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the microbiome.

Microbiota in the human gut is composed of trillions of inhab-
iting microorganisms, with a remarkable portfolio of microbial
genes (microbiome). In the gut, the microbiome may modulate
human health through diet-energy extraction in form of short-
chain fatty acids (SCFAs) through fermentation of undigested car-
bohydrate fibers, maintenance of immune system, and anti-
pathogenic activity [8,9]. Gut microbiota is mainly composed of
bacterial phyla such as Firmicutes (60—65%), Bacteroidetes
(20—25%), Proteobacteria (5—10%) and Actinobacteria (3%) [10].
One interesting hypothesis is that obese children harbor a gut
microbiota with higher capacity of fermentation of resistant starch.
So, the existence of a selected microbiota in obese children is
plausible, with higher abundance of fermenting metabolic path-
ways of soluble polysaccharides. In a recent study of microbial di-
versity between normal-weight, overweight and obese Mexican
children of our group, a significant increase in the abundance of
Blautia spp., Coprococcus spp., Enterobacteriaceae in overweight,
and significant increase in the abundance of Faecalibacterium spp.,
Roseburia spp., Lachnospiraceae in obese children was revealed [11].

Microbiome richness is illustrated by the compilation of
approximately 6 million complete reference genes in the catalog of
the human gut microbiome [12], in addition, genomics approaches
to characterize the gut microbial biome using the 16S rDNA gene as
phylogenetic marker, and whole genome shotgun sequencing, have
provided useful taxonomic and functional profiles. In recent years,
understanding of the functional association between the gut
microbiota and host physiology has progressed enormously. Recent
studies proved the important influence of the gut microbiome in
metabolic disorders such as obesity, type 2 diabetes (T2D), and
metabolic syndrome [13—16].

Microbial Genome-Wide Association Studies (MGWAS) revealed
association of gut microbiome with many complex diseases, not
only by taxa abundance but also by their functional metabolic
profile [17]. Limited MGWAS have explored diseases such as T2D,
colorectal cancer and rheumatoid arthritis [18—20]. There are re-
ports of MGWAS in obese Danish and French adults, exploring the
metabolic markers and dietary links with obesity [21,22]. However,
to our knowledge, there are not enough published reports of sys-
tematic MGWAS about children with obesity.

In this study, we performed a metagenome-wide association
study of the gut microbiota to identify disease associated meta-
genomic markers, highlighting how gut microbiota composition,
and their metabolic routes differ between normal weight and obese
Mexican children.

2. Methods
2.1. Study participants and specimen collection

Our general work pipeline was as described in Fig. 1. We selected
twenty unrelated children between 9 and 11 years-old (ten normal,
and ten obese) from an obesity database [11]. Children attended a
public primary school located in Greater Mexico City area. Informed
consent was signed-out by parents and children in accordance with
the Helsinki Declaration revised in 2013. The research protocol was
approved by the Local Ethical Committee Board of Health from the
Instituto Mexicano del Seguro Social R-2011-1402 1402-10,
Mexico City. Fecal samples were taken in conjunction with a health
examination and stored immediately at —80°C. Blood samples
were drawn by vein puncture after an overnight fast and sent to a
central laboratory to measure biochemical factors. Individuals also
completed a questionnaire recording their dietary intake for anal-
ysis. Anthropometrical measurements, biochemical tests, and fecal
short chain fatty acids (SCFA) were measured as described

previously [11].
2.2. Nucleic acid extraction and metagenomic shotgun sequencing

Total DNA was extracted from 250.0 mg of homogenized wet
fecal sample (71.5% water content +7.26 SD) using the MoBio Power
Soil DNA Isolation kit (MoBio, Solana Beach, CA, USA) according to
the manufacturer's instructions and stored at —80°C until
sequencing. All samples were sequenced using the Illumina plat-
form with HiSeq 2500 instrument, which produced paired-end
2 % 126 read length (Otogenetics Corporation, USA), with >40M
reads, and >5.2 Gb data per sample (Appendix A, Supplementary
Table S6).

2.3. Data processing

FastQC was used to assess the 126-bp paired-end reads for the
average quality score per base position [23]. The low-quality re-
gions were trimmed out with Trimmomatic [24]. After trimming,
sequence reads were aligned against human genome assembly
hg19 obtained from UCSC Genome Browser [25] using Bowtie 2
[26] with default parameters to remove potential human reads.
Possible human DNA sequences were identified and discarded.

2.4. Metagenomic shotgun sequences analysis

The gut microbial composition of each sample was profiled us-
ing MetaPhlAn2 [27]. The relative abundances of the gut microbial
functional pathways from metagenomically-sequenced commu-
nities were determined using HUMAnN2 [28] using genes, extrac-
ted from the KEGG database [29].

2.5. Bacterial, archaeal, and viral abundance analysis

Differences in the abundance of bacterial and archaeal taxa
(family, genus and species) between normal weight and obese
children, was made by linear discriminant analysis (LDA) followed
by Wilcoxon Mann-Whitney test, coupled to size effect (LEfSe)
using default parameters [30]. Viral profiling analysis was made
using ViromeScan [31].

2.6. Enterotyping and functional clustering

We calculated the distance for genus-level relative abundance
profiles and KEGG pathway relative abundance profiles. Enter-
otypes of the gut microbiome were assigned using default param-
eters available in the tutorials (http://enterotyping.embl.de/
enterotypes.html) [32]. In brief, primarily relative abundance of
all gut microbiome was taken and script data=read.-
table("Mexican_child-obese.genus.txt", header =T, row.names=1,
dec=".", sep="|t"); data= data[-1,] used to load and read the file.
Subsequently, we used scripts data.dist = dist,JSD(data); JSD < -
function(x,y) sqrt(0.5 * KLD(x, (X + y)/2) + 0.5 * KLD(y, (x + y)/2)), and
KLD < - function(xy) sum(x * log(x/y)) to calculated the
Jensen—Shannon (JS) distance for relative abundance profiles at
genus-level. To cluster the abundance profiles of the microbiome,
we used the Partitioning Around Medoids (PAM) clustering algo-
rithm using the script pam(as.dist(x), k, diss = TRUE), where “x" is a
distance matrix and “k” the number of clusters. Next, to assess the
optimal number of clusters, we used the Calinski-Harabasz (CH)
index, as in the script data.cluster = pam.Clustering(data.dist, k = 3).
These clusters were validated by silhouette coefficient S(i) as in the
script  obs.silhouette = mean(silhouette(data.cluster, data.dist)[,3]),
and noise was removed using data.denoized = noise.removal(data,
percent =0.01) script. Finally, clusters were visualized by principal
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Stadiometer

Fig. 1. MGWAS general work pipeline. Fecal and blood samples were collected, and anthropometric data was recorded from all normal weight and obese participant children. Total
DNA was extracted from stool and was subjected to metagenomics sequencing; microbial community composition and function were profiled using MetaPhlAn2 [27] and
HUMANRN2 [28]. Total Short Chain Fatty acids were also measured from same samples by HPLC [11]. A biochemical profile including glucose, triglycerides, cholesterol and high and
low-density lipoproteins was determined in serum. MaAsLin [33] was used to find significant associations among species, pathway abundances, and all metadata.

coordinates analysis (PCoA), using the script obs.pcoa = dudi.pco(-
data.dist, scannf=F, nf=3), and the script s.class(obs.pcoa$li,
fac = as.factor(data.cluster), grid = F). Enterotyping was done in “R”
environment using biotyper (0.1.2), cluster (v2.07), and ade4 (v1.7)
packages.

2.7. Testing for significant associations with the clinical metadata
variables

A multivariate association with linear model (MaAsLin) specially
adapted to microbiome data, was used to identify significant as-
sociations between microbial and phenotypic variables [33].
Selected metadata were used in a general linear model with met-
adata as predictors and arcsin-square root transformed microbial
relative abundances as the responses. In this study, model cova-
riates of interest comprised clinical variables shown in Appendix A,
Supplementary Table S1. The anthropometric characteristics were
statistically analyzed using chi-square, analysis of variance
(ANOVA), and Kruskal—Wallis one-way analysis of variance.

2.8. Metagenome assembly and gene prediction

Metagenomic assembly and gene prediction were performed
using the MOCAT2 pipeline [34]. Protein-coding genes were pre-
dicted using MetaGeneMark [35].

3. Results

3.1. Obese children showed increased levels of fat metabolites and
dyslipidemia

Twenty unrelated children (ten normal weight, and ten obese)
aged between 9 and 11 years-old, were selected from an obesity
database (Fig. 1; Appendix A, Supplementary Table S1) [11]. The
anthropometric assessment indicated no difference in age and
height between the two groups (Fig. 2A and C), but a significant

difference in weight and BMI percentile was observed in agreement
to the phenotype (Fig. 2B and D). In case of biochemical parameters,
Mexican obese children showed a significant increase of serum
levels of total cholesterol (Fig. 2F), and triglycerides (Fig. 2G); the
low-density lipoprotein was also increased (Fig. 2I), however, the
difference was not statistically significant. The high-density lipo-
protein was significantly decreased in obese, with respect to
normal weight children (Fig. 2H). Also, there was not difference for
the fasting serum glucose levels between the two groups (Fig. 2E).
The short chain fatty acids concentration in feces showed no dif-
ference between normal weight and obese children (Fig. 2J—L),
although participants for this study were randomly selected from a
larger database, where a significant decrease has been reported for
propionic and butyric acid in obese children [11].

3.2. Microbiota diversity of normal weight and obese children

A MetaPhlAn analysis of the metagenomic sequencing did not
show a global difference in the abundance for the entire bacterial
community in obese children compared to the normal weight. For
instance, although the relative abundance of Prevotella copri, a
bacterium belonging to the Bacteroidetes phylum, has been re-
ported to be associated to rheumatoid arthritis in humans,
increasing from 3.08% in normal weight to 13.63% in obese children,
the difference was not statistically significant (p = 0.440). On the
other hand, the abundance of Bacteroides coprocola another Bac-
teroidetes associated to T2D decreased from 5.28% in normal
weight to 0.54% in obese children, but again the difference was not
statistically significant (p =0.286) (Fig. 3A-Bacteria, color code in
Appendix A, Supplementary Fig. S1). The archaea community
exhibited an increase of unclassified species of Methanobrevibacter
in obese children (Fig. 3A-Archaea; Appendix A, Supplementary
Fig. S1). For the viral community, the analysis of the meta-
genomics data did not show a significant difference in the abun-
dance in obese children compared to normal weight children.
However, the relative abundance of some viruses like the Human
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Fig. 2. Metadata statistical significance comparison. A) Age; B) Weight; C) Height; D) body mass index percentile BMI; E) Fasting glucose; F) Total cholesterol; G) Triglycerides; H
High-density lipoprotein (HDL); I) Low-density lipoprotein (LDL); ]) Acetic acid; K) Propionic Acid; L) Butyric acid. P-Values were calculated according to Chi-square test, ANOVA test
for equal variances, and Kruskal—Wallis test for different variances. (*) P < 0.05, (**) P < 0.01, (***) P < 0.0001 are considered statistically significant; Red color indicates normal
weight, and Green color indicates obese children. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

herpesvirus 4 (NC_007605.1) increased from 0.08% in normal
weight to 1.53% in obese children (p =0.017), while the relative
abundance of Torque teno midi virus 1 (NC_009225.1) decreased
from 2.21% in normal weight to 0.72% in obese children (p = 0.282)
(Fig. 3A-Virus; color code in Appendix A, Supplementary Fig. S2).
We also explored the abundance of CrAssphage virus reads, which
went from 29,748 in normal weight to 78,111 in obese children;
however, this difference was not statistically significant (p = 0.473)
(Fig. 3B). A clustering analysis of the gut microbiome sequencing
data revealed the presence of three previously reported enter-
otypes in our study subjects: Enterotype 1, enriched in Bacteroides
spp., Enterotype 2 enriched in Prevotella spp. with 50% of obese
children, and Enterotype 3, enriched in Ruminoccocus spp. with 50%
of normal weight children (Fig. 3C; Appendix A, Supplementary
Table S3).

3.3. Compositional and functional characteristics of normal weight
and obese children microbiomes

We performed a MetaPhlAn2 and HUMANN2 analysis on the
metagenomics data (Fig. 1). It was observed that Megamonas spp., a

Firmicutes bacteria was at least 2-fold more significantly abundant
in obese children than in normal weight (Fig. 4A). On the other
hand, some members of the phyla Firmicutes, Bacteroidetes and
Proteobacteria were at least 2-fold more significantly abundant in
normal weight than in obese children. Here, Firmicutes included
bacteria such as Ruminococcus spp., Clostridium citroniae, Cop-
rococcus comes, Streptococcus thermophilus, Dorea formicigenerans,
Oscillibacter spp., and other members of the Family Oscillospir-
aceae. The phylum Bacteroidetes included Bacteroides ovatus,
B. xylanisolvens, B. salyersiae, and B. faecis, while the phylum Pro-
teobacteria included members of the Family Desulfovibrionaceae
(Fig. 4A). In addition, to explore the microbiota diversity, we char-
acterized the microbiome of our subjects. Path abundance analysis
showed that two KEGG pathway modules of glycolysis, Glycolysis I
(from Glucose 6-Phosphate) (p =0.013), and Glycolysis II (from
Fructose 6-Phosphate) (p=0.016) were significantly over-
represented in normal weight children (Fig. 4B; Appendix A,
Supplementary Table S4). The KEGG path coverage analysis of
metabolic routes showed almost 4-fold more abundance of three
anabolic routes for nucleotide synthesis such as pyrimidine, gua-
nosine in normal weight, and four abundant anabolic routes for

69



0. Maya-Lucas et al. / Anaerobe 55 (2019) 11-23 15

NORMAL

NORMAL
1005 s

E 80%
o
£ 60%
F-
3 40%
H
S 20%
3

0%

NORMAL

NORMAL

OBESE

OBESE

:

§ 8

Number of re:

- 88

Normal Obese

Between-class
PCA C)

Fig. 3. Characterization of the distal gut microbiome in stool samples from normal weight and obese children. DNA was extracted from each sample and shot-gun metagenomic
sequenced as described in the Methods section. A) Relative abundance of bacterial and archaeal (color code for each entry shown in Appendix A, Supplementary Fig. S1); and viral
populations (color code shown in Appendix A, Supplementary Fig. S2); B) Comparison of total number of CrAssphage reads. Red color indicates normal weight and green color
indicates obese children; C) Bacterial enterotypes were defined as describe in 2.6 Enterotyping and functional clustering section of the Methods section. Samples are colored by
enterotype as identified by the partitioning around medoids (PAM) clustering algorithm. Red color is Enterotype 1, violet color is Enterotype 2, and blue color indicates Enterotype 3.
(For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

aminoacids or sugar synthesis in obese children (Fig. 4C; Appendix
A, Supplementary Table S4). On regard of KEGG gene families, data
analysis showed an increase in the significant abundance of at least
2-fold, of genes such as 4-O-B-p-mannosyl-p-glucose phosphory-
lase (RXN_12977) in normal weight and catabolic genes such as -
amylase (ALPHA_AMYL_RXN), an enzyme for hydrolysis of (1 — 4)-
a-D-glucosidic linkages of polysaccharides in obese children
(Fig. 4D; Appendix A, Supplementary Table S4). However, when a
Bray-Curtis-Principal coordinate analysis (PCoA) was made for
KEGG pathway module abundances, coverage, and gene families
using distance matrices, no clustering was observed between the
two experimental groups (Appendix A, Supplementary Fig. S3). On
the other hand, when metadata and bacterial were probed
together, a significant association was found, where high serum
cholesterol levels are related to lower abundance of the Oscil-
lospiraceae family in obese children (Fig. 4E).

3.4. Phylogenetic and functional diversity in the normal weight and
obese children microbiomes

We performed a clustering analysis using the top 15 abundant
bacterial species from the microbiome, the full set of metadata, and
the 15 orthologous more relevant gene clusters for our data from
the EggNOG database. The graphic heatmap of this analysis showed
a hierarchical clustering of the normal weight and obese children
with gut microbes from the phylum Bacteroidetes such as Alistipes
putrenidis, A. shahii, Prevotella copri, Parabacteroides merdae, and
seven different bacteroides: Bacteroides ovatus, B. vulgatus,
B. uniformis, B. stercoris, B. dorei, B. cacae, and B. coprocola. The same
occurred with members of the phylum Firmicutes, like Sub-
doligranulum spp., Eubacterium rectale, Faecalibacterium prausnitzii,
and Ruminococcus bromii (Fig. 5A). The analysis with orthologous
genes derived from metagenomics functional profiling using
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MaAsLin [33]. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

EggNOG database entries (Fig. 5B; Appendix A, Supplementary
Table S5) showed four main clustering of metabolic modules, one
including cell wall, membrane, and envelope biogenesis, as well as
amino acid and lipid transport and metabolism. A second clustering
included energy production and conversion, and signal trans-
duction mechanisms; while a third clustering grouped nucleotide
and carbohydrate transport and metabolism, DNA transcription,
ribosomal structure and biogenesis, and energy production and
conversion orthologous gene clusters. The fourth clustering
included replication, recombination, and repair, ribosome structure
and biogenesis, and the enzyme pyruvate phosphate dikinase, from
the carbohydrate transport and metabolism group (Fig. 5B). Finally,
the analysis using the clinical metadata, showed three clustering,
the first grouped triglycerides, the percentile of body mass index,
and weight; the second grouped glucose, acetate, cholesterol, and
low-density lipoprotein; while the third grouped butyrate, high
density lipoprotein, height and propionate (Fig. 5C).

4. Discussion

Overweight and obesity are global diseases where according to
the Organization for Economic Co-operation and Development, at
least one in three adults and one in five children suffer of it among
its 35 members [36]. In countries such as Mexico, these two con-
ditions have increased at an alarming rate in the last years, where at
least one in three children and adolescents between 5 and 11 years-
old are affected [37]. Recent work from our group on gut bacteria in
overweight and obesity, has shown its association with the level of
SCFAs production in Mexican children [11]. Overweight and obesity
usually starts in childhood or adolescence and involves genetic
factors in the human genome as well as in the human microbiome.

Microbial Genome Wide Association Studies (MGWAS) has
proved the important role of the microbiome in the development of
diseases such as type 2 diabetes [18], colorectal cancer [19], and
rheumatoid arthritis in adults [20], which has revealed enriched
microbial genes, strains and functions in each study group. In this
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Fig. 5. Heatmap and hierarchical clustering of taxonomic and functional profiles of gut microbiomes. A) Columns, the top 15 bacterial abundance profiles for every individual
clustered the two categories (normal-weight, obese children)in groups. Rows, the bacterial abundance in each individual, clustered the members of the top 15 bacteria; B) Columns,
the sample clustering retains ordering from A), Rows, clustering of metabolic modules derived from metagenomic functional profiling using EggNOG database, (Appendix A,
Supplementary Table S5); C) Columns, the sample clustering retains ordering from A), Rows, clustering of clinical metadata profile. trig, triglycerides; pbmi, percentile of body mass
index; gluc, glucose; acetic, acetate; chol, cholesterol; Idl, low density lipoprotein; butyric, butyrate; hdl, high density lipoprotein; propionic, from data shown in Fig. 2, and
Appendix A, Supplementary Table S1. Red color indicates normal weight children. Green color indicates obese children. Z Scores in blue or red color indicates how many standard
deviations a value is from the mean. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

work, we made a comparative study of the microbiome in normal
weight and obese Mexican children from a study cohort on obesity.

Our results show that obese children in the sample have
increased weight and BMI percentile, besides to increased tri-
glycerides and cholesterol levels (dyslipidemia) (Fig. 2G and F,
Appendix A, Supplementary Table S1). The microbial diversity
characterization based on the shotgun metagenomic analysis

showed that in general, the abundance of bacterial, archaeal, and
viral communities was comparable between normal weight and
obese children. However, on regard of viruses, there is a significant
19-fold increase of the Human herpesvirus 4 (HHV-4) in feces of
obese children (Fig. 3A, color code in Appendix A, Supplementary
Fig. S2). There is one report of an association of a different Hu-
man herpesvirus 1 with obesity in US population between 20 and
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49 years-old [38], thus ours is the first report of an association of
HHV-4 with obesity in children. We also observed an increase in
the number of reads for the CrAssphage virus in obese children; this
virus infects bacterial members of the phylum Bacteroidetes (e.g.
Prevotella intermedia, Bacteroides spp.), and it is thought to be
associated with obesity [39] (Fig. 3B).

Regarding archaea, there was a decrease in the abundance of the
human gut methanogenic archaeon Methanobrevibacter smithii in
obese children of this study (Fig. 3A-Archaea, color code in
Appendix A, Supplementary Fig. S1), this result agrees with a report
in French adults [40]. However, there was an increase in the relative
abundance of a different unclassified species of Methanobrevibacter
spp. in the same children (orange color in Fig. 3A-Archaea). Mem-
bers of this genus have a productive saccharolytic activity allowing
digestion of polysaccharides in the gut [41] and are reported to be
responsible for diet-related increased body weight in a murine
model [42]. Obesity also involves low-grade chronic inflammation
[43], and a strain of Methanobrevibacter smithii is reported capable
of inducing an inflammatory cytokine response by activation and
release of pro-inflammatory cytokines in monocyte-derived human
dendritic cells contributing to obesity [44]. In a report of a study
made in US population adults 18-40 years-old, there was a positive
association of Methanobrevibacter spp. with a diet high in carbo-
hydrates [45], with greater body mass index, and body fat [46].
Moreover, the same, M. smithii colonization was positively associ-
ated with an increased risk of overweight in 6—10 years-old chil-
dren in Netherlands [47].

When the bacterial community was analyzed, the normal-
weight and the obese children were stratified based on three
different bacterial enterotypes [32,48]. We observed that most
normal weight children have a gut bacterial community dominated
by Ruminococcus spp (Enterotype 3 ), while most obese children had
a community dominated by Prevotella spp. (Enterotype 2) (Fig. 3C,
Appendix A, Supplementary Table S3). These two enterotypes
accounted for 75% of the studied children. Stratification of micro-
bial communities in enterotypes has been reported for tumor-
associated and non-tumor-associated microbiota in colorectal
cancer [49], and as a dietary-associated cardiometabolic risk factor
[50]. In our study, we observed that the relative abundance of
Prevotella copri increased in obese children; in this manner, we
think that a particular Prevotella spp. dominating the gut micro-
biota (Enterotype 2) is associated with obesity in Mexican children
9 to 11 years-old.

On the other hand, based on LEfSe analysis, we observed that in
normal weight, several members of the phyla Firmicutes, Bacter-
oidetes and Proteobacteria were at least 2-fold more abundant in
normal-weight than in obese children (Fig. 4A), being the ratio
Firmicutes/Bacteroidetes in agreement with previous reports for
obesity [51].

Regarding the phylum Proteobacteria, in our study, the Meta-
PhlAn2 analysis showed that members of the Family Desulfovi-
brionaceae, e.g. Bilophila wadsworthia were 2-fold more abundant
in normal-weight than in obese children (Fig. 4A). Members of this
family are strict anaerobic sulfate-reducing bacteria, and a decrease
in its abundance is reported associated to obesity (Table 1).

Among the phylum Bacteroidetes, our study showed that
members of the Family Bacteroidaceae, such as Bacteroides faecis,
B. ovatus, B. xylanisolvens, and B. salyersiae were 2- to 4-fold more
abundant in normal-weight than in obese children (Fig. 4A). The
functional relationship between the host and members of the
phylum Bacteroidetes is complex, due mostly to its genomic di-
versity, plus a functional metabolic versatility, which allows
members of this phylum to adapt quickly to rapid environment
changes in the gut [52]. High abundance of Bacteroides spp. is re-
ported associated to normal weight, with the important role of

maintaining an ecological balance of the concurrent microbiota in
the gut, due to its saccharolytic activity producing acetate, propi-
onate and succinate (Table 1).

We identified several Firmicutes which are more abundant
among normal weight than obese children: Streptococcus thermo-
philus, Dorea formicigenerans, Anaerostipes hadrus, Veillonella par-
vula, Coprococcus comes, Lachnospiraceae bacterium 7 1 58 FAA,
Oscillibacter spp., Holdemania spp., Clostridium citroniae, and
Ruminococcus sp. 5 1 39BFAA (Fig. 4A). There is reported evidence
that some of these bacteria play a major role in the prevention of
obesity in humans through metabolite production or immunolog-
ical modulation. The abundance of S. thermophilus increases
adipocyte lipolysis in aP2-agouti transgenic obesity model mice,
which is susceptible to diet-induced obesity, and exhibit a human
pattern of expression of obesity-related genes [53] (Table 1). In
another report, a strain of the genus Anaerostipes spp. was shown to
increase butyrate content in the gut of healthy mice models;
butyrate is an energy source for intestinal epithelium, stimulates
the production of regulatory T cells, inhibits inflammation, and
regulates gene expression (Table 1). A decrease in butyrate-
producing bacteria is associated with several inflammatory dis-
eases like obesity [54]. By this, we have previously reported a
decline in butyrate production by the gut microbiota in Mexican
obese children under 11 years-old from the same study cohort [11].
Veillonella parvula is an opportunistic pathogen, and members of
this genus Veillonella spp. negatively correlated with short-chain
triglycerides (Table 1). In another report, V. parvula has potential
immunomodulatory properties inducing cytokine responses like
interleukine-6 (IL-6) production in dendritic cells. Furthermore, in
the same report, a combination of Veillonella spp. with Strepto-
coccus spp. augmented IL-8, IL-6, IL-10, and TNF-o response [55]. It
is of interest that IL-8, and TNF-g, are reported elevated in human
obesity [56], cytokine IL-6 has anti-inflammatory effect and a
compensatory role in obesity by increasing islet glucagon-like
peptide-1 (GLP-1) production [57], and IL-10 participates in the
prevention of systemic low-grade inflammation caused by obesity
[58]. In our study, S. thermophilus exhibited a comparable 2-fold
more abundance in normal-weight children (Fig. 4A), so we
believe a pairwise abundance of V. parvula and S. thermophilus is
associated to normal-weight in Mexican children where they syn-
ergistically regulate the production of IL-6 to contribute to the
reduction of inflammation. The abundance of C. comes, a bacterium
producer of butyric, acetic, formic, and propionic acids [59], is also
higher in normal-weight children (Fig. 4A), the abundance of this
bacteria decreases along with BMI, serum triglycerides, cholesterol
and LDL-cholesterol after Roux-N-Y gastric-bypass surgery in
German adults (Table 1).

In normal weight children, bacteria belonging to the family
Oscillospiraceae such as unclassified Oscillibacter spp. were signif-
icantly more abundant than in obese children (Fig. 4A). Oscillibacter
valericigenes (Oscillaspiraceae) is a well-known producer of valeric
acid (Table 1); we especially found an important significant nega-
tive association (SD=0.0018, p=2.64e-25, q=0.0807) of this
family with serum cholesterol levels, and BMI among children of
our study (Fig. 4E). This result agrees with a role of inhibition of
hepatic cholesterol synthesis produced by valeric acid derivatives
in rats [60]. Another Firmicutes, Holdemania spp. was 2-fold more
abundant in normal weight children; this bacterium is an acetic-
and lactic acid producer, and members of this genus are reported
associated to leanness in a study made in Japanese men (Table 1).
Clostridium citroniae is a Firmicutes 2-fold more abundant in
normal weight children in our study. A strain of this bacterium was
reported as more abundant in lean than obese adults in Japanese
population; however, it appears to be an opportunistic pathogen
associated to colitis in adults (Table 1). Ruminococcus sp. 5 1

73



0. Maya-Lucas et al. / Anaerobe 55 (2019) 11-23 19
Table 1
Gut bacteria with significant increase or decrease among children of this study.
Phylum Proteobacteria
bacteria this work other reports reference
Family Desulfovibrionaceae, 2-fold more abundant in Family Desulfovibrionaceae, a decrease in its abundance has been associated [74]
Bilophila wadsworthia normal weight children than to overweight and obesity in a study made in Swedish preschool children.
obese children B. wadsworthia significantly more abundant in lean than obese Japanese [75]
adult population.
Bilophila spp. a high sugar diet increases the abundance in rat model. [76]
Phylum Bacteroidetes
bacteria this work other reports reference
Family Bacteroidaceae, Genera 2 to 4-fold more abundant in Increase in Bacteroidetes reported due to alimentary intervention reducing [77]
Bacteroides faecis, B. ovatus, normal-weight than obese the BMI in Spanish adolescents
B. xylanisolvens, and children B. acidifaciens members of the Family Bacteroidaceae, its increase prevented [78]
B. salyersiae. obesity and improved insulin sensitivity in mice model
B. faecis negatively associated with markers for dyslipidemia in Danish adult [79]
women.
B. ovatus maintains diversity of gut microbiota by efficient hydrolysis of [80]
soluble fiber like starch producing oligosaccharides and dextrins, which are
available to other non-saccharolytic bacteria.
B. xylanisolvens in the human gut degrades xylans to acetate, propionate and [81]
succinate.
B. salyersiae has been isolated from human feces. [82]
Phylum Firmicutes
bacteria this work other reports reference
Streptococcus thermophilus 2-fold more abundant in S. thermophilus a probiotic associated to reduction of body weight, fat [53]
normal-weight than in obese accumulation, fatty acid synthase activity in adipocytes.
Dorea formicigenerans children D. formicigenerans, a serine protease producer, whose abundance increases [83]
after bowel cleansing in English adult people.
D. formicigenerans abundance decreases after antibiotic treatment in adult [84]
Japanese people suffering of ulcerative colitis.
Anaerostipes hadrus A. hadrus, a strain of this genus has shown to increase butyrate content in [85]
the gut of healthy mice models.
Veillonella parvula V. parvula usually considered part of the oral microbiota, or an opportunistic [86]
human pathogen.
Veillonella spp. negatively correlated with short-chain triglycerides in serum [87]
and stool, in a study made in preschool Finnish and Estonian children.
Coprococcus comes C. comes, its abundance decreases along BMI, serum triglycerides, [88]
cholesterol and LDL-cholesterol in German adults affected of type 2
diabetes/obesity after Roux-en-Y gastric-bypass surgery.
Lachnospiraceae bacterium 7 1 Family Lachnospiraceae, associates with lower long-term weight gain in [89]
58 FAA women of Caucasian ancestry.
Oscillibacter sp. unclassified 0. valericigenes well-known producer of valeric acid. [90]
Holdemania spp. H. filiformis acetic and lactic acid producer. [91]
Holdemania spp. associated to leanness in Japanese men. [92]
Clostridium citroniae C. citroniae more abundant in lean than obese adults in Japanese population. [75]
C. citroniae strain is an opportunistic pathogen associated to colitis in adults. [93]
Ruminococcus sp. 5 1 39BFAA Ruminococcus spp. positively correlates with short-chain triglycerides [87]
concentration in serum and stool in preschool Finnish and Estonian
children.
Megamonas sp. unclassified More than 2-fold more Megamonas spp. more abundant in Taiwanese obese adults than in normal [94]
abundant in obese than in weight.
normal-weight children. Megamonas spp. abundance significantly reduced in Mexican children with [63]
Type1 diabetes onset with respect to healthy control.
Megamonas spp. more abundant in normal and pre-diabetes Chinese [64]

subjects than in recently diagnosed Type 2 diabetes adult individuals.

39BFAA, this Firmicutes was 2-fold more abundant in normal
weight children in our study (Fig. 4A). This strain belongs to a genus
where its members are reported as pathogens or probiotics [61];
surprisingly Ruminococcus spp. positively correlates with short-
chain triglycerides concentration in serum and stool in a study
made in preschool Finnish and Estonian children (Table 1).

On the other hand, we found an unclassified gram-negative
Firmicutes Megamonas spp. more than 2-fold significantly over-
represented in obese children than in normal weight children
(Fig. 4A). Members of the genus Megamonas spp. are active propi-
onic, and acetate producing, saccharolytic bacteria [62]. Similar
results about the abundance of this bacterium were observed in
Taiwanese obese adults (Table 1). However, Megamonas spp.

abundance was significantly reduced in Mexican children with
Type 1 Diabetes onset with respect to healthy control [63], while in
a Type 2 Diabetes (T2D) study in Chinese adults, the genus Mega-
monas was more abundant in normal and pre-diabetes subjects
than in recently diagnosed T2D individuals [64] (Table 1). All chil-
dren in our study exhibited normal fasting glucose levels (Fig. 2E),
but serum cholesterol levels were increased in children affected
with obesity (Fig. 2F). Members of the genus Megamonas are re-
ported to promote isoprenoid cholesterol biosynthesis through
propionic acid mediated pyruvate pathway and alanine [65,66],
which may explain its abundance in obesity in our study. Further-
more, in a different report, a decrease in the abundance of Mega-
monas spp. was observed during oral treatment with Berberine, an
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anticholesteremic drug in African and Chinese adults [67], which
adds to its role in cholesterol biosynthesis.

The HUMANN?2 analyses (Fig. 1), showed that the KEGG pathway
modules Glycolysis_I (from Glucose 6-Phosphate), and Glycolysis Il
(pathway-5484, from Fructose 6-Phosphate) were 2-fold signifi-
cantly overrepresented in the gut microbiota of normal weight
children (Fig. 4B; Appendix A, Supplementary Table S4). More
glycolytic activity in the colon would increase short chain fatty
acids production, which are absorbed by the host. An increase in
valeric acid for instance, would decrease acetyl CoA in the host,
leading to normal lipid levels [66]. On the other hand, an increase in
butyric acid in the host, leads to an increase in anti-inflammatory
interleukins [68] (Fig. 6). This result agrees with the depletion of
glycolysis observed in a study of the microbiome of obese American
twins [69].

Microbiome path coverage revealed a 4-fold overrepresentation
of three anabolic routes for nucleotide synthesis such as pyrimidine
and guanosine in normal weight, and four abundant anabolic
routes for aminoacids or sugar synthesis in obese children (Fig. 4C,
Appendix A, Supplementary Table S4); however, we do not find an
explanation for this observation. Microbiome gene family abun-
dance revealed that a-amyl RXN (or o-Amylase (EC 3.2.1.1)) was 2-
fold significantly more abundant in obese children (Fig. 4D;
Appendix A, Supplementary Table S4). This enzyme carries out the
hydrolysis of -1,4 glycosidic bonds of resistant starches reaching
the colon. Similar results were observed in American children with
non-alcoholic fatty liver disease [70]. Furthermore, obese micro-
biome has a higher capacity to extract more energy in the form of
acetic and propionic acids; Megamonas spp. carries bacterial o-
amylase, which might lead to dyslipidemia through acetyl-CoA
synthesis [65] (Fig. 6).

Clustering analysis using the more relevant 15 orthologous gene
clusters for our data from the EggNOG database (Fig. 5B; Appendix
A, Supplementary Table S5), showed that carbohydrate transport

and metabolism is the most abundant functional group among
Mexican gut microbiome, which is similar to another human gut
microbiome study in Chinese and Danish adults [12]. In addition,
phosphohexokinase (ENOG4105CTQ) orthologue of carbohydrate
transport and metabolism, was significantly more abundant
(p=0.044) in normal weight children than obese children, which
promotes utilization of glucose to regulate the energy in both
glycolysis I and II [71] (Fig. 4B). Likewise, methylmalonyl-CoA
decarboxylase (ENOG4108]B7) orthologue of lipid transport and
metabolism, was more abundant in normal weight than obese
children (p = 0.056) (Fig. 5B; Appendix A, Supplementary Table S5).
Methylmalonyl-CoA decarboxylase plays a vital role in propionic
acid production in Megamonas spp., which is involved in choles-
terol synthesis through Acetyl CoA [65].

We think these enzymatic activities allow efficient catabolic
metabolism of undigested polysaccharides from the diet that reach
the colon in children and are metabolized by the gut microbiota.
The fermentation products are short-chain fatty acids which have
immunomodulatory and anti-inflammatory properties [68]. Resis-
tant starch is a dietary fiber that may contribute to reduce fat
accumulation, enhance insulin sensitivity, regulate blood glucose
level and lipid metabolism (Fig. 6), making it a promising dietary
fiber for the prevention or treatment of obesity and its related
diseases [72]. In another report, dietary resistant starch and chi-
tosan showed anti-obesity effects in a murine model [73]. So, in this
manner, the gut microbiota of normal gut children would carry
among other gene function, the capacity to ferment resistant
polysaccharides efficiently in the gut.

5. Conclusions

The gut microbiome of normal and obese children studied in
this work, was quite similar in their microbial communities or their
protein assemblies (Fig. 5A; Fig. 5B). However, individual members
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Fig. 6. A model of the gut microbiome role in metabolism of normal-weight and obese Mexican children. In our model, when simple sugars and partially digested carbohydrates
reach the colon they have a different fermentation fate. In the case of normal weight children bacteria such as Bacteroides spp, Veillonella spp., Streptococcus spp., and members of
the family Oscillospiraceae are more abundant (Fig. 4A), exhibiting more activity of Glycolysis I and II path abundances (Fig. 4B, Appendix A, Supplementary Table S4), and more
valeric acid and butyric acid synthesis. These metabolites decrease acetyl CoA level leading to normal lipid levels by inhibition of triglyceride, and cholesterol synthesis in the host.
In the children suffering of obesity, and increase in unclassified Methanobrevibacter (Fig. 3A), and Megamonas spp. (Fig. 4A) produces more methane and acetic and propionic acids
respectively. This metabolite increases acetyl CoA level leading to dyslipidemia by increasing the levels of triglycerides, and cholesterol in the host. Note. FOS—-
fructooligosaccharides; GOS—galactooligosaccharides; MOS—mannan-oligosaccharides, RMD, resistant maltodextrin.
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of the gut microbial communities, which are significantly different
between normal and obese children, affect the synthesis of some
metabolites via specific routes, promoting obesity in addition to
other genetic and environmental factors to which the children are
exposed. We conclude that the study of MGWAS of normal weight
and obese children adds useful information to understand obesity
among children.
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