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RESUMEN

Se reconoce que la microbiota intestinal influye en la comunicacion bidireccional entre el
intestino y el cerebro, pudiendo modular procesos neurolédgicos, la progresion del cancer y
el deterioro cognitivo asociado a este. El presente proyecto se enfocoé en comprender el papel
de la microbiota en las alteraciones cognitivas tempranas relacionadas con el cancer,
utilizando el modelo de linfoma L5178Y-R en ratones hembra BALB/c a los 10 dias de la

induccion tumoral.

A través del andlisis taxondémico y la prediccion funcional con PICRUSt2, se identificé que
la presencia del tumor periférico induce una remodelacion selectiva en la composicion
bacteriana, destacando el incremento en miembros de la familia Lachnospiraceae y
asociaciones de los géneros Odoribacter y Alistipes. Funcionalmente, el perfil bacteriano
mostrd una transicion hacia el enriquecimiento relativo de funciones ligadas a la sintesis de
aminas bidgenas (histamina y poliaminas), en paralelo a una disminucidon en las rutas
asociadas al metabolismo de triptofano y glutamato, sugiriendo una alteracion en el potencial

metabdlico de aminoacidos de la comunidad microbiana intestinal.

Estos cambios funcionales coincidieron con alteraciones conductuales caracterizadas por una
menor actividad locomotora y exploratoria en la prueba de Campo Abierto; no obstante, no
se detectaron diferencias estadisticas significativas en las pruebas de memoria espacial o de

reconocimiento (NOR) en este periodo de evaluacion.

En conjunto, la integracion de datos mediante redes de co-ocurrencia demuestra que el tumor
genera una huella funcional especifica en la microbiota intestinal a los 10 dias de evolucion.
Estos resultados respaldan la participacion del eje microbiota—intestino—cerebro en la
respuesta sistémica al cadncer y sefialan a las rutas metabolicas alteradas como nodos clave
en la comunicacion entre la microbiota y el sistema nervioso durante esta fase de la

enfermedad.



ABSTRACT

It is recognized that the gut microbiota influences the bidirectional communication between
the gut and the brain, with the potential to modulate neurological processes, cancer
progression, and cancer-related cognitive impairment. This work focused on understanding
the role of the gut microbiota in the early cognitive alterations associated to the progression

of the L5178Y-R lymphoma in female BALB/c mice.

Through taxonomic analysis and functional prediction using PICRUSt2, it was identified that
the presence of a peripheral tumor induces a selective remodeling of the bacterial
composition, highlighting a relative increase in members of the Lachnospiraceae family and
key associations of the genera Odoribacter and Alistipes. Functionally, the bacterial profile
showed a transition toward a relative enrichment of pathways linked to the synthesis of
biogenic amines (histamine and polyamines), in parallel with a decrease in pathways
associated with tryptophan and glutamate metabolism, suggesting an alteration in the amino

acid metabolic potential of the intestinal microbial community.

These functional shifts coincided with behavioral alterations characterized by reduced
locomotor and exploratory activities in the Open Field test; however, no statistically
significant differences were detected in spatial memory or recognition memory (NOR) tests

during this evaluation period.

Altogether, data integration through co-occurrence networks demonstrates that the tumor
generates a specific functional footprint in the gut microbiota at 10 days of evolution. These
results support the involvement of the microbiota—gut—brain axis in the systemic response to
cancer and point to the altered metabolic pathways as key nodes in the communication

between the microbiota and the nervous system during this phase of the disease.



1. INTRODUCCION

La microbiota intestinal desempefia un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis
del organismo al cumplir diversas funciones, incluida la modulacién cognitiva a través del
Eje Cerebro-Intestino-Microbiota (ECIM). Se ha demostrado que la microbiota sintetiza
neurotransmisores y sus precursores, los cuales se transmiten al cerebro a través del nervio

vago (Adak y Khan, 2019; Rutsch et al., 2020; Jaye et al., 2021).

En los ultimos afios, esta area de investigacion ha adquirido una creciente importancia,
especialmente en el ambito terapéutico para tratar sintomas neuropsiquiatricos. Sin embargo,
también ha surgido un interés relevante en el estudio del cancer, donde se ha observado que
el Eje CIM influye en la biologia de esta enfermedad. Estudios han revelado diferencias en
la composicién de la comunidad microbiana entre pacientes sanos y aquellos con cancer

(Wong et al., 2019; Lewandowska-Pietruszka et al., 2022).

Se ha documentado que los pacientes con cdncer experimentan deterioro cognitivo incluso
antes de someterse a terapias especificas. Los sintomas mds comunes incluyen dificultades
en la concentracion, la memoria y la toma de decisiones, ademdas de manifestaciones clinicas
(Ahles y Root, 2018). Esta asociacion entre el cambio en la composicion microbiana y la
cognicion en presencia del cancer sugiere una relacion bidireccional entre el cancer y la
microbiota, planteando la hipdtesis de que la microbiota actlia como intermediario de los
efectos del tumor sobre el sistema nervioso central (SNC), especialmente en lo que respecta

a la funcion cognitiva.

A pesar de la relevancia de esta idea, la exploracion de este fendmeno ha sido limitada, con
la mayoria de los estudios enfocados en el impacto de la quimioterapia en la microbiota y la
cognicion. En este contexto, el presente proyecto busca llenar esta brecha de conocimiento,
aprovechando la evidencia previa obtenida en un modelo murino BALB/c que sugiere que

un tumor periférico puede influir en la funcion cognitiva.



2. ANTECEDENTES

2.1. Microbiota

La conceptualizacion de la microbiota se origina a principios del siglo XX cuando se detecta
la coexistencia de una amplia diversidad de microorganismos, tales como bacterias, arqueas,
parasitos, levaduras y virus, en distintas regiones del cuerpo humano, en las que se incluye
el intestino, la piel, los pulmones y la cavidad bucal. Este conjunto, conocido como
microbiota, conforma una comunidad ecologica que coloniza habitats especificos en el
huésped, contribuyendo significativamente en la homeostasis y preservacion de esta, en este
sentido, participa en el mantenimiento de la salud del huésped (Adak y Khan, 2019; Hou ef
al., 2022).

La microbiota intestinal, por lo tanto, es “la comunidad de microorganismos residentes en el
tubo digestivo” (Icaza-Chavez, 2013). Por otro lado, en la revision realizada por Riccio y
Rossano en 2020, indican que dicha microbiota se tiende a describir como un 6rgano
adicional al cuerpo, de igual manera ambos autores indican que recientemente se ha acufiado
el término de “metaorganismo”, el cual describe la intima conexidn entre la microbiota

intestinal y el cerebro.

El sistema digestivo humano alberga una vasta y diversa comunidad de microorganismos,
superando los 100 billones en niimero. Se ha estimado que la densidad de bacterias en el
colon oscila entre los 10"y 10'? por mililitro. Aunque el sistema gastrointestinal (GI) esté
compuesto por varios organos, se ha observado que la mayoria de las bacterias comensales
habitan en el colon, mientras que su presencia en el estobmago y el intestino delgado es
practicamente insignificante. La composicion de esta microbiota abarca entre 500 y 2000
especies de bacterias las cuales pertenecen a los cuatro filos dominantes: Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia, siendo los
dos primeros los mas predominantes (Sender et al., 2016; Rinninella et al., 2019; Rutsch et

al.,2020; Chen et al., 2021; Hou et al., 2022).

La microbiota intestinal desempefia un papel vital en diversos aspectos del cuerpo humano,
estas funciones se pueden separar en cuatro rubros: metabolico, inmunolégico, fisiologico y

neurologico, este ultimo se explicard mas adelante (Adak y Khan, 2019).



Ademas de su contribucién al proceso de digestion, donde participa activamente en la
extraccion, sintesis y absorcion de nutrientes esenciales, acidos biliares, lipidos,
aminoacidos, vitaminas y acidos grasos de cadena corta (AGCC); tiene un impacto
significativo en la defensa del hospedero contra patéogenos, esta defensa se lleva a cabo
mediante la competencia contra estos microorganismos a través de procesos como el
metabolismo de nutrientes, la modificacion del pH y la producciéon de péptidos

antimicrobianos (AMP) (Adak y Khan, 2019).

De igual manera, ejerce un papel clave en la regulacion del sistema inmunolégico, influyendo
en el desarrollo, la homeostasis y la funcion de las células inmunitarias, tanto innatas como
adaptativas. La interaccion entre ambas partes es compleja. Los productos derivados de la
microbiota activan receptores en las células intestinales e inmunitarias, afectando tanto a la

respuesta inmune local como a la sistémica (Zheng ef al., 2020).

Se ha reconocido que las modificaciones en la composicion de la microbiota pueden
interrumpir la relacion simbiodtica y favorecer la aparicion de diversas enfermedades,
correlacionandose con un estado de salud deficiente en el huésped. Especificamente, el
desequilibrio de la microbiota conduce a la disbiosis, lo cual puede resultar en condiciones
como obesidad, diabetes tipo 2, hiperlipidemia, disfuncién metabdlica, inflamacion y cancer,

solo por mencionar algunas (Jaye et al., 2021).

2.2. Microbiota y conducta

Existe una comunicacion bidireccional entre el intestino y el cerebro, a esto se le conoce
como “Eje intestino-cerebro” (Gut Brain Axis, en inglés), la cual es crucial tanto para la salud
mental como para el comportamiento del individuo. Este vinculo se establece a través de la
interaccion del sistema nervioso entérico (SNE) y el eje hipotaldmico-pituitario-suprarrenal,
asi como por la microbiota intestinal. Ademés, forma parte del eje cerebro-intestino-
microbiota (ECIM), el cual facilita la comunicacion entre el sistema nervioso central con el
aparato digestivo. EI ECIM incluye componentes como el cerebro, el sistema nervioso
autonomo (SNA) (incluyendo los sistemas simpatico, parasimpatico y entérico), la médula
espinal y los sistemas neuroendocrio y neurohumoral. Aspectos esenciales para su optimo

funcionamiento son la diversidad bacteriana y la integridad de la barrera intestinal, que se



reflejan tanto en la preservacion de la salud mental como en el bienestar global del individuo

(Adak y Khan, 2019; Bustos-Fernandez y Hanna-Jairala, 2022).

La microbiota tiene la capacidad de sintetizar moléculas neuroactivas que contribuyen a esta
compleja red de comunicacion como lo son los neurotransmisores (sustancias quimicas que
pueden moverse entre las neuronas a través de la sinapsis, facilitando asi la transmision de
sefales que regulan diversos comportamientos) y sus precursores (mayormente aminoacidos
como triptofano o tirosina), implicando una conexion directa entre la sintesis de estos en el
intestino y la actividad neuronal y cognitiva del cerebro (movimiento, emociones,

aprendizaje y memoria) (Rutsch et al., 2020; Chen et al., 2021).

Especificamente precursores de la acetilcolina, el acido gamma-aminobutitico (GABA) y la
serotonina, sintetizadas por bacterias como lo son: Lactobacillus, Enterococcus,
Steptococcus 'y Bifidecobacteria, influyen en los procesos fisioldgicos del cerebro. Es
importante resaltar que la mayoria se la serotonina que se requiere tanto para algunas
funciones cerebrales como gastrointestinales, el estado de animo, el comportamiento y el
suefio, se produce en el intestino (90%); y su union a los receptores cerebrales desencadena
la liberacion de exosomas que participan en la regulacion de la neuroinflamacion (Rutsch et

al., 2020).

El triptéfano, precursor de la serotonina, no ejerce un papel directo en la activacion de la
microglia, las células inmunes del sistema nervioso central. Sin embargo, su metabolismo
puede influir en la activacion de dichas células; es importante sefalar que la microglia
metaboliza el triptéfano y genera como producto final el 4cido quinolinico, una neurotoxina
que estd asociada con diversas enfermedades neuroldgicas como la enfermedad de
Huntington y la depresion. Ademas, la presencia de bacterias en el intestino puede modificar
la neurotransmision serotoninérgica, lo que probablemente contribuye a la reduccion de la

ansiedad (Rutsch et al., 2020).

En 2020 se realizd un estudio por Liu et al., donde se investigd el mecanismo regulador
mediante el cual la microbiota intestinal influye sobre el comportamiento asociado a la
depresion en modelo de ratas libres de gérmenes. Trasplantando microbiota fecal de
individuos con depresion y controles sanos en las ratas, se encontré que las ratas con

trasplante de pacientes deprimidos mostraron comportamientos similares a la depresion.
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Ademas, se observaron alteraciones en los niveles de neurotransmisores, hormonas del estrés
y citocinas inflamatorias tanto en el cerebro como en la sangre. De igual manera, se
evidenciaron dafios en la estructura de las mitocondrias en las células intestinales, sugiriendo
una estrecha relacion entre la microbiota intestinal y los trastornos neuroendocrinos,

inflamatorios y mitocondriales asociados con la depresion.

Agranyoni et al., en el 2021 estudiaron el impacto de la composicion de la microbiota
intestinal en los patrones de comportamiento social establecidos de dominancia y sumision
en un modelo de ratobn Sabra, asi como comprender las posibles asociaciones entre la
microbiota intestinal, el perfil metabdlico e inflamatorio del tejido adiposo blanco y el
comportamiento social en dicho modelo. Los resultados revelaron diferencias significativas
en la microbiota entre estos dos grupos de ratones, siendo los sumisos quienes poseen menos
diversidad microbiana, con la presencia de los géneros Mycoplasma y Anaeroplasma
pertenecientes al filo Tenericutes, mientras que los dominantes poseian mayor presencia del
género Prevotella del filo Bacteriodetes, el cual era menos abundante en los sumisos.
Ademas, los ratones sumisos mostraron menos peso corporal, una reduccion en la masa de
tejido adiposo blanco y una expresion elevada de marcadores inflamatorios en comparacion
con los dominantes. Mediante trasplantes de microbiota fecal, se confirm6 que la
composicion bacteriana influye en los comportamientos asociados con la sumision. Por lo
tanto, estos hallazgos destacan el papel crucial de la microbiota intestinal en la determinacion

de los patrones de comportamiento social en los ratones Sabra.

Mientras tanto, Chu ef al., (2020) examinaron el papel de la microbiota en la funcion cerebral
y el comportamiento en ratones adultos. Las manipulaciones de la microbiota mediante
tratamientos con antibidticos o mediante la cria de ratones libres de gérmenes resultaron en
déficits significativos en la capacidad de los ratones para superar el miedo condicionado, un
proceso conocido como “fear extinction learning”, alteraciones en la expresion génica en el
cerebro y reduccion de la actividad en neuronas codificadoras de sefiales. Ademas, el analisis
metabolomico identificé metabolitos relacionados con trastornos neuropsiquiatricos: sulfato
de fenilo, sulfato de pirocatechol, acido 3-(3-sulfooxifenil) propanoico y sulfato de indoxilo,

sugiriendo una influencia directa de la microbiota en la funcion cerebral.



Bravo et al., (2011) investigaron el efecto directo de Lactobacillus rhamnosus (JB-1), una
bacteria del acido lactico, en los receptores de neurotransmisores en el sistema nervioso
central (SNC) en ratones sanos BALB/c. Se observd que el tratamiento con JB-1 provocod
cambios en la expresion del mRNA del receptor de GABA (B1b) en diversas regiones
cerebrales, con un aumento en las regiones corticales y reducciones en el hipocampo,
amigdala y el locus coeruleus. Este tratamiento también redujo los niveles de corticosterona
inducida por estrés y mitigd comportamientos relacionados con la ansiedad y la depresion.
Estos efectos fueron evidentes en ratones intactos, pero no en aquellos vagotomizados, lo que
sugiere la importancia de la comunicacion intestino-cerebro a través del nervio vago. Por lo
que se concluye que la manipulacion de la microbiota induce cambios en el comportamiento

del individuo.

Ray et al., (2021) examinaron los efectos del tratamiento con vancomicina en la microbiota
intestinal de ratones BALB/c y C57BL/6 y como estos cambios afectan su comportamiento.
Se encontrd que el uso de antibidticos alterd significativamente la microbiota intestinal, lo
que coincidi6 con los cambios en el comportamiento de los individuos, incluyendo niveles
elevaos de ansiedad y comportamiento depresivo. Asi mismo, se observo una disminucion
en la abundancia relativa de los filos Firmicutes y Bacteroidetes, mientras que aumentaron

los filos Proteobacteria 'y Verrucomicrobia.

Estos hallazgos subrayan la importancia de la microbiota intestinal en la regulacion del

comportamiento y la salud mental.

2.3. Microbiota y cancer

El cancer, segiin Brown y colaboradores, en una actualizacion de su definicion en el 2023, lo
definen como: “Una enfermedad de proliferacion incontrolada de las células transformadas

sujetas a evolucidn por seleccion natural”.

A pesar de que estd ampliamente aceptado que el cancer resulta de una interaccion compleja
entre la predisposicion genética y factores ambientales, se ha sugerido que la influencia de
los microorganismos en el desarrollo del cancer podria contribuir alrededor del 20% de los

canceres en los humanos (Agagundiiz et al., 2023).



En la actualidad se acepta que la composicion de la microbiota intestinal puede tener un
impacto significativo en la predisposicion a diversas enfermedades, incluyendo el cancer. Por
otra parte, se ha observado que el cancer tiene la capacidad de modificar la composicion de
la microbiota intestinal en modelos murinos, lo que potencialmente conduce a una disbiosis

y promueve el crecimiento tumoral (Long, 2023).

La relacion entre la microbiota y el cancer es sumamente compleja y multifacética. Por un
lado, la microbiota presente en el intestino juega un papel fundamental en la aparicion,
progresion, tratamiento y prondstico de varios tipos de cancer. Esta influencia se manifiesta
a través de una serie de mecanismos, que incluyen la regulacion del sistema inmunolégico,
la activacion de inflamasomas, la influencia en vias hormonales y la produccion de
metabolitos que pueden tanto estimular como inhibir el crecimiento tumoral. Por otro lado,
el cancer también puede alterar la composicion y funcion de la microbiota intestinal,

provocando un desequilibrio conocido como disbiosis (Sun ef al., 2023).

Las interacciones entre la microbiota y el cancer se pueden categorizar en tres niveles
distintos. En primer lugar, las interacciones primarias se caracterizan por una asociacion
directa entre la microbiota y el entorno tumoral. Aqui, la microbiota intestinal puede
desencadenar procesos carcinogénicos y también influir en la respuesta del tumor a la
quimioterapia. Por otro lado, las interacciones secundarias comprenden las conexiones entre
la comunidad microbiana local y los tumores dentro del mismo entorno fisico. Estas
interacciones pueden proporcionar pistas valiosas para la deteccion temprana del cancer, ya
que los cambios en la microbiota local pueden reflejar la presencia de tumores en desarrollo.
Por ultimo, las interacciones terciarias describen como las comunidades microbianas en
lugares distantes del cuerpo pueden influir en la eficacia de la quimioterapia y, a su vez, servir
como marcadores para el diagnostico de cancer en etapas avanzadas. Esta clasificacion

subraya la complejidad de las relaciones entre la microbiota y el cancer (Jaye, 2021).

Es relevante destacar que en pacientes con cancer se ha observado un aumento en el riesgo
de experimentar deterioro cognitivo, también conocido como "neblina mental" o "cerebro
nublado". Este fendmeno se caracteriza por dificultades en la concentracion, la memoria y la
toma de decisiones, lo que impacta significativamente en la calidad de vida de los pacientes.

Ademés, se ha reportado que pacientes con céncer llegan a tener esta disfuncion cognitiva



antes del tratamiento o cirugia, inclusive antes de un diagnéstico definitivo. Se ha
documentado que el 30% de pacientes diagnosticados con tumores solidos presentan
problemas cognitivos inclusive antes de iniciar cualquier tratamiento antineoplasico, por lo
tanto, dada esta situacion, se ha adoptado el término “deterioro cognitivo relacionado con el

cancer” (CRCI) (Ahles y Root, 2018; Iranzo et al., 2023; Grassi et al., 2023).

Los cambios en la cognicidon relacionados al cancer podrian vincularse con presencia de
inflamacion tanto del area afectada como en el sistema en su totalidad, junto con una
liberacion aumentada de sustancias mediadoras que promueven la inflamacion, Esta
situacion puede dar lugar a la activacién de una respuesta inflamatoria en el SNC, lo que se
conoce como ‘“neuroinflamacion”. De igual manera, dichos cambios también estan
relacionados con una disfuncion del eje ECIM, su disfuncion estd mayormente estudiada en
pacientes que estan o han salido de tratamientos contra el céancer, especificamente
quimioterapias. Asimismo, estos se entrelazan con factores bioldgicos como lo son la edad,

la biologia del tumor y los factores de riesgo genético (Lomeli ef al., 2021).
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3. JUSTIFICACION

La microbiota intestinal influye en el comportamiento humano a través del eje microbiota
intestino-cerebro (ECIM), y su papel cobra especial relevancia en pacientes con cancer,
quienes enfrentan un mayor riesgo de deterioro cognitivo, conocido como "neblina mental",
que impacta significativamente la calidad de vida de los pacientes. Investigaciones han

demostrado que la composicion de la microbiota puede modificar el comportamiento.

Mediante los andlisis metagenémico y metaboldmico de ratones sanos y portadores de tumor,
se busca proporcionar nuevo conocimiento con respecto a como la composicion bacteriana
afecta el comportamiento en este contexto especifico para ofrecer perspectivas valiosas sobre
la regulacion del comportamiento por parte de la microbiota intestinal y su potencial en el

tratamiento de un sindrome que afecta la calidad de vida del sobreviviente del cancer.
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4. HIPOTESIS

Las alteraciones cognitivas observadas en el modelo de cancer murino L5178Y-R estan
asociadas a cambios en el metaboloma y la diversidad del microbioma intestinal de los

ratones BALB/c portadores del linfoma.
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5. OBJETIVO

5.1.  Objetivo general

Evaluar cambios en el metaboloma y diversidad de la microbiota intestinal en un modelo

murino de linfoma que desarrolla alteraciones cognitivas.

5.2.  Objetivos especificos

1. Evaluar la memoria a corto plazo y espacial en ratones BALB/c portadores del
linfoma L5178Y-R.

2. Analizar la diversidad de la microbiota intestinal en ratones BALB/c portadores del
linfoma L5178Y-R.

3. Predecir mediante bioinformatica el perfil metabolomico de la microbiota intestinal

en ratones BALB/c portadores del linfoma L5178Y-R.
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6. MATERIALY METODOS

La metodologia utilizada en este proyecto se basd en lo descrito por Garcia y Miranda, 2018;

Wang et al., 2019; Lee et al., 2020; Gates et al., 2023.

6.1. Animales

En este estudio, se adquirieron ratones hembra BALB/c de entre 8 y 10 semanas de edad,
suministrados por el bioterio del Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la UANL. Cada
raton fue marcado para su identificacion y se alojaron en jaulas con acceso a comida y agua
ad libitum. El aserrin utilizado fue esterilizado en la autoclave. Se mantuvieron un ambiente
lo mas desinfectado posible y se establecio un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (7 a.m. - 7
p.m.), con una temperatura controlada de 24°C y una humedad relativa del 45%. Los ratones
se agruparon en jaulas con un maximo de 4 individuos para evitar el estrés por aislamiento.
Todos los procedimientos de trabajo con los animales cumplieron con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio y fueron sometidos para su revision por el Comité de Etica
de Investigacion y Bienestar Animal de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (CEIBA-FCB-
02/2024) UANL.

6.2. Inoculacion de células tumorales

Previo al inicio del experimento, se recolectaron muestras fecales de todos los individuos (n
= 9). Posteriormente, los ratones fueron inoculados con células tumorales L5178Y-R
suspendidas en buffer fosfato salino (PBS), mediante administraciéon subcutanea en la

extremidad posterior derecha.

Se realiz6 una segunda recoleccion de muestras fecales al dia 10 del experimento. Los
animales fueron eutanasiados al finalizar el periodo experimental. Se excluyeron del analisis

aquellos individuos que presentaron tumores con un volumen superior a 20 mm?.

6.3. Pruebas conductuales

Con el objetivo de evaluar las alteraciones conductuales asociadas al desarrollo del linfoma,
los ratones fueron sometidos a diversas pruebas conductuales en dos momentos
experimentales: el dia de la inoculacion (antes de la misma) y el dia 10 posterior a la

induccion tumoral. Las pruebas realizadas incluyeron Campo Abierto (CA) (Figura 1A),
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Reconocimiento de Objeto Novedoso (NOR) (Figura 1B) y Laberinto en Y (Lab Y) (Figura
1C).

A

Y
B

Figura 1. Representacion de las pruebas conductuales para la evaluacion de la locomocién, ansiedad y
memoria en el modelo murino. Vista superior del montaje experimental: (A) Arena de Campo Abierto (CA)
utilizada para medir la actividad locomotora y conducta tipo ansiedad durante la fase de exploracion libre. (B)
Prueba de Reconocimiento de Objeto Novedoso (NOR) realizada en la misma arena, mostrando la fase de
familiarizacién con dos objetos idénticos (izquierda) y la fase de prueba tras la sustitucion por un objeto
novedoso (derecha) para la evaluacion de la memoria de reconocimiento. (C) Laberinto en 'Y (Lab Y) empleado

para determinar el indice de alternancia espontdnea como indicador de memoria de trabajo espacial.

La prueba de Campo Abierto se llevd a cabo en una arena cubica de acrilico negro con
dimensiones de 50 cm x 50 cm x 50 cm. Cada raton explor6 libremente la arena durante 5
minutos, seguidos de 5 minutos de descanso. Durante este periodo de descanso, la arena se
limpi6 con etanol al 70% y se colocaron dos objetos idénticos en esquinas opuestas. Al
término del periodo de descanso, los animales fueron reintroducidos en la arena y se
cronometrd el tiempo que pasaron interactuando con cada objeto, con un requisito minimo
de 20 segundos de interaccion. Se les otorgd de 5 a 10 minutos para completar estos tiempos
de interaccion. Los roedores que no lograron cumplir con el tiempo minimo de interaccion

fueron excluidos de la prueba NOR.

Tras un segundo periodo de descanso de 5 minutos, la arena se limpi6é nuevamente con etanol
al 70%. Esta vez, se colocd un objeto idéntico al anterior y un objeto completamente diferente
en esquinas opuestas. Cada individuo tuvo la oportunidad de interactuar con ambos objetos
durante 5 minutos, y se registro el tiempo de interaccion para calcular el porcentaje del indice

de interaccion mediante la Ecuacion (1).
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objv + opjn 100 )

Indice de interaccion (%) =

Donde:
ObjN: tiempo de interaccion con el objeto nuevo (s).
ObjV: tiempo de interaccion con el objeto conocido (s).

Se considerd que un indice de interaccidon superior al 50 % indicaba una preferencia por el

objeto novedoso, consistente con una memoria de reconocimiento intacta.

La prueba de Campo Abierto es utilizada para medir la locomocion general de los individuos
y su nivel de ansiedad. Este ultimo se mide principalmente a través del tiempo que los
roedores pasan en el centro del area. La conducta normal de los roedores es permanecer en
las orillas, ya que estar expuestos en el centro los hace mas vulnerables a posibles
depredadores, no obstante, su capacidad exploratoria les permite, una vez que se sientan
seguros en el entorno, comenzar a aventurarse hacia el centro para explorar el 4rea en su
totalidad. Este comportamiento proporciona informacion del estado emocional de los
individuos y su disposicion a explorar. Por ende, un mayor tiempo en el centro y una mayor

ratio de exploracion indican que el individuo tiene un comportamiento normal.
Las variables evaluadas durante esta prueba fueron:

o Ratio de movilidad (%): proporcion del tiempo en que el animal permanecié en
movimiento con respecto al tiempo total de la prueba.

o Distancia total recorrida (mm): distancia acumulada recorrida por el animal durante
toda la prueba.

o Velocidad promedio (mm/s): distancia total recorrida dividida entre el tiempo total de
la prueba.

o Tiempo en el centro (s): tiempo durante el cual el animal permaneci6 en la zona
central de la arena.

o Ratio de exploracion (%): porcentaje de exploracion reportado por el software

ToxTrac.
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La prueba de Lab Y se llevo a cabo en un laberinto de acrilico negro de 3 brazos de 40 cm x
8 cm y paredes de 10 cm de altura. Los brazos se identifican como A, B y C, manteniendo la
misma nomenclatura durante todo el estudio. Cada individuo fue colocado al inicio del brazo
A, en el extremo opuesto al centro del laberinto, y se le permitié explorar libremente durante

5 min.

Se registr6 cada entrada a los diferentes brazos para calcular el indice de alternancia

espontanea la Ecuacion (2).

nAltC

Indice de alt ' t4 %) = —————* 100 2
ndice de alternancia espon anea(@) nTotal—Z* ( )

Donde:
nAltC: nimero de alternancias correctas.
nlotal: nimero total de entradas a los brazos del laberinto.

El indice de alternancia espontanea refleja la capacidad del animal para recordar los brazos
previamente explorados y seleccionar preferentemente un brazo diferente, por lo que

constituye un indicador de memoria de trabajo.
Las variables evaluadas durante esta prueba fueron:

o Numero total de entradas (adimensional).
o Numero de alternancias correctas (adimensional).

o Indice de alternancia espontanea (%).

El objetivo fue analizar como la combinacion del tumor y la microbiota afecta el
comportamiento de los ratones portadores. Los videos obtenidos fueron procesados en el

software ToxTrac (version 2.84 / v1.1; Rodriguez et al., 2018).

6.4. Obtencion de heces

Posteriormente, para caracterizar la microbiota intestinal, se recolectaron muestras fecales de
cada individuo en los dos tiempos experimentales establecidos. Las heces fueron recolectadas

en tubos estériles de 1.5-2 mL por individuo y almacenadas a -80 °C hasta su procesamiento.
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6.5. Taxonomia metagenomica

Las muestras fecales obtenidas fueron procesadas para la extraccion de ADN y la
caracterizacion taxondmica de la microbiota intestinal mediante secuenciacion del gen ARNr

16S.

El ADN fue extraido a partir de 180—220 mg de muestra fecal utilizando el kit QIAamp Fast
DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania, 2011; No. de catalogo 51504), de acuerdo
con el protocolo del fabricante (2010).

La calidad del ADN se evalu6 mediante espectrofotometria UV-Vis (NanoDrop 2000,
Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), considerando valores A260/A280 entre 1.7-2.0 y
concentraciones superiores a 30 ng/uL. La integridad del ADN se verific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente, las muestras fueron normalizadas a una

concentracion final de 100 ng/pL.

Las alicuotas de ADN normalizado fueron enviadas para su secuenciacion de alto
rendimiento a la empresa Zymo Research Corporation (Irvine, CA, EE. UU.). Se amplificd
la region hipervariable V3—V4 del gen ARNr 16S y las bibliotecas fueron secuenciadas en la
plataforma Illumina. La asignacion taxondmica de las secuencias se realiz6 utilizando el flujo

de trabajo bioinformético basado en la base de datos de referencia SILVA.

6.6. Obtencion de perfiles metabélicos

Finalmente, a partir de la informacién taxondmica obtenida, se realizo la inferencia del
potencial funcional de la microbiota intestinal se realiz6 utilizando PICRUSt2 (v2.6.2). El
analisis fue ejecutado en un entorno Linux (Pop! OS) mediante el gestor de entornos Conda,
lo que permitié garantizar la reproducibilidad y compatibilidad de las dependencias

requeridas por el pipeline bioinformatico.

Este analisis permitid inferir el potencial funcional de la comunidad microbiana a partir de
los datos de secuenciacion del gen 16S ARNTr, generando perfiles metabodlicos predichos para
cada grupo experimental. Las funciones obtenidas fueron clasificadas mediante codigos de
la Comision Enzimatica (Enzyme Commission, EC), permitiendo identificar enzimas
potencialmente involucradas en la sintesis, transformaciéon o degradacion de

neurotransmisores y otros metabolitos neuroactivos.
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Tabla 1. Familias bioquimicas, metabolitos y enzimas microbianas asociadas a las

rutas metabolicas analizadas en el modelo de linfoma L5178Y-R

Familia Bioquimica Compuesto C(})Edégo Nombre Enzimético Asociado
Aminoécidos Neuroactivos Glutamato 1.4.1.13 Glutamato deshidrogenasa
Glutamato deshidrogenasa
GABA 1.4.1.15 (NADP-)
Triptofano 4.2.1.20 Triptéfano sintasa
Catecolaminas y Precursores DOPA 1.14.16.2 Tirosina 3-monooxigenasa
Dopamina 41108 Aromatwo—L—arpmoamdo
descarboxilasa
. . Catecol O-metiltransferasa
Catecolaminas_metil 2.1.1.6 (COMT)
Aminas Biogénicas / Trazas Serotonina 1.14.16.4  Triptéfano 5-monooxigenasa
Histamina 4.1.1.22 Histidina descarboxilasa
Tiramina 4.1.1.25 Tirosina descarboxilasa
Feniletilamina 4.1.1.43 Fenilalanina descarboxilasa
Triptamina 41991 Triptofanasa / "ljnptofano
descarboxilasa
Poliaminas Agmatina 4.1.1.19 Arginina descarboxilasa
Cadaverina 4.1.1.18 Lisina descarboxilasa
Putrescina 4.1.1.17 Ornitina descarboxilasa
Espermidina 2.5.1.16 Espermidina sintasa
Espermina 2.5.1.22 Espermina sintasa
N_Acetilputrescina 2.3.1.57  Putrescina N-acetiltransferasa
Via de la Quinurenina Quinurenina 1.13.11.11 Triptofano 2,3-dioxigenasa
Formamidasa 3.5.1.9 Formamidasa
Quinureninasa 3.7.13 Quinureninasa
Metabolitos Bacterianos Libres Indol 1.13.11.52 Indoleoxigenasa
TMA 4128 Liasas de corte C-N /
(Trimetilamina) T Isocitrato liasa
Otros Compuestos Nitrogenados Acetilcolina_prec 2.7.1.32 Colina quinasa
Creatinina 3.533 Creatinina amidohidrolasa
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6.7.  Analisis de la estructura, diversidad y perfiles de la microbiota intestinal

El analisis bioinformatico de la microbiota intestinal se ejecutd a distintos niveles
taxonomicos (filo, familia y especie). Para la evaluacion del ecosistema microbiano global,
se calcularon los indices de diversidad alfa: el indice de Shannon (para evaluar la diversidad
global), el indice de Simpson (para evaluar la dominancia) y la equitabilidad de Simpson
(para evaluar la uniformidad en la distribucion de los taxones), a partir de la matriz original

de abundancias absolutas sin modificaciones.

La diversidad beta se determind mediante la estimacion de matrices de disimilitud basadas
en la métrica de Bray-Curtis. Las diferencias composicionales globales entre las
comunidades de los grupos experimentales se evaluaron mediante un Analisis de Varianza
Permutacional Multivariado (PERMANOVA). Complementariamente, se realizd un analisis
de Dispersion Permutacional (PERMDISP) para examinar la homogeneidad de las varianzas
e identificar si los patrones de agrupamiento obedecian a cambios en el centroide
multivariado o a heterogeneidad en la dispersion interna de las muestras. Para caracterizar la
estabilidad temporal y variabilidad de la comunidad microbiana dentro de un mismo sujeto
entre las condiciones experimentales, se computé formalmente la distancia de Bray-Curtis

intraindividual.

A nivel de filo y familia, la composicion taxondmica se representd mediante perfiles de
abundancia relativa. Con el objetivo de reducir la dimensionalidad ecoldgica a nivel de
especie y mitigar el ruido de taxones transitorios, se aplicod un filtro de inclusion basado en
la contribucion acumulada de abundancia relativa, reteniendo las especies que explicaran el

90% de la abundancia total por grupo de estudio.

Para evaluar las transiciones estructurales entre condiciones de forma bidireccional, se

construyeron dos conjuntos de datos contrastados:

1. El perfil dominante en Basal, compuesto por las especies del top 90% en la condicion

Basal y evaluando la abundancia de este mismo conjunto en la condicion Tumor; y

2. Elperfil dominante en Tumor, compuesto por las especies del top 90% en la condicion

Tumor y contrastado contra sus respectivas abundancias en Basal.
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Las matrices resultantes fueron normalizadas mediante la transformaciéon matematica de
Hellinger para contrarrestar la dominancia artificial de especies hiperabundantes. A partir de
estos datos transformados, se construyeron mapas de calor (heatmaps) con agrupamiento
jerarquico dual (clusteres basados en la similitud de muestras y en perfiles de co-ocurrencia
de especies) para explorar visualmente la reestructuraciéon del ecosistema entre las

condiciones Basal y Tumor.

6.8. Modelado de cambio biolégico (log2 Fold Change) y exclusividad

taxonomica

Para evaluar la magnitud y direccién de los cambios asociados a la condicidén tumoral, se
calcul¢ el log: Fold Change (log2FC) utilizando el contraste matematico log>(Tumor/Basal).

Este analisis se aplicé de manera independiente en dos niveles:

e Dimension taxonémica, evaluando las variaciones en la abundancia relativa de las
especies bacterianas de la microbiota intestinal.

e Dimension funcional, evaluando los cambios en las abundancias predichas de
neurotransmisores y metabolitos neuroactivos obtenidos mediante inferencia

funcional con PICRUSt2.

Para ambas dimensiones se generaron distribuciones de densidad Kernel con el fin de
visualizar el comportamiento global de los cambios bioldgicos entre grupos. Posteriormente,
se identificaron las entidades con mayor magnitud de cambio absoluto y se representaron
mediante graficos de barras y diagramas de abundancia individual por muestra, permitiendo

evaluar la consistencia de las tendencias observadas entre réplicas biologicas.

Adicionalmente, se realizO una evaluacion de exclusividad taxondmica para identificar
especies bacterianas detectadas Ginicamente en una de las condiciones experimentales. Para
ello se calcularon las abundancias promedio de los taxones exclusivos del grupo Basal y del
grupo Tumor, permitiendo caracterizar posibles poblaciones bacterianas asociadas

especificamente a cada estado biolédgico.

6.9. Integracion trans-omica y fenotipica mediante analisis de redes

Con el objetivo de integrar la informacién taxonémica, funcional y conductual obtenida a lo

largo del estudio, se construyeron redes de co-ocurrencia basadas en analisis de correlacion
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entre las variables de interés. Dependiendo de la distribucion de los datos, las asociaciones
fueron estimadas mediante correlaciones de Pearson o Spearman. Los coeficientes de

correlacion se calcularon utilizando la funcion calc cor fast.

Se conservaron unicamente aquellas asociaciones que cumplieron simultaneamente los
criterios de significancia estadistica (p < 0.05) y fuerza de asociaciéon biologicamente
relevante (|r] > 0.7). Las correlaciones positivas y negativas se representaron como aristas
dentro de las redes, mientras que las distintas entidades biologicas fueron representadas como

nodos.
La integracion se organizo en tres niveles complementarios:

¢ Red microbiota—metabolitos neuroactivos. Se analizaron las asociaciones entre
especies bacterianas y neurotransmisores o metabolitos neuroactivos predichos por
PICRUSt2.

e Red enzimas—metabolitos neuroactivos. Se evaluaron las asociaciones entre
enzimas clasificadas mediante codigos Enzyme Commission (EC), predichas por
PICRUSt2, y los metabolitos neuroactivos potencialmente relacionados con dichas
funciones metabolicas.

e Red trans-Omica y fenotipica. Se integraron los componentes centrales de la
microbiota intestinal y del potencial funcional neuroactivo con las variables
conductuales obtenidas en las pruebas de Reconocimiento de Objeto Novedoso
(Interaccion NOR) y Laberinto en Y (Alternancia espontdnea), con el proposito de
explorar posibles asociaciones entre la microbiota intestinal, la funcidén neuroactiva

predicha y el desempefio cognitivo.

6.10. Analisis estadistico

La normalidad de los datos numéricos provenientes de la conducta animal, abundancias y
variables metabolicas se evalué mediante los estadisticos de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-
Smirnov. Las comparaciones entre las condiciones Basal y Tumor en el mismo sujeto se
evaluaron mediante la prueba t de Student pareada para variables con distribucién normal, y
mediante la prueba de rangos con signo de Wilcoxon para datos con distribuciéon no normal.

Para todos los analisis estadisticos univariados, multivariados y topologicos, se fijé un nivel
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de significancia de a = 0.05, determinando que los valores de p < 0.05 denotaban

significancia estadistica.

El procesamiento bioinformatico global, la manipulacion de matrices complejas, el modelado
grafico y matematico de redes se realizaron en el entorno de programacion R version 4.4.2
(2024-10-31, UCRT), utilizando el ecosistema de paquetes conformado por: vegan
(diversidad ecologica, PERMANOVA, PERMDISP), igraph y ggraph (topologia de redes e
interactomica), tibble (estructuracion de datos indexados), patchwork (ensamblaje de paneles
multifigura) y ggplot2 (visualizaciones de alta resolucion). Los andlisis estadisticos
univariados complementarios y el refinamiento estético de graficos vectoriales especificos se

realizaron empleando GraphPad Prism version 10.1.0 (316).
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7. RESULTADOS

7.1. Evaluacion conductual

En la prueba de Campo Abierto (Figura 2), se presenta una comparacion entre grupos en
cuanto a la Distancia Total recorrida, Ratio de Exploracion, Ratio de Movilidad y Velocidad
Promedio. Se observa una diferencia significativa entre el grupo basal y grupo tumor. No
obstante, no hubo diferencias significativas en cuanto al Tiempo en el Centro, a pesar de eso,

se puede observar una ligera tendencia hacia la reduccion de dicho tiempo en grupo tumor.

Distancia Total (CA) Ratio de Exploraciéon (CA)  Ratio de Movilidad (CA)
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Figura 2. Resultados de la prueba conductual de Campo Abierto. Distancia total recorrida en la arena (mm)
(A), Ratio de Exploracion (%) (B), Ratio de movilidad (%) (C), Tiempo en el centro (seg) (D) y Velocidad
promedio (mm/s) (E) por grupo de estudio durante las pruebas basales y finales. Los resultados se expresan con
la media + el error estandar, se consideran significativos los valores de p < 0.05 (*). Ratio de Movilidad (p =
0.0039), Distancia Total (p = 0.0023), Tiempo en el Centro (p = 0.4608), Ratio de Exploracion (p < 0.0001),
Velocidad Promedio (p = 0.0019).
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La Figura 3 muestra los resultados de la comparacion del indice de alternancia (3A) y de
interaccion (3B) entre ambos grupos. Ninguno de estos presentd diferencias significativas,

sin embargo, existe una tendencia al aumento del indice de alternancia y una reduccion del

indice de interaccion en grupo tumor.

indice de Alternancia (Lab Y) indice de Interaccion (NOR)
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Figura 3. Resultados de las pruebas conductuales de Laberinto en Y (Lab Y) y Reconocimiento de Objeto
Novedoso (NOR). indice de Alternancia (%) (A) e indice de Interaccion (%) (B) por grupo de estudio durante
las pruebas basales y finales. Los valores se expresan con la media + el error estandar, se consideran

significativos los valores de p < 0.05 (*). indice de Alternancia (p = 0.0891), indice de Interaccion (p = 0.0891).

7.2.  Analisis de Diversidad y Composicion de l1a Microbiota Intestinal

En la Figura 4 se observan los tres indices de diversidad alfa evaluados: Indice de Shannon
(A), Indice de Simpson (B) e Indice de Equitatividad de Simpson (Simpson Evenness, C).
En ninguno de estos métricos existieron diferencias estadisticamente significativas entre la
condicién Basal y la condicion Tumor (p > 0.05); sin embargo, se identificaron tendencias

a la reduccion en los valores promedio de diversidad en presencia del tumor.
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Figura 4. Indices de Diversidad Alfa. Indice de Shannon (A), indice de Simpson (B) e indice de Simpson E
(C) por grupo de estudio. Se consideran significativos los valores de p < 0.05 (*). Diversidad Alfa Shannon (p
=0.7500), Diversidad Alfa Simpson (p = 0.7500), Diversidad Alfa Simpson Evenness (p = 0.5000).

El analisis de diversidad beta mediante distancia Bray-Curtis y ordenacion PCoA mostr6 que
los dos primeros ejes explicaron el 72.4 % de la variacion total (PC1 =47.9 %, PC2 =24.5
%) (Figura 5). Visualmente, las muestras de los grupos basal y tumoral no formaron
agrupamientos claramente separados, observandose un solapamiento considerable entre
grupos. Estos resultados sugieren que la presencia del tumor no indujo cambios globales

marcados en la composicion de la microbiota intestinal.

El analisis PERMANOVA no detecté diferencias estadisticamente significativas en la
composicion microbiana global entre las condiciones Basal y Tumor (F = 0.4346, R*=0.098,
p = 0.80), indicando que la presencia tumoral no produjo una reorganizacion composicional

global marcada de la microbiota intestinal bajo las condiciones evaluadas.

De manera consistente, el analisis de dispersion multivariada (PERMDISP) mostré que la
dispersion intragrupo fue comparable entre ambas condiciones experimentales (F = 0.0808,
p = 0.8014 mediante prueba de permutaciones). sugiriendo niveles similares de

heterogeneidad microbiana dentro de cada grupo.

En conjunto, estos resultados indican que, aunque la estructura global de la microbiota
intestinal permanecié relativamente estable, podrian existir alteraciones especificas en

determinados taxones bacterianos asociadas a la presencia tumoral.
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PCoA de Bray—Curtis (Diversidad Beta)
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Figura 5. Diversidad p bacteriana: Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) basado en la distancia
de Bray-Curtis. Cada punto representa una muestra individual perteneciente a los grupos Basal (azul) y Tumor

(rojo). El eje PC1 explico el 47.9 % de la variabilidad total y el eje PC2 el 24.5 %.

La distancia Bray—Curtis intraindividual mostrd variabilidad moderada en el grado de
remodelacion de la microbiota intestinal asociada a la presencia tumoral (Figura 6). El
individuo 2 presentd la menor disimilitud entre las condiciones Basal y Tumor (0.261),
indicando una composicion microbiana relativamente conservada entre ambas condiciones.
En contraste, el individuo 3 mostrd la mayor distancia Bray—Curtis (0.435), sugiriendo una
alteracion mas pronunciada en la estructura de la comunidad bacteriana intestinal tras la

presencia del tumor. El individuo 1 presentd un valor intermedio de disimilitud (0.319).

En conjunto, los valores observados sugieren modificaciones moderadas en la composicion
global de la microbiota intestinal inducidas por la condicion tumoral, ademés de una
variabilidad interindividual en la magnitud de dichos cambios. Estos resultados

complementan el analisis de diversidad beta mediante PCoA, apoyando la presencia de
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alteraciones composicionales detectables en la microbiota intestinal asociadas al estado

tumoral.
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Figura 6. Distancia Bray-Curtis individual entre condiciones Basal y Tumor. La grafica muestra la similitud
composicional de la microbiota intestinal entre muestras Basal y Tumor correspondientes al mismo individuo,
calculada mediante la distancia Bray-Curtis. Casa punto representa un individuo experimental y los valores
cercanos a 0 indican una mayor similitud microbioldgica, mientras que valores mas altos indican una mayor

divergencia en la composicion bacteriana entre ambas condiciones.

7.3. Perfilado Taxonomico

En la siguiente grafica (Figura 7) se compara la abundancia relativa de los Filos bacterianos
presentes por grupo. No se observaron diferencias significativas en ninguno de estos. Se
observa una leve tendencia al aumento de Bacteroidetes 'y Proteobacteria, y una disminucion

en Firmicutes ante la presencia de tumor.
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Figura 7. Boxplot de abundancia relativa de Filos por grupo de estudio. Mostrando linea en la media. Las
diferencias entre los grupos se evaluaron utilizando la prueba de Wilcoxon signed-rank. Se consideran
significativos los valores de p < 0.05 (*). Other (p = 0.7500), Actinobacteria (p = 0.2500), Bacteroidetes (p >
0.9999), Cyanobacteria (p = 0.5000), Deferribacteres (p = 0.5000), Firmicutes (p > 0.9999), Proteobacteria (p
=0.5000), Saccharibacteria (p=0.7500), Spirochaetae (p = 0.5000), Tenericutes (p = 0.7500), Verrucomicrobia
(p > 0.9999).

El Heatmap de la Figura 8 proporciona una visualizacion de la abundancia promedio de las
Familias presentes en los grupos de interés. Se organizan jerdrquicamente mediante un
dendograma donde las familias que tienen valores similares en su abundancia se encuentran
situadas una a lado de la otra. Las familias con valores de abundancia mas altos en ambas
muestras son Prevotellaceae y el orden Bacteroidales, donde esta ultima baja su abundancia
en presencia de tumor, mientras que con la primera aumenta. Las otras familias que también
destacan son Ruminococcaceae, Bacteroidaceae y Lachnospiraceae, la primera y la Gltima
muestran un ligero decremento en su abundancia en el grupo tumor, mientras que la segunda

muestra un ligero incremento en tumor. Otros patrones que se pueden observar pero que
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muestran niveles mas bajos de cambio en la abundancia son todos los taxones que van desde

Lactobacillaceae hasta Helicobacteraceae.

Abundancia promedio de Familias por grupo
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Figura 8. Heatmap clusterizado de la abundancia promedio de Familias por grupo de estudio. El eje
horizontal representa las condiciones experimentales (Basal y Tumor), coronado por un dendrograma superior
que exhibe el agrupamiento jerarquico de similitud global entre ambos grupos. El eje vertical describe las
familias identificadas junto a su respectivo filo (p_y f); en los casos donde el tax6n no logro ser clasificado a
nivel de familia, se reporta el nivel taxondmico inmediato superior disponible (f NA). El dendrograma del eje
izquierdo denota el agrupamiento jerarquico de las familias basado en sus perfiles de co-abundancia. La escala
cromatica indica la abundancia promedio estandarizada, variando desde niveles minimos en azul (0.0) hasta
maximos en rojo (sim 0.3). Los recuadros de color delimitan los principales bloques taxonéomicos que exhiben
patrones correlacionados de cambio o inversion de abundancia entre el estado homeostatico (Basal) y el modelo

tumoral.
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El analisis comparativo de la abundancia relativa a nivel de familia revel6 variaciones
numéricas en la composicion de la microbiota intestinal asociadas al desarrollo del modelo
tumoral subcutaneo (Figura 9). En los animales portadores de tumor, se observd una
tendencia a la disminucion en la abundancia del orden Bacteroidales y de la familia
Lactobacillaceae, acompanada de un moderado descenso en Lachnospiraceae. En contraste,
las familias Prevotellaceae, Bacteroidaceae e Helicobacteraceae, asi como el orden
Gastranaerophilales, exhibieron un incremento en sus proporciones relativas dentro del
grupo Tumor. Aunque estas fluctuaciones composicionales no alcanzaron el umbral de
significancia estadistica (p > 0.05) debido a la dispersion bioldgica intrinseca de las muestras,
los perfiles identificados muestran tendencias bioldgicas consistentes, caracterizadas por la
contraccion de taxones comensales de referencia como los lactobacilos y la proliferacion de
géneros oportunistas o anaerobios estrictos como Bacteroides.
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Figura 9. Abundancia relativa de familias bacterianas seleccionadas entre grupos experimentales. Los
diagramas de caja (boxplots) representan la distribucion de los datos, donde la linea interna indica la mediana,
los limites de la caja definen los cuartiles primero y tercero, y los bigotes denotan los valores maximos y
minimos. Las diferencias estadisticas entre el grupo Basal y el grupo Tumor se evaluaron mediante la prueba
de suma de rangos de Wilcoxon (Wilcoxon rank-sum test), reportando los siguientes valores de significancia:
Other (p = 0.7500); o Bacteroidales (f NA) (p = 0.5000); f Porphyromonadaceae (p > 0.9999);
f Prevotellaceae (p =0.7500); f Rikenellaceae (p =0.7500); o Gastranaerophilales (f NA) (p = 0.5000);
f Lactobacillaceae (p = 0.2500); f Ruminococcaceae (p > 0.9999); o Rickettsiales (f _NA) (p > 0.9999);
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f Alcaligenaceae (p = 0.7500); f Desulfovibrionaceae (p = 0.7500); f Helicobacteraceae (p = 0.2500);
p__Saccharibacteria (c_ NA) (p = 0.7500); £ Mycoplasmataceae (p > 0.9999); f Bacteroidaceae (p >
0.9999); y f Lachnospiraceac (p > 0.9999). Las flechas indican de manera descriptiva la tendencia de
enriquecimiento biologico de cada taxdn, denotando en color azul un incremento en el grupo Tumor y en color

rojo un incremento en el grupo Basal.

Para identificar los cambios mas especificos en la microbiota intestinal asociados a la
presencia del tumor, se generaron mapas de calor utilizando la transformaciéon de Hellinger
con las especies que conformaron el 90% de la abundancia total (Figura 10). Esta
visualizacidén permitié observar los patrones de abundancia relativa y la agrupacion de los

taxones mas representativos en los grupos Basal y Tumor.

En ambos mapas, Prevotellaceae sp14206 fue la especie mas abundante, manteniendo una
elevada representacion en las dos condiciones experimentales. Sin embargo, se observo un
ligero incremento de su abundancia en el grupo Tumor, lo que indica que esta especie
permanecidé como uno de los taxones dominantes independientemente de la condicidon

experimental.

Por otra parte, Bacteroides sartorii destacd por presentar cambios evidentes en su
distribucion entre ambos grupos, posiciondndose en el segundo puesto de mayor abundancia
en condicién Tumor. Su posicion dentro de los agrupamientos generados por el analisis
sugiere una asociacion importante con la presencia tumoral, convirtiéndose en una de las
especies que mdas contribuyeron a las diferencias observadas entre las comunidades

microbianas.

Asimismo, especies como Bacteroides vulgatus mostraron una mayor abundancia relativa en
el grupo Tumor, mientras que Lachnospiraceae sp32778, Helicobacter apodemus,
Saccharimonas sp65946 y Lachnospiraceae sp32685 presentaron una disminucion evidente

en comparacion con el grupo Basal.

En conjunto, los resultados sugieren que la presencia del tumor no provocé una alteracion
generalizada de la microbiota intestinal, sino cambios especificos en determinados taxones
bacterianos. Estas modificaciones se observaron principalmente en especies pertenecientes a
los géneros Bacteroides y Lachnospiraceae, lo que indica una reestructuracion selectiva de

la comunidad microbiana asociada al desarrollo tumoral.
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A) Perfil Dominante en Basal

Prevotekaceas spi 4208

{_Ruminocaccaceas spIsies
achnospiraceae spIEALapIREALapIRTA

AnnCapiracess spIBET
{_Lodnospiracese sp32761

T Lachnospicacess $pIZ270
Eacherichia cal
adhnospiraceae spI2702
_Lachnospiracaae spa25a0
Osrbaster sp13184
Btk 312621
Parabactmoides 5513265
_Lachnospicacsss $p33670
T
Bactemides unifarmis

{ Lachnespiraceas spt3ses
{_Ruminosscoacean sp3sdza
T RUMINOED0EICEas 3p34ATE
{_Lidhnompiracese 5p32713
Melainisbactecia +p23751

f_ Ruminoesceaceas spISTAd
Alisipas timonarss.
acnnespiracase spaRez
Baciproklaseas sp12403

T RUIMINOE00EICEa8 3pISHIE
Myooplasma suali
{_Ruminocaceaceas sp3sisd
Lactcbaciius gallinarum
{_Ruminossccaceaa sp3dar
BaciB0Maes 3012637
Alisipers 5514354
Bacle0maes 101274
f_Ruminoesccacsas spisT30
{_Ruminocaccaceas sp34083
Bactemidaias 5912654
Allsipas sp14336
acnneapiacess spIZ7RT
Bacisrokalan sp 12704
Baclsroklaceas 5912505
{_Lnchnospiracese sp337S5
Baclemidales 512785
Bactemokaias 5912629
Bacloroialas 512787
Baclsrokiaeas 8912532
Bacisroalan 12745

T Lachnospicacess spIZ790
Dasuondbria sp52730
{_Ladhnospiraceas spa27a
{_Ruminoenceaceas sp3s4os

adhnespiracean 6pa3a13
\

{_Ldhnospiracsae sp3Z701
_Lachnospicacess 032008
Bacieroides fascichinchilae
{_Ruminocaccaceas spasiss
BacteroKaes 312755

{_Ladhnespiraceas paz6
T Lachnospicacess $p33655
o_Opiutae spaEE33

Baclemilaies 512707412772
Bactemidaceas 5p12404
Anacrastipes sp319ES
o_Rickenslsles Hepatincods 3947104
_Lachnespiraceas spIzT 46
Lactcbacitus johnsonii
{_Ladhnospiracsss p32068
Boctemidales 12545
Baciemklazeas sp12565
Bacteridaias 5914802
Bchnespiraceas spa3EAZ
FNNGRDNaCESS SPIZITE
Larickacitus HA

Baclemilaceas sp12472
f_Ruminoesceaceas spisTa0
Provatalaceas sp1 4116
Hallconactsr mastcamyri
Baciemials 5012700
Bacls0Kacess 5912520
{_Luchnospiracese sp32623

Baclemides stercorirsons
scnnespiracasa spIRSaL.apIZEeT
{_Ruminossccaceas sp3sT4e
Haliconactsr bils

Bacisrokdales sp12831

Sacchaimonas so65HE
{_Lnchnospiracese sp32885

Baclemidales 512647
f_Ruminoenceaceas Gaalibactar sp4634
Bacleroklaceas sp1 2557
annospiracess spIZITE

Halicobacter apodemus

1 Lachnospicacess $p3Z735
 Myooplasmatacese spiaZaT.spl8290
achnospiaceae spd3 1spIISAE
Parasterai 5048235
Baciproiklas oielclplenus-rade
MelBinabactria $p23729

Anaeriruncus spI453
1 Ladhnospicacess $p32763
Bactemidaias 512757

Baciemidales 512658

Dasutorbria sp52711

Rikenallacans sp 14536

BaciB0Maes 3012623

Bociemidaceas 5p12502

Baclemidales 512805

Baciemidaies 3912547 ap12621
Odarbacier 513163

Bacismklaceas 5912539

Bacipmoklas 512810-512831-512780
Baclsniaks 512659

Boctemidales 5p12531.5712760
Baclemidales 512600

Bacterokdaceas 5p12500

Bactomidas sarter

Allcprawted p13520

Parauuiiprelia ascromenthominis
Baclsriakes 5012778

Baciemides acidifaciens

Baclemidales 512581

Qtner

Bacioroklas wigas.

Baclseoklaceas 6912569

Bacierokazeas up12475-ap12557
Baclemklaceas sp1 2551 -ap1 2567 -£p12733
Bactemidaceas 5p12572.5p12570ap1 2663
Misipes putredinis

Bacterokiazeas NA

Provatalacean sp1 3837
Baclsraidakes 512566
Parabaciaroides distas:

Tumor

132 especies (90% abundancia acumulada)

B) Perfil Dominante en Tumor

Pravotsllacese 14208

Bactercies sanori
Bactarcidales 5p14802
I_Lachnospiracaas sp33655
o_Cpilulse sp68833
Bactercidncess 3p12494
Bactercidales spi 2707512772
Anaerosiipes sp31955
o_Ricketisials Hapatingala sp47102

f_Ruminacoccacess 135696

_Ruminacnccacass sp35541
_Lachnospiraceas 2502826
_Runinoenccacess 8535984
Bactercidsles spi 2755
_Lachnospiracaae sp32655
_Lachnospiraceas 2502800
Bactarcides feacichinchilas

{ Lachnaspiracass 5532701
Bactarcidales spiZ744

Bactercidsles sp1202
Parshsciencies 513265
 Lachnospiraceas sp316T0
_Ruminoenceacane sp35603
_Lachnospiraceas 5533510
Bactarcices uniormis

Aisspes imenensis
_Lachnospiraoaae sp32622
_Ruminoeccacese sp34850-£p3473
_RUMINGcocCacsss RUMINCIOSNI 3p34B57-334350
 Ruminacoccasane sp3da7a
_Ruminocncoacass sp3424
 Lachnospiraceas 2502713
Mesainabactsna spz3751
 Ruminoeoccasane sp35733
_Lachnospiracaae sp3I4TT

Mistpes 514330

Lschmospircsss 5531544
Thalassospira spd6236.5p46245
Bactaroidales op1Z743
f_Lachnospraceas sp0074

Lacnnackstrdium sp32382-5033711

f_Lachnospiracase sp33636

f_Ruminscoccacaan sp3t431
Metainabacteria spZ3726-5p23741
Romboutsss lesis.

f_Lachnospiraceas spI2616.5p32803
Parabacieroides goldsteini
f_Lachnospiraceae 5033757
o_Clastriialss 831072

Aisspes sp14343

f_Lachnospiracaas sp3T8
Bactarcidacaaa sp1 2472
Pravotsilscens 214116
f_Ruminscoccacsas 535790
Bactoroidales 12637
f_Ruminseoccacass sp34878
f_Ruminseoccacnae 5335745
Heficabacter biis

Bactercidales 5012631
f_Lachnospiracase 5p32735
I_Mycoplasmataceas spR2ET-apAB200
_Lachnospiracee sp3H 185003598

[REp——————

Parasuercia spd5235
Meainabacisia 23726
 Lachnospiraceas 2502703
AnssromInes 393453
Bactarcidsies spi 2757

Backanoidales op1 2656

Desulfavitrio 5952711

Rikenstaceas 8514635
Bactercidsles spi 2823
Bactoroidacase sp 12602
Helcabacter mastamyrins
Bactarcicales 6p1ZI90

{ Lachnospiracass 3p32623
Bactarcidacese sp12520
 Lachnospiraceas 5502504232047
Bactercices sescorrosorie
Bactarcidsies spi 2805

Oderibaciar wp 13183

Bactercidales sp12567-5p1202
Bactarcicales 8p12610-6p 126314012750
Bactarcidacese 5p12530
Bactoroidales opl 2631-6p12760
Bactarcidales sp12058

Bactarcaies 512660
Bactercidacese sp12500

Parasuitorsila excremeni

Mloprevotalla =913520
Bactarcides scidtaciens
Bactercidles spi 2178
Bactroidales sp12501
Other

Saccharimenss spaSIE
f_Lachnospiracase 3532608

Bactaroidales 512647
f_Ruminacoscacese Oscillbacier sp34634
Bactercincass 3012567
f_Lachnospiracase 3532778

Hedicabastar apedems

Bactercides vulgatus

Bactercincaas 3012599
Bactorcidacase sp12475.3p12557
Bactercidacece up12572-5p1 26755 12693
Bactercidacens p12531-5p12567-2912793
ANSTDES PTG

Bactarcidacass NA

Pravotellacaae 513032

Bactercidales sp1 2665

Ly —

Tumor

112 especies (90% abundancia acumulada)

f_Ruminacoccacss Oscillbacter. Osciloapina sp34648.2934560

33



Figura 10 (continua). Heatmaps de abundancia taxonémica basados en la transformacion de Hellinger.
El panel izquierdo muestra el perfil de abundancia relativa estandarizada y el agrupamiento jerarquico de los
taxones bacterianos en condiciones basales. El panel derecho expone las modificaciones en la composicion de
la microbiota asociadas a tumor. La escala de color denota la abundancia relativa transformada mediante la raiz
cuadrada de las proporciones (distancia de Hellinger). Los dendogramas (ubicados en el eje izquierdo)
representan el andlisis de agrupamiento jerdrquico empleando el método de Ward para réplicas biologicas. Las
muestras bioldgicas individuales se disponen en el eje inferior agrupadas por su respectiva condicion

experimental, con sus identificadores taxondmicos correspondientes sefialados en el eje derecho.

7.4. Modelado de Cambio Biologico (log2 Fold Change) y Exclusividad

Taxonomica

La Figura 11 muestra las especies exclusivas identificadas en cada grupo y su abundancia
relativa, ordenadas de mayor a menor abundancia. Se observo una diferencia en el niimero
de especies exclusivas entre grupos, ya que el grupo Basal present6 90 especies exclusivas,

mientras que el grupo Tumor present6 38.

La especie exclusiva més abundante en el grupo Basal fue Escherichia coli, mientras que en
el grupo Tumor la especie exclusiva mas abundante correspondié a Lachnospiraceae

sp33477.

A pesar de que las especies exclusivas difirieron entre grupos, se identificaron representantes
de las familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae en ambos conjuntos de especies
exclusivas, lo que sugiere que miembros de estas familias podrian presentar comportamientos

diferenciales dependiendo de la condicion fisiopatologica.
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Abundancia de Especies Exclusivas en Basal vs Tumor
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Figura 11. Abundancias de especies bacterianas exclusivas en los grupos Basal y Tumor. Perfiles de

abundancia relativa calculados para los taxones bacterianos detectados de manera exclusiva en cada condicion

experimental. El panel izquierdo (azul) representa las especies identificadas inicamente en las muestras del

grupo Basal. El panel derecho (rojo) detalla las especies identificadas tinicamente en las muestras del grupo

Tumor. El eje horizontal representa la escala de abundancia relativa promedio para cada taxén dentro de su

respectiva condicion exclusiva. Cada barra corresponde a una especie bacteriana individual.
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Para evaluar la magnitud y direccion de las alteraciones de la microbiota intestinal asociadas
al modelo tumoral, se determiné inicialmente la distribucion global de los cambios en la
abundancia relativa mediante el céalculo del log2 Fold Change (log,FC). Como se observa
en la Figura 12, la mayoria de las especies bacterianas se concentraron en un pico prominente
alrededor de cero, lo que refleja que una gran proporcion del perfil taxonémico se mantuvo
estable entre las condiciones Basal y Tumor. Sin embargo, la distribuciéon presentd colas
anchas en ambos extremos, evidenciando un subconjunto de taxones con marcadas
fluctuaciones de abundancia. Destaca una mayor dispersion hacia valores negativos, lo que
sugiere una tendencia general hacia la pérdida o reduccidén de diversas especies en la

condicién tumoral frente a un grupo mas restringido que incrementd su presencia.

Al analizar detalladamente las 30 especies con la mayor magnitud de cambio diferencial
(Figura 13), se identificO un patréon de enriquecimiento claramente estructurado por
condicién experimental. Entre los taxones con mayor incremento relativo en el grupo Tumor
destacan miembros de la familia Lachnospiraceae y Saccharimonas sp65963, caracterizados

por valores elevados de log, FC positivo. En contraposicion, especies como Escherichia coli,

Odoribacter sp13184 y Lactobacillus antri-oris exhibieron una marcada reduccion en el
grupo Tumor, posiciondndose como los taxones con mayor enriquecimiento en la condicion

Basal.

La inspeccion individual de las abundancias relativas (representadas en escala log;g)
confirm¢ la consistencia de estos patrones entre las réplicas biologicas de cada grupo (Figura
14). Diversos taxones mostraron una presencia casi exclusiva en una sola condicion
experimental, con abundancias précticamente indetectables en el grupo opuesto, lo que
explica los valores extremos de log,FC obtenidos. Aunque la prueba no paramétrica de
Wilcoxon con correccion por FDR (Benjamini-Hochberg) no detectd especies con
significancia estadistica tras el ajuste por comparaciones multiples (p,g > 0.05), la
evaluacion descriptiva de las abundancias individuales evidencia diferencias bioldgicas

relevantes en el perfil taxondémico asociado a la condicion tumoral.
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Distribucién global del log2 Fold Change
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Figura 12. Distribucion global del cambio diferencial en la microbiota intestinal. Distribucion global de
los valores de log2 Fold Change (log,FC) calculados entre los grupos Basal y Tumor para todas las especies

bacterianas detectadas. La curva de densidad y el histograma ilustran la simetria del cambio. La linea vertical

punteada indica la ausencia de cambio diferencial (log,FC = 0).
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Top 30 especies con mayor cambio de abundancia
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Figura 13. Top 30 especies con mayor magnitud de cambio diferencial. Especies bacterianas que presentaron
las mayores magnitudes de cambio de abundancia relativa entre los grupos experimentales. Los valores
positivos (rojo) indican enriquecimiento en el grupo Tumor, mientras que los valores negativos (azul) indican

enriquecimiento en el grupo Basal.
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Comparacién de abundancia entre grupos
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Figura 14. Comparacion de la abundancia relativa individual por grupo experimental. Abundancia
relativa individual en escala logq¢ para las 30 especies con mayor magnitud de cambio. Cada punto representa
una muestra individual correspondiente a los grupos Basal (azul) y Tumor (rojo). La comparacion estadistica
entre grupos se realizd mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon con correccion por tasa de

descubrimiento falso (FDR) mediante el método de Benjamini-Hochberg.

7.5. Obtencion de Perfiles Metabdlicos (PICRUST?2)

El andlisis funcional predicho mediante PICRUSt2 revel6 modificaciones especificas en
metabolitos neuroactivos asociados a la presencia del tumor (Figura 15, 16 y 17). La
distribucion global de los valores de 1og2FC mostrd una concentracion principal alrededor
de valores cercanos a cero, con un ligero desplazamiento hacia valores positivos, indicando
que la mayoria de los metabolitos presentd cambios moderados entre grupos (Figura 15). No
obstante, la presencia de colas en ambos extremos de la distribucion evidenci6 la existencia
de metabolitos con alteraciones mas pronunciadas, particularmente algunos compuestos

enriquecidos en el grupo Basal.

El andlisis diferencial mostrd que putrescina y espermidina fueron los metabolitos con mayor

incremento relativo en el grupo Tumor, seguidos por histamina, formamidasa, creatinina y
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agmatina (Figura 16). Por el contrario, glutamato, triptéfano, N-acetilputrescina, cadaverina
y triptamina presentaron mayores abundancias relativas en el grupo Basal, siendo triptamina

y cadaverina los metabolitos con las disminuciones mas marcadas en presencia del tumor.

La visualizacion de las abundancias individuales confirmo la consistencia de estos patrones
entre réplicas bioldgicas (Figura 17). Los metabolitos més abundantes en ambos grupos
fueron glutamato, triptéfano y agmatina, mientras que creatinina presentd las menores
abundancias relativas. En conjunto, estos resultados sugieren que la condicién tumoral se
asocio con modificaciones selectivas del potencial funcional neuroactivo de la microbiota
intestinal, particularmente en rutas relacionadas con poliaminas biogénicas y metabolitos

derivados del metabolismo de aminoacidos.

Distribucion global del log2 Fold Change
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Figura 15. Distribucién global del log2 Fold Change en el potencial funcional neuroactivo. Perfil del
potencial funcional neuroactivo de la microbiota intestinal asociado al modelo tumoral. Distribucién global de
los valores log2 Fold Change (log, FC) calculados entre los grupos Basal y Tumor para las especies
bacterianas/funciones con potencial neuroactivo detectadas. La linea punteada indica ausencia de cambio

diferencial (log, FC = 0). La prediccion metabolica funcional fue ejecutada mediante el algoritmo PICRUSt2.
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Cambios asociados al tumor

Direccion: . Enriquecido en Basal . Enriquecido en Tumor
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Figura 16. Magnitud de cambio diferencial en metabolitos neuroactivos. Especies bacterianas/funciones
con mayor magnitud de cambio diferencial de abundancia funcional asociada a metabolitos neuroactivos entre
grupos. Los valores positivos indican enriquecimiento en Tumor (rojo) y los valores negativos enriquecimiento

en Basal (azul). La prediccion metabolica funcional fue ejecutada mediante el algoritmo PICRUSt2.
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Abundancia individual por muestra

Grupo: ® Basal ® Tumor
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Figura 17. Abundancia relativa individual de metabolitos neuroactivos por muestra. Abundancia relativa
individual de las especies/funciones seleccionadas en muestras Basales y Tumorales representadas en escala
log,,. Cada punto corresponde a una muestra individual. Los colores indican el grupo experimental: Basal

(azul) y Tumor (rojo). La prediccion metabolica funcional fue ejecutada mediante el algoritmo PICRUSt2.

7.6.  Integracién Trans-Omica y Fenotipica mediante Analisis de Redes

El andlisis integrado de los cambios taxondémicos y funcionales mediante valores de log2
Fold Change (Tumor/Basal) mostrd una reorganizacion de la microbiota intestinal asociada
a la presencia del tumor (Figura 18). Los mayores cambios se observaron principalmente a
nivel taxondémico, donde varias bacterias presentaron modificaciones marcadas en su

abundancia relativa entre los grupos experimental y control.

Dentro de los microorganismos enriquecidos en el grupo Tumor destacaron principalmente
secuencias pertenecientes a la familia Lachnospiraceae y otros taxones bacterianos no
clasificados, los cuales mostraron los mayores incrementos relativos. En contraste, bacterias

como Saccharimonas sp., Lactobacillus sp. 'y Escherichia coli presentaron una disminucion

42



relativa en el grupo Tumor, sugiriendo una modificacion en la estructura de la comunidad

microbiana asociada a la condicion tumoral.

En el componente funcional, las diferencias fueron menos pronunciadas que las observadas
a nivel taxonomico; sin embargo, se identificaron cambios especificos en enzimas
bacterianas predichas mediante PICRUSt2. Entre las funciones enriquecidas en el grupo
Tumor destacd principalmente la histidina descarboxilasa, enzima involucrada en la
conversion de histidina a histamina, asi como la espermidina sintasa, relacionada con la

biosintesis de espermidina.

Ademads, se observaron incrementos menores en enzimas como la creatininasa y la
formamidasa, indicando cambios en el potencial funcional de rutas relacionadas con el

metabolismo de compuestos nitrogenados y aminas bidgenas.

Por otro lado, varias funciones presentaron una menor representacion relativa en el grupo
Tumor, incluyendo la triptofano sintasa, la putrescina descarboxilasa, la agmatina
ureohidrolasa/descarboxilasa asociada, la lisina descarboxilasa, la glutamato deshidrogenasa,

la putrescina acetiltransferasa y la triptéfano descarboxilasa/triptaminasa.

En conjunto, estos resultados indican que la presencia del tumor se asocia con una
modificaciéon de la composicidbn microbiana acompafiada de cambios en el potencial
funcional de enzimas involucradas en rutas metabolicas relacionadas con aminas bidgenas,
poliaminas y metabolismo de aminoécidos. Particularmente, el aumento relativo de enzimas
como histidina descarboxilasa y espermidina sintasa, junto con la disminucion de enzimas
relacionadas con el metabolismo del triptofano y glutamato, sugiere una posible
reconfiguracion del potencial metabolico microbiano con relevancia en la comunicacion

microbiota—intestino—cerebro.
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Integracion Microbiota — Potencial Funcional Enzimatico

Firma balanceada de variacion en el Eje Intestino-Cerebro
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Figura 18. Integracion de la estructura de la microbiota intestinal y el potencial funcional enzimatico
asociado al modelo tumoral. Analisis integrado de los cambios observados entre las condiciones Basal y

Tumor mediante valores de log, Fold Change (Tumor/Basal). Los valores positivos indican enriquecimiento

relativo en el grupo Tumor (barras rojas), mientras que los valores negativos indican una mayor representacion
en el grupo Basal (barras azules). Las barras en tonalidad clara (rojo y azul claro) representan los cambios en
la abundancia relativa de las entidades microbiologicas, mientras que las barras en tonalidad oscura (rojo y azul
oscuro) corresponden al potencial funcional enzimatico predicho mediante PICRUSt2 (expresadas como
numeros EC y asociadas con rutas metabolicas de relevancia neuroactiva). La magnitud de cada barra refleja la

intensidad del cambio entre las condiciones experimentales.

Con el objetivo de explorar la relacion entre la composicion de la microbiota intestinal y el
potencial funcional neuroactivo predicho mediante PICRUSt2, se construy6 una red de co-
ocurrencia trans-6mica integrando taxones bacterianos, funciones metabdlicas y metabolitos
neuroactivos (Figura 19 y Figura 20). La ampliacion de la red permiti6 visualizar con mayor

detalle la organizacion de las interacciones, mostrando una estructura modular compuesta

44



por grupos de microorganismos asociados con funciones metabolicas y metabolitos

especificos.

La red mostré que los metabolitos neuroactivos no se distribuyeron de manera aislada, sino
que se integraron en diferentes modulos de interaccion con multiples taxones bacterianos
(Figura 19). Dentro de estos modulos destacaron metabolitos relacionados con el
metabolismo de aminoacidos y poliaminas, como putrescina, espermidina, agmatina,
cadaverina y N-acetilputrescina, los cuales presentaron una elevada conectividad con
diversos microorganismos, principalmente miembros de la familia Lachnospiraceae, ademas
de otros taxones intestinales (Figura 19). La presencia de multiples asociaciones positivas y
negativas refleja patrones diferenciales de covariacion entre microorganismos y metabolitos,

indicando que las relaciones dentro de la red presentan comportamientos heterogéneos.

Los metabolitos derivados del triptdfano, incluyendo triptamina y triptofano, formaron
modulos especificos asociados con determinados grupos bacterianos (Figura 19) y funciones
metabolicas relacionadas con su transformacion (Figura 20). Por otra parte, la histamina
presentd una organizacion mas independiente respecto al nticleo principal de la red, formando
un modulo particular asociado con la ruta de histidina descarboxilasa (Figura 19 y Figura

20).

La integracion de la informacion funcional permitio identificar asociaciones entre enzimas
bacterianas predichas y metabolitos neuroactivos (Figura 20). Entre las funciones con mayor
relevancia dentro de la red destacaron la histidina descarboxilasa, relacionada con histamina;
la triptofanasa, relacionada con triptamina; la espermidina sintasa y la putrescina
acetiltransferasa, asociadas con el metabolismo de poliaminas; ademas de funciones
involucradas en el metabolismo de triptéfano y glutamato, como triptéfano sintasa y

glutamato deshidrogenasa (Figura 20).

En conjunto, la red evidencia una organizaciéon compleja de asociaciones entre
microorganismos, funciones metabolicas predichas y metabolitos neuroactivos (Figura 19 y
Figura 20). La presencia recurrente de miembros de Lachnospiraceae (Figura 19) y la alta
conectividad de las rutas relacionadas con poliaminas (Figura 19 y Figura 20) sugieren que
estas funciones podrian representar componentes relevantes dentro de la reorganizacion

funcional de la microbiota intestinal asociada al contexto tumoral. Estos resultados apoyan

45



la existencia de alteraciones coordinadas en el eje microbiota—intestino—cerebro, aunque las
asociaciones observadas representan relaciones de covariacion y no interacciones causales

directas.

Interacciones Directas: Microbiota vs Metabolitos Neuroactivos
Red trans-6mica mostrando el acoplamiento taxonémico directo

Correlacion: — Negativa — Positiva Componente Biolégico: O Funcion @ Metabolito @ Microbiota

Lachn:

N_Acetilputrescina

U.m. sp12554

Espermidina N 85 Kfiobaculum spsgsss

Allobaculum sp36555— @ ™~ Formamidasa

Creatinina

Figura 19. Interacciones Directas: Microbiota vs Metabolitos Neuroactivos. Redes de co-ocurrencia trans-
omica de las interacciones en el eje microbiota—intestino—cerebro. Analisis de redes basado en correlaciones
estadisticas para integrar componentes taxondmicos, funcionales y metabolicos asociados al potencial
neuroactivo de la microbiota intestinal. Red de interaccion directa entre taxones bacterianos y metabolitos
neuroactivos predichos mediante PICRUSt2. Los nodos se clasifican segiin su componente bioldgico en
funciones enzimaticas (rosa), metabolitos (naranja) y taxones bacterianos (azul). Las aristas representan
asociaciones de correlacion entre entidades biologicas; las lineas azules indican correlaciones positivas y las
lineas rojas correlaciones negativas. La organizacion de la red permite identificar posibles relaciones
funcionales entre la composicion microbiana intestinal y rutas metabdlicas potencialmente involucradas en la

comunicacion del eje microbiota—intestino—cerebro.
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Magquinaria Funcional: Enzimas Bacterianas vs Metabolitos Neuroactivos
Red de acoplamiento funcional basada en cddigos EC traducidos

Correlacion: — Negativa — Positiva Componente Biologico: © Funcion @ Metabolito @ Microbiota

Triptofano sintasa

Creatinina
Espermidina

For

(Cadaverina)

Figura 20. Maquinaria Funcional: Enzimas Bacterianas vs Metabolitos Neuroactivos. Redes de co-
ocurrencia trans-omica de las interacciones en el eje microbiota—intestino—cerebro. Analisis de redes basado en
correlaciones estadisticas para integrar componentes taxondémicos, funcionales y metabdlicos asociados al
potencial neuroactivo de la microbiota intestinal. Red de interaccion funcional que vincula enzimas bacterianas
especificas con sus respectivos metabolitos neuroactivos. Los nodos se clasifican segin su componente
bioldgico en funciones enzimaticas (rosa), metabolitos (naranja) y taxones bacterianos (azul). Las aristas
representan asociaciones de correlacion entre entidades bioldgicas; las lineas azules indican correlaciones
positivas y las lineas rojas correlaciones negativas. La organizacion de la red permite identificar posibles
relaciones funcionales entre la composicion microbiana intestinal y rutas metabolicas potencialmente

involucradas en la comunicacion del eje microbiota—intestino—cerebro.

Con el proposito de identificar posibles asociaciones entre la microbiota intestinal, el
potencial neuroactivo predicho y el desempefio conductual, se construyé una red de co-
ocurrencia basada en correlaciones estadisticamente significativas (p < 0.05) entre las

variables biologicas y fenotipicas evaluadas (Figura 21).

La red reveld que las variables conductuales ocuparon posiciones centrales dentro de la

estructura de interaccion. En particular, la variable correspondiente a la prueba de
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reconocimiento de objetos novedosos (Interaccion NOR) se asocidé con diversos
componentes microbianos y metabolicos. Se observaron correlaciones negativas entre
Interaccion NOR y Bacteroides sartorii, asi como con el metabolito neuroactivo triptamina.
Asimismo, se detectd una asociacion negativa con Odoribacter sp13184; sin embargo, esta
interaccion estuvo representada por una arista de menor grosor, lo que sugiere una menor
intensidad relativa dentro de la red. En contraste, Parabacteroides distasonis mostrd una
asociacion positiva con Interaccion NOR, aunque igualmente representada por una conexion

de menor peso visual en comparacion con las asociaciones principales.

Por otra parte, la alternancia espontanea en el laberinto en Y (Alternancia_LabY) se relacion6
positivamente con Odoribacter spl13184. Adicionalmente, esta variable presento
asociaciones negativas con el glutamato y con Alistipes putredinis. Estas relaciones sugieren
que modificaciones especificas en determinados taxones bacterianos y metabolitos podrian
estar vinculadas con variaciones en el desempefio cognitivo observado en los animales

experimentales.

En conjunto, la red mostré que unicamente un nimero reducido de componentes biologicos
presentd asociaciones significativas con las variables conductuales. Los resultados sugieren
que las alteraciones cognitivas observadas podrian estar relacionadas con cambios puntuales
en ciertos taxones bacterianos y metabolitos neuroactivos, mas que con una modificacion

global de toda la comunidad microbiana o de la totalidad del potencial funcional predicho.
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Red de Co-ocurrencia Trans-Omica y Fenotipica

Interacciones significativas (p < 0.05) que vinculan la biologia interma con la memoria cognitiva

Bacteroides sartorii

Glutamato

Interaccion_NOR ————————
.Trip‘a’rn‘iﬁa Odoribacter'sp13184 AlternanciailabY

Alistipes putredinis]

Paraba cte@des distasonis

Componente del Eje: . Comportamiento (Fenotipo) . Microbiota (16S) . Neurotransmisor

Correlacién: — Negativa Positiva

Figura 21. Red de co-ocurrencia trans-6mica y fenotipica asociada al desempeiio cognitivo. Red interactiva
construida a partir de correlaciones estadisticamente significativas (p < 0.05) entre variables conductuales,
taxones bacterianos y metabolitos neuroactivos predichos. Los nodos en color verde representan variables
fenotipicas derivadas de las pruebas conductuales (NOR y Laberinto en Y); los nodos en color turquesa
corresponden a taxones bacterianos identificados mediante secuenciacion del gen 16S rRNA; y los nodos en
color rojo representan metabolitos neuroactivos predichos mediante PICRUSt2. Las aristas representan la
naturaleza de la correlacion estadistica detectada entre entidades, donde las lineas azules indican correlaciones
de caracter positivo y las lineas rojas indican correlaciones de cardcter negativo, siendo el grosor de la linea

proporcional a la fuerza de la asociacion.
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8. DISCUSION

La integracion de los cambios taxondmicos con las asociaciones funcionales permitio
identificar microorganismos potencialmente relevantes dentro de la interaccion microbiota
metabolismo conducta. Es importante considerar que la relevancia de un microorganismo
dentro de una comunidad no depende inicamente de su abundancia relativa, sino también de
su capacidad metabdlica y de las interacciones que establece dentro del ecosistema intestinal.
En este sentido, los taxones identificados en la red no deben interpretarse exclusivamente
como productores directos de neurotransmisores, sino como microorganismos capaces de
participar en rutas metabolicas que generan metabolitos bioactivos o modifican sefiales
quimicas involucradas en la comunicacién microbiota, intestino y cerebro (Cryan et al., 2019;

Morais et al., 2021).

A nivel de taxones especificos, se observo un incremento relativo en miembros de la familia
Lachnospiraceae en el grupo Tumor, lo cual resulta relevante debido a que este grupo
bacteriano participa principalmente en procesos fermentativos de carbohidratos complejos y
produccion de metabolitos como acidos grasos de cadena corta (AGCC), particularmente
butirato. Aunque las Lachnospiraceae no se consideran principalmente productoras de
neurotransmisores clasicos, sus metabolitos tienen capacidad para modular la fisiologia
intestinal, la respuesta inmunolégica y la sefializacion hacia tejidos periféricos, incluyendo
el sistema nervioso central. El butirato, por ejemplo, participa en mantenimiento de la
integridad de la barrera intestinal, regulacion de células inmunes y modulacion de procesos
inflamatorios que pueden afectar la funcion cerebral (Baxter et al., 2019; Dalile et al., 2019).
Por lo tanto, el aumento de Lachnospiraceae observado en el grupo Tumor podria representar
una reorganizacion metabolica de la microbiota asociada al nuevo ambiente generado por el
tumor, donde la inflamacion sistémica y los cambios en disponibilidad de nutrientes

favorecen determinados grupos bacterianos.

Dentro de esta misma red integrada de taxones especificos, Odoribacter spl13184,
identificado mediante analisis BLAST como relacionado con Odoribacter splanchnicus
(Anexo 1), presentd una asociacion negativa con NOR y positiva con Lab Y. El género
Odoribacter ha sido descrito como parte de la microbiota intestinal capaz de participar en

procesos fermentativos y produccion de metabolitos como AGCC, ademas de relacionarse
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con regulacion inflamatoria y metabolismo energético del hospedero (Hiippala et al., 2020).
Debido a que los AGCC pueden influir sobre permeabilidad intestinal, actividad inmune y
sefalizacion neuroinmune, la asociacion de este microorganismo con variables conductuales
podria reflejar una relacion indirecta entre cambios microbianos y modulacion del ambiente
fisiologico asociado al comportamiento; sin embargo, esta interpretacion debe considerarse
como una asociacion funcional potencial, ya que la produccion de estos metabolitos no fue

medida directamente en este estudio.

Asimismo, Alistipes putredinis y glutamato presentaron una asociacion negativa con Lab Y.
El género Alistipes ha sido relacionado con el metabolismo de aminoacidos, particularmente
con rutas involucradas en el metabolismo del triptéfano, produccion de metabolitos indélicos
y regulacion de procesos inmunoldgicos intestinales (Parker ef al., 2020; Qin ef al., 2022).
Aunque A. putredinis no es considerado un productor directo de neurotransmisores clasicos,
su importancia dentro del eje microbiota-intestino-cerebro radica en su capacidad potencial
para modificar el ambiente metabolico intestinal mediante compuestos derivados del

metabolismo bacteriano.

Estos cambios en especies particulares forman parte de una transiciéon y reorganizacion
general de la estructura comunitaria bacteriana en su conjunto, observandose de manera
consistente un cambio en el patron global desde un perfil metabodlico basal, caracterizado por
mayor representacion de rutas asociadas con triptdfano, triptamina y glutamato, hacia un
perfil tumoral enriquecido en histamina, poliaminas y metabolismo nitrogenado. La red de
co-ocurrencia permite interpretar estos cambios como una reorganizacion funcional de la
comunidad microbiana, donde metabolitos, enzimas predichas y microorganismos forman
modulos relacionados con diferentes aspectos del metabolismo y la conducta, lo que sugiere
que la presencia del tumor podria estar acompafiada por una reorganizacion del metabolismo
microbiano de aminoacidos, favoreciendo otras rutas metabolicas relacionadas con aminas
bidgenas y poliaminas. Por lo tanto, la asociacion observada entre A. putredinis, glutamato y
Lab Y podria reflejar un cambio en el equilibrio metabdlico de la microbiota asociado al

estado tumoral, més que un efecto directo de una sola bacteria sobre la conducta.

Ademas de las modificaciones asociadas al metabolismo del triptofano y glutamato, el

analisis funcional predicho mediante PICRUSt2 mostr6 de forma general un enriquecimiento
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relativo en el grupo Tumor de metabolitos asociados a rutas de aminas bidgenas y
metabolismo nitrogenado, destacando histamina, espermidina, putrescina, agmatina y
creatinina. Estos cambios sugieren que la presencia del tumor no solamente estuvo asociada
con una modificacién en la composicion taxondmica de la microbiota, sino también con una
reorganizacion del potencial metabolico de la comunidad bacteriana. Es importante
considerar que estos resultados representan una prediccion funcional basada en la
composiciéon microbiana y no una cuantificacion directa de metabolitos; sin embargo,

permiten identificar rutas metabolicas potencialmente favorecidas bajo la condicion tumoral.

Una de las vias afectadas es el metabolismo del triptofano, donde los microorganismos
intestinales pueden transformar este aminodcido en metabolitos derivados de indoles, los
cuales pueden activar receptores como AhR (aryl hydrocarbon receptor) en células
intestinales e inmunoldgicas, regulando la produccion de citocinas, la integridad de la barrera
intestinal y la respuesta inflamatoria del hospedero (Agus et al., 2018; Rothhammer et al.,
2018). Debido a que el desarrollo tumoral induce un estado inflamatorio sistémico,
modificaciones en bacterias involucradas en estas rutas podrian contribuir a cambiar la
comunicacion metabdlica entre intestino, sistema inmune y sistema nervioso. En contraste,
en este estudio la asociacion negativa de 4. putredinis y glutamato con Lab Y sugiere que
estos componentes forman parte de un perfil microbiano metabdlico relacionado con la

actividad locomotora y exploratoria.

El glutamato es relevante dentro de este andlisis debido a su funcion como principal
neurotransmisor excitador del sistema nervioso central y por su participacion en procesos
relacionados con plasticidad sinaptica, aprendizaje y memoria (Niciu ef al., 2012). Aunque
el glutamato intestinal no refleja directamente los niveles de neurotransmision cerebral, el
metabolismo microbiano de aminoacidos puede modificar la disponibilidad de precursores
metabolicos, la respuesta inflamatoria y la comunicacién entre intestino y cerebro mediante
vias inmunoldgicas y metabodlicas (Cryan et al., 2019; Morais et al., 2021). Por ello, la
disminucion relativa de rutas asociadas a glutamato observada en el grupo Tumor podria
representar una reorganizacion del metabolismo microbiano de aminoacidos durante el
desarrollo tumoral, lo cual resulta relevante considerando las alteraciones conductuales

observadas en actividad locomotora y exploracion. De manera consistente con este resultado,
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el analisis funcional mostr6 que las rutas asociadas con glutamato presentaron mayor
representacion relativa en el grupo Basal, mientras que en el grupo Tumor se observo una

reduccion relativa de estas funciones.

Dentro de las rutas enriquecidas en el grupo tumor destaco el aumento relativo del potencial
asociado con histamina mediante la enzima histidina descarboxilasa (EC 4.1.1.22),
responsable de la conversion de histidina en histamina. La histamina es una molécula
bioactiva con funciones relevantes dentro del microambiente tumoral, debido a su
participacion en regulacion inmunoldgica, inflamacion, angiogénesis y comunicacion entre
células inmunes y tejidos periféricos mediante sus receptores H1, H2, H3 y H4 (Maintz y
Novak, 2007). En céncer, la actividad histaminérgica presenta funciones dependientes del
contexto, ya que puede modificar la respuesta inmunitaria, la infiltracion de células
inflamatorias y la interaccion entre células tumorales y el sistema inmune (Garcia-Caballero

et al., 2010).

En el presente modelo, donde los animales fueron evaluados a los 10 dias posteriores a la
induccién tumoral con células L5178Y-R, el incremento relativo de esta ruta podria
representar una respuesta temprana de adaptacion metabdlica de la microbiota ante un
ambiente caracterizado por inflamacion sistémica y cambios en la disponibilidad de
nutrientes. La produccion bacteriana de histamina depende principalmente de la actividad de
la enzima histidina descarboxilasa, codificada por genes pertenecientes al sistema HDC, los
cuales permiten la conversion de histidina en histamina en diferentes microorganismos
intestinales (Cotter et al., 2005; Landete ef al., 2008). Por esta razén, no es posible asignar
esta funcion a una especie especifica unicamente con los datos obtenidos. Sin embargo, el
incremento relativo de esta ruta sugiere que la comunidad bacteriana del grupo Tumor
presenta un mayor potencial funcional para participar en el metabolismo de histidina y

generacion de aminas bidgenas.

Esta interpretacion coincide con lo observado en la red de co-ocurrencia, donde la histamina
presento un patron diferente al de otros metabolitos. Mientras que rutas como las asociadas
a poliaminas mostraron multiples conexiones entre bacterias y funciones metabolicas, la
histamina aparecié como un modulo mas independiente y con menor niimero de asociaciones

fuertes. Esto indica que, aunque el potencial funcional relacionado con histamina aumento
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en el grupo Tumor, no fue posible identificar un microorganismo especifico como principal
responsable de esta ruta bajo los criterios de correlacion utilizados. En este contexto, el
aumento de la via relacionada con histamina sugiere que la microbiota del grupo Tumor
presenta una mayor capacidad metabdlica para esta ruta. Sin embargo, debido a que la red de
co-ocurrencia no mostrd una asociacion fuerte entre histamina y una bacteria especifica, este
cambio no puede atribuirse a un solo microorganismo, sino que podria reflejar la contribucion

de diferentes miembros de la comunidad bacteriana.

Por otra parte, las rutas relacionadas con poliaminas mostraron un patrén diferente. La
espermidina presentd incremento relativo en el grupo Tumor y estuvo asociada con funciones
como espermidina sintasa (EC 2.5.1.16). Las poliaminas, incluyendo putrescina y
espermidina, son metabolitos esenciales para crecimiento celular, sintesis proteica,
estabilidad gendmica y respuesta al estrés celular. Su metabolismo adquiere especial
relevancia en cancer debido a que los tejidos tumorales presentan una elevada demanda de
estos compuestos para mantener proliferacion y adaptacion metabolica (Pegg, 2016). Ademas
del metabolismo propio del tumor, la microbiota intestinal puede contribuir al metabolismo
de aminodcidos y a la generacion de compuestos derivados como las poliaminas. La
espermidina y la putrescina son metabolitos asociados con procesos de proliferacion celular,
respuesta al estrés y regulacion inmunoldgica, por lo que su incremento suele observarse en

contextos de alta demanda metabdlica como el cancer (Pegg, 2016).

En este sentido, el aumento del potencial funcional asociado con estas rutas en el grupo
Tumor podria reflejar una interaccion entre los cambios metabdlicos inducidos por el
crecimiento tumoral y la actividad metabdlica de la comunidad bacteriana intestinal. La
inflamacion sistémica y la modificacion en la disponibilidad de nutrientes generadas durante
el desarrollo tumoral podrian favorecer microorganismos capaces de participar en rutas
relacionadas con transformacion de aminoacidos y metabolismo de compuestos
nitrogenados. La red de co-ocurrencia apoya esta interpretacion, debido a que metabolitos
como espermidina, putrescina, agmatina y N-acetilputrescina se localizaron dentro del niicleo
central de interacciones, mostrando multiples conexiones con microorganismos y funciones
metabolicas. A diferencia de la histamina, las poliaminas parecen representar una senal

metabolica mas distribuida dentro de la comunidad, donde diferentes microorganismos
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podrian contribuir al mantenimiento de este perfil funcional. Esto resulta relevante porque
indica que la presencia del tumor podria estar asociada con un cambio global en la
organizacion metabolica de la microbiota y no Unicamente con la expansion de un grupo

bacteriano particular.

El aumento relativo de estas rutas también puede tener relevancia para el eje microbiota—
intestino—cerebro. Aunque las poliaminas no son neurotransmisores clasicos, participan en
procesos de sefializacion celular, regulacion inmunolédgica y respuesta al estrés, mecanismos
capaces de modificar indirectamente la comunicacion entre intestino, sistema inmune y
sistema nervioso (Xuan et al., 2023). Considerando que los animales tumorales mostraron
alteraciones principalmente en actividad locomotora y exploracion en campo abierto, es
posible que la modificacion de estas sefiales metabolicas contribuya a un ambiente sistémico
asociado con cambios conductuales, especialmente durante etapas tempranas del desarrollo

tumoral.

Finalmente, la creatinina mostr6 un enriquecimiento relativo en el grupo Tumor dentro del
perfil funcional predicho mediante PICRUSt2. Aunque la creatinina no corresponde a un
neurotransmisor ni se considera un metabolito neuroactivo clasico dentro del eje microbiota
intestino cerebro, su incremento resulta relevante debido a su relacién con el metabolismo
energético y el balance de compuestos nitrogenados. La creatinina deriva principalmente de
la degradacion espontdnea de creatina y fosfocreatina, moléculas involucradas en el
almacenamiento y transferencia rapida de energia celular, especialmente en tejidos con alta
demanda energética (Wyss y Kaddurah-Daouk, 2000). En condiciones tumorales, el
hospedero experimenta una reorganizacion metabolica profunda debido al incremento de la
demanda energética y biosintética necesaria para sostener la proliferacion celular. Este
proceso implica modificaciones en el metabolismo de aminoacidos, alteraciones en el manejo
del nitrogeno y cambios en la disponibilidad de metabolitos circulantes que pueden modificar
el microambiente tumoral y generar efectos sistémicos en otros tejidos (Hanahan y Weinberg,

2011; Pavlova y Thompson, 2016).

En este contexto, el aumento del potencial funcional asociado con creatinina podria reflejar
una adaptacion de la comunidad microbiana ante las nuevas condiciones metabolicas

generadas durante el desarrollo tumoral, donde se modifican las rutas relacionadas con
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energia y compuestos nitrogenados. La microbiota intestinal participa en la transformacién
de diversos compuestos nitrogenados provenientes tanto de la dieta como del metabolismo
del hospedero, contribuyendo a la generacion y modificacion de metabolitos que participan
en la comunicacion entre intestino y otros organos (Agus et al., 2018; Cryan et al., 2019).
Por ello, el enriquecimiento observado en esta ruta debe interpretarse como una modificacion
del potencial funcional de la comunidad bacteriana intestinal asociada con el metabolismo

energético y nitrogenado durante la condicion tumoral.

Debido a que PICRUSt2 predice funciones metabdlicas a partir de la composicion
microbiana y el repertorio genético esperado de los microorganismos presentes, estos
resultados no representan una medicion directa de creatinina ni permiten establecer la
contribucion de un taxon especifico; sin embargo, sugieren que la microbiota del grupo
Tumor presentd una reorganizacion funcional compatible con las alteraciones metabolicas
inducidas por el desarrollo tumoral. La integracion de esta funcion dentro de la red de co-
ocurrencia refuerza esta interpretacion, ya que la ruta asociada con creatinina aparecié junto
con otras funciones enriquecidas en el grupo Tumor, como histamina y poliaminas, formando
parte de un patron metabolico relacionado con transformacion de aminoacidos, metabolismo
de nitrogeno y adaptacion fisioldgica. A diferencia de metabolitos como triptamina y
glutamato, cuya relevancia se relaciona mas directamente con procesos de sefializacion
neuroquimica, la creatinina probablemente representa una alteracion metabdlica general
asociada con el estado tumoral. En conjunto, estos resultados sugieren que la presencia del
tumor no solo modifico la composicidon taxondmica de la microbiota intestinal, sino también
su potencial funcional, favoreciendo rutas relacionadas con metabolismo energético y
compuestos nitrogenados que podrian contribuir indirectamente a la comunicacion

microbiota-hospedero.

La reorganizacion funcional y estructural de la comunidad microbiana, donde los cambios
coordinados modifican la comunicacion microbiota-hospedero, adquiere un sentido
biologico pleno al analizar los resultados obtenidos en las pruebas de comportamiento. Los
resultados obtenidos en la prueba de CA muestran que el tumor impacta en la actividad
locomotora de los ratones, reduciendo su velocidad de desplazamiento. Ademas, se observo

una tendencia a la disminucién del tiempo en el centro del campo, lo que sugiere un aumento
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de la ansiedad y una menor exploracion. Sin embargo, este efecto no fue tan marcado como
para suprimir completamente el instinto exploratorio, pues, a pesar de la aparente
hipervigilancia, los animales tumorales mantuvieron un nivel basico de interaccion con el

entorno.

En cuanto al indice de alternancia espontanea, utilizado para evaluar la memoria espacial y
de trabajo, no se detectaron diferencias significativas entre los grupos. Sin embargo, los
ratones con tumor presentaron una tendencia a incrementar su porcentaje de alternancia (es
decir, realizaron mdas combinaciones correctas que los controles basales). Este
comportamiento coincide con lo reportado por Santos et al., (2019) en hembras BALB/c con
tumores mamarios, quienes observaron una reduccion no significativa del indice de
alternancia en presencia de tumor. En contraste, Bever et al., (2017), al inducir tumores orales
en machos C3H, registraron una caida significativa en este parametro, difiriendo de nuestros

hallazgos.

En la prueba de NOR tampoco se hallaron diferencias significativas en el indice de
interaccion. No obstante, dentro del grupo tumoral se identificaron dos subgrupos: algunos
individuos superaron el criterio de preferencia por el objeto nuevo y otros no. Esta
variabilidad podria atribuirse a diferencias genéticas o a la magnitud de la respuesta
inflamatoria de cada ratén, de modo que el efecto del tumor sobre la memoria de corto plazo
varia entre individuos. Estos resultados guardan relacion con Bever ef al., (2017), quienes
observaron que los ratones tumorales presentaban un indice de discriminacién del objeto

novedoso superior al de los controles.

Por otro lado, estudios previos (Pyter et al., 2010; Santos y Pyter, 2018) han vinculado el
deterioro cognitivo al nivel de inflamacion sistémica cronica inducida por el cancer. La
ausencia de diferencias significativas en nuestro modelo y el mantenimiento del interés
exploratorio podrian explicarse por la brevedad del desarrollo tumoral: en los protocolos de
mas de un mes, la inflamacion prolongada genera consecuencias cognitivas mas graves,
mientras que en nuestro disefio de 10 dias estos efectos ain no se manifiestan plenamente.
Finalmente, Santos et al., (2019) demostraron que las evaluaciones realizadas durante la fase
de reposo de los roedores (diurna) tienden a subestimar déficits cognitivos que s6lo emergen

en la fase activa (nocturna), cuando la neuroinflamacion y la actividad microglial alcanzan
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su punto maximo. Dado que nuestras pruebas se llevaron a cabo en horario diurno, este factor
podria haber contribuido a la ausencia de diferencias significativas en memoria espacial y de

reconocimiento.

Si bien en el presente modelo no se observaron alteraciones estadisticas significativas en
dichas pruebas, los cambios detectados en la actividad locomotora, la exploraciéon y la
organizacion metabodlica de la microbiota sugieren que la respuesta al tumor puede iniciar
con modificaciones fisiologicas tempranas, antes de que aparezcan déficits cognitivos
evidentes. El desarrollo tumoral induce una respuesta sistémica caracterizada por
inflamacion, alteraciones metabdlicas y cambios en la disponibilidad de nutrientes,
condiciones que pueden modificar simultaneamente el ecosistema intestinal y la sefializacion
hacia el sistema nervioso central (Pyter ef al., 2010; Santos y Pyter, 2018). Por lo tanto, la
ausencia de un deterioro cognitivo marcado a los 10 dias no descarta la participacion del eje
microbiota—intestino—cerebro, sino que podria indicar una etapa inicial de adaptacion donde

predominan cambios metabolicos y conductuales sutiles.

Asimismo, la reorganizacion funcional observada mediante PICRUSt2 resulta clave, ya que
indica que el efecto del tumor no se limita a modificar la composicién taxondmica, sino
también las funciones metabodlicas potencialmente disponibles dentro de la comunidad
bacteriana. La transicion desde un perfil basal, asociado con rutas de triptéfano y glutamato,
hacia un perfil tumoral enriquecido en histamina, poliaminas y metabolismo nitrogenado,
sugiere una modificacion del ambiente bioquimico intestinal durante la progresion de la
enfermedad. Estas moléculas no necesariamente actian como neurotransmisores directos
provenientes de la microbiota, pero pueden influir indirectamente mediante regulacion
inmunoldgica, modulacion de la inflamacion y sefializacion neuroinmune (Cryan et al., 2019;

Morais et al., 2021).

En conjunto, estos resultados aportan evidencia de que un linfoma periférico puede inducir
cambios tempranos en la interaccion entre el hospedero y la microbiota intestinal, generando
una reorganizacion taxonOmica y funcional que coincide con las modificaciones
conductuales observadas principalmente en la actividad locomotora y la exploracion. La
integracion de taxones, funciones metabolicas y variables conductuales mediante redes de

asociacion permite proponer posibles microorganismos y rutas metabolicas involucradas en
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esta comunicacidon; no obstante, estudios futuros que incluyan la medicion directa de
metabolitos, analisis de expresion génica bacteriana o manipulacién experimental de la
microbiota seran necesarios para establecer mecanismos causales precisos dentro del eje

microbiota—intestino—cerebro.
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9. CONCLUSION

Los animales portadores del tumor presentaron una disminucion de la actividad
locomotora y exploratoria en la prueba de campo abierto, mientras que no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en las pruebas de
reconocimiento de objeto novedoso y laberinto en Y.

La progresion temprana del linfoma L5178Y-R no produjo cambios estadisticamente
significativos en la diversidad alfa ni beta de la microbiota intestinal; sin embargo, se
observaron variaciones en la abundancia relativa de taxones especificos.

El analisis funcional predictivo mediante PICRUSt2 sugirié modificaciones en el
potencial funcional de la microbiota intestinal, caracterizadas por un enriquecimiento
de rutas relacionadas con el metabolismo de histamina y poliaminas, asi como una
disminucion de rutas asociadas al metabolismo de triptdfano y glutamato.

Los analisis de integracion mediante redes de coocurrencia identificaron asociaciones
entre taxones bacterianos, funciones metabolicas predichas y variables conductuales,
sugiriendo posibles interacciones entre estos componentes durante la progresion
temprana del linfoma.

En conjunto, los resultados apoyan parcialmente la hipotesis planteada, al indicar que
la progresion temprana del linfoma L5178Y-R se asocia con alteraciones
conductuales sutiles, cambios en la composicion de la microbiota intestinal y
modificaciones en su potencial funcional predicho. Estos hallazgos proporcionan
evidencia que justifica estudios futuros dirigidos a validar experimentalmente los
mecanismos involucrados en la comunicacion entre la microbiota intestinal y el

sistema nervioso durante la progresion del cancer.
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10. PERSPECTIVAS
Evaluar los cambios en la microbiota intestinal y su potencial funcional neuroactivo
a lo largo de la progresion tumoral mediante el uso de modelos de progresion mas
lenta que permitan caracterizar la evolucion temporal de estas alteraciones.
Incrementar el tamafio de la muestra para aumentar la potencia estadistica y fortalecer
la reproducibilidad de los cambios taxondmicos y funcionales observados.
Incorporar pruebas conductuales adicionales para ampliar la caracterizacion de las
alteraciones cognitivas asociadas al desarrollo del linfoma.
Complementar la caracterizacion del microbioma mediante secuenciacion
metagenomica shotgun, permitiendo una caracterizacion integral de la comunidad
microbiana intestinal.
Integrar andlisis de metabolomica para caracterizar el perfil de metabolitos y

complementar las predicciones funcionales obtenidas a partir del microbioma.
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12. ANEXOS

Sequences producing significant alignments Download Select col v Show | 100v | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Description Scientific Name Max | Total | Query E Per Acc. Len Accession
v > Score Score Cover value Ident —
v v - v v

Odoribacter splanchnicus strain NCTC10825 chromosome 1, complete sequence Odoribactersp... 628 2515 100% 2e-176 93.62% 4392177 NZ_LT906459 1
Culturomica massiliensis strain Marseille-P2698T, whole genome shotgun sequence Culturomicam... 579 579 100% 2e-161 91.47% 97452 NZ LT594619.1
Culturomica massiliensis strain Marseille-P2698T,_whole genome shotgun sequence Culturomica m 579 579 100% 2e-161 91.47% 173787 NZ_LT594620.1
Culturomica massiliensis strain Marseille-P2698T, whole genome shotgun sequence Culturomica m 579 579 100% 2e-161 91.47% 4124789 NZ 1T5946211
QOdoribacter lunatus strain DSM 112344 NODE_61_length_1622_cov_111.850485, whole genome. .. Odoribacter lu 545 545 100% 2e-151 90.05% 1622 NZ_CAIPCZ010000061.1

Anexo 1. Resultados de la alineacion de secuencias mediante BLASTn para la identificacion
taxonoémica de Odoribacter sp13184. Resultados obtenidos en la herramienta BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) para la secuencia representativa del taxon Odoribacter sp13184. La tabla
muestra las secuencias con mayor identidad, destacando la similitud con Odoribacter splanchnicus
(strain NCTC10825), asi como los valores de E-value, cobertura de consulta (Query Cover) e

identidad porcentual (Per. Ident) obtenidos.
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