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Resumen

El Sindrome Nefrotico Idiopatico (INS) es una enfermedad renal rara, cuya etiologia
permanece incierta, resaltando la necesidad de encontrar biomarcadores. En este contexto, se
postula al genotipo de haptolobina (Hp), una proteina expresada desde tres genotipos
funcionales (Hp1-1, Hp1-2 y Hp 2-2), como posible candidato. Previamente se ha asociado
Hp 2-2 a procesos inflamatorios e INS se ha asociado a altas concentraciones de Hp y a
disbiosis. Este estudio tuvo como objetivo determinar las diferencias entre los perfiles del
microbioma nasofaringeo e intestinal y el metaboloma fecal entre controles sanos (Ctrl) y
pacientes pediatricos con INS, segtin estado clinico de actividad y remision, y su genotipo de
Hp. La composicion microbiana se realizé mediante analisis metagendmicos con PCR de las
regiones V3 y V4 del gen ARNrl6S y las concentraciones fecales de metabolitos se
cuantificaron mediante espectroscopia H-NMR. No se observo disbiosis en ninguno de los
perfiles microbianos, pero si diferencias de la composicion taxondémica y funcional entre Ctrl
e INS y entre actividad y remision. El hallazgo principal revel6 mayores concentraciones
fecales de hipoxantina en los pacientes con Hp 1-2 (p<0.05), en comparacion con Hp 1-1. Asi
mismo, se identificaron correlaciones negativas entre estas concentraciones y la abundancia
relativa de g Veillonella (r=-0.65, p=0.001) y algunas vias de funciones inferidas
relacionadas a factores de virulencia. Estos resultados sugieren la existencia de diferencias
significativas halladas en pacientes y entre los diferentes estados clinicos de los perfiles
metagenoémico y metaboldmico que podrian estar moduladas por el genotipo de Hp; sin
embargo, es necesario replicar estos métodos en estudios que presenten una muestra de mayor
tamarfio.
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1. Introduccion

1.1. Implicaciones en la investigacion de enfermedades raras.

Segun la Unidn Europea, una enfermedad rara se define como aquella que afecta a menos de
5 personas por cada 10 000 habitantes dentro de la Comunidad (1). En la actualidad, se estima
que existen mas de 6000 enfermedades raras, cuya baja prevalencia representan un gran
desafio para el sector sanitario, dado que limitan el interés por parte de la industria
farmacéutica para el desarrollo de nuevas terapias que puedan remediar o mitigar sus
sintomas (2). Como resultado, la investigacion en enfermedades raras depende en gran
medida de incentivos provenientes de programas publicos; prueba de ello es que, entre 2007
y 2020, se invirtieron mas de 3 200 millones EUR destinados a proyectos y programas
orientados a su diagnostico, tratamiento y comprension (1). A su vez, la limitada experiencia
de muchos médicos reconociendo este tipo de enfermedades, conlleva a que se produzcan
diagnosticos tardios o que son prematuramente erroneos. Esta situaciéon compromete la
calidad de vida del paciente y supone una carga econémica y psicologica para sus cuidadores

3).

Se estima que existen cerca de 150 condiciones comprendidas como enfermedades raras
renales, de las cuales la mayoria tienen un origen hereditario. No obstante, algunas poseen
etiologias complejas o incluso desconocidas, lo que complica la obtencion de un diagndstico
clinico preciso (4). Varios factores como fenotipos clinicos heterogéneos, clasificaciones
diagnodsticas desactualizadas o la escasez de biomarcadores que sirvan para monitorear la
progresion de la enfermedad, limitan los avances terapéuticos dentro de este grupo de
enfermedades raras (5). Es por esta razon que en este trabajo se estudio el sindrome nefrético
idiopatico (INS), una enfermedad rara renal cuya etiologia permanece atn desconocida (6).
Esta enfermedad carece de biomarcadores clinicos confiables y no existe un consenso sobre
una clasificacion adecuada que permita estratificar su progresion. Dado que esta enfermedad
afecta directamente la funcion del rifidén, es fundamental comprender la estructura y fisiologia
de este o6rgano, asi como su relacion con la sintomatologia presentada (5).

1. 2. Generalidades del rifién y fisiologia del glomérulo.

El rifién es un o6rgano vascularizado y fundamental para la homeostasis del cuerpo dado que
ejerce varias funciones como regular la presion arterial, estimular la produccion de eritrocitos,
filtrar la sangre y eliminar los productos de degradacion del metabolismo en forma de orina.
Esta ultima funcion consiste en tres procesos: la ultrafiltracion del plasma, realizada en el
glomérulo; seguida de la reabsorcion y la secrecion de componentes selectivos en los tubulos
renales (7).
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Figura 1. Estructura y localizacion de la nefrona en el rifion. Imagen obtenida desde la
publicacion hecha por Centurion et al. 2023 (Enfoques Transdisciplinarios: Ciencia Y
Sociedad, 1(1), 69-82.) (DOI:10.5281/zenodo.1281000)

La unidad funcional del rifién es la nefrona, cuya estructura clave es el glomérulo, un
corpusculo renal ubicado al interior de la céapsula de Bowman (Fig. 1) (8). El glomérulo
consiste en una red compleja de capilares, irrigada por la arteriola aferente y drenada por la
eferente, cuya estructura permite la ultrafiltracion pasiva del plasma proveniente de los
capilares hacia el espacio de Bowman, resultando en un ultrafiltrado con una concentracion
proteica inferior a la del plasma original (7). Este proceso es mediado por la Barrera de
filtracion glomerular (BFG) dividida en tres capas: el endotelio capilar fenestrado (EC), la
membrana basal glomerular (MBG) y los podocitos (9).

En direccion del flujo del ultrafiltrado, el EC permite el paso de agua y solutos de bajo peso
molecular, restringiendo macromoléculas como la albimina y células sanguineas (7).
Rodeando esta capa en encuentra la MBG, una matriz porosa trilaminar con carga negativa
que actua como una barrera fisicoquimica adicional y estd formada por coladgeno y fibrillas
de proteoglicano, secretados por los podocitos y las células endoteliales (9). Proximos al
espacio de Bowman y apoyados sobre la MBG se encuentran los podocitos, unas células
altamente diferenciadas con prolongaciones denominadas pedicelos (Fig. 2). Dichas
formaciones estdn separadas por hendiduras de filtracion cubiertas por una delgada
membrana conocida como diafragma de hendidura(10). Este diafragma esta constituido por
complejos de proteinas que incluye nefrina, Nephl, podocina y proteinas ancladas al
citoesqueleto del podocito, como zonula occludens-1 (ZO-1), y participan en la regulacion de
la permeabilidad selectiva de la BFG. Adicionalmente, la estructura fisica de las hendiduras
restringe el transito de proteinas y macromoléculas por tamafio, mientras que las
glicoproteinas anionicas de la MBG lo hacen por carga (11). El ultrafiltrado resultante se
transporta del espacio de Bowman a los tibulos renales que componen el resto de la nefrona,
lugar donde se llevan a cabo procesos de reabsorcion y secrecion que completan la formacion
de orina (8).
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Aunque en la formacioén de orina estan involucrados varios procesos, la funcion de los
podocitos es clave para entender las glomerulopatias que generan la pérdida de proteinas a
través de la orina. De hecho, se ha comprobado que mutaciones en la expresion de alguna de
las proteinas clave para la formacion de los diafragmas, como la nefrina, pueden ocasionar
un dafo irreversible en el podocito, ademas de la traslocaciéon masiva de proteinas hacia la
orina (12) Con esto se entiende que cualquier alteracion que pueda suftrir alguno de los
componentes de la BFG, compromete la funcion selectiva de moléculas y termina generando
la manifestacion de sintomas como proteinuria masiva, hipoalbuminemia, edema e
hiperlipidemia, evidenciados en el sindrome nefrético.

1.3.  Sintomas de INS y tratamiento.

El sindrome nefrdtico es una enfermedad renal rara caracterizada por proteinuria masiva,
definida como una tasa proteina/creatinina en orina >2000 mg/g que genera una disminucion
significativa de la concentracion de proteinas en sangre y, que ademads, se manifiesta junto a
hipoalbuminemia, edema e hiperlipidemia (4). Esta patologia se clasifica segun su etiologia
en congénita, cuando es causada por factores genéticos; secundaria, cuando se manifiesta por
una enfermedad sistémica; o idiopatica, donde estan implicadas glomerulopatias primarias
con etiologia desconocida (13). Esta ultima es la forma es la mas frecuente, afectando
principalmente a pacientes pediatricos, aunque también puede presentarse en adultos.

Aunque el origen de esta enfermedad permanece incierto, Noone ef al. reconocen que el dafio
esta en el glomérulo, especificamente en los podocitos y en los componentes restantes de la
BFG (6). Estudios recientes sugieren que el INS comparte varias caracteristicas con otros
trastornos autoinmunes, basandose en la identificacion de anticuerpos dirigidos contra la
nefrina y una desregulacion de linfocitos B durante la fase activa de la enfermedad, lo cual
contribuye a la produccion de anticuerpos perjudiciales para el podocito (14).

Segtn las guias Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO), el tratamiento para
alcanzar la remisiéon en los pacientes con INS consiste en la administracion de
corticosteroides, especificamente prednisona, una vez descartadas o tratadas infecciones. La
respuesta terapéutica permite clasificar a los pacientes en sensibles a los corticosteroides
(SSNS), cuando alcanzan remisién completa, con una tasa proteina/creatinina < 2000 mg/g
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en 4 semanas o resistentes (SRNS), si la proteinuria masiva persiste (4). Pese a la remision,
entre el 80-90 % de los SSNS presenta al menos una recaida y cerca de la mitad de estos casos
desarrolla dependencia a corticosteroides o recaidas frecuentes (5). Esta dependencia se
caracteriza por presentar dos recaidas consecutivas, en dias alternos durante el tratamiento o
en las dos semanas siguiente tras su suspension. Las recaidas frecuentes se definen como dos
0 mas recaidas en 6 meses o cuatro o mas en un afio. Para estos casos, s¢ administra un
tratamiento con inmunosupresores alternativos como inhibidores de calcineurina (i.e.
ciclosporina) o el anticuerpo monoclonal anti-CD20 Rituximab, que incrementan la
probabilidad de mayor exposicion a efectos adversos e infecciones oportunistas (15).

Aunque la mayoria de los pacientes pediatricos no requieren biopsia, estudios de analisis
histopatologicos distinguen diferentes grados de lesion podocitaria, destacando enfermedad
de cambios minimos (MCD), caracterizada por un borramiento de los pedicelos y esclerosis
focal segmental (FSGS), con pérdida de los podocitos causada por o desprendimiento de estos
(16). Tradicionalmente los SSNS se han asociado con MCD y los SRNS con FSGS (6). Sin
embargo, esta distincion no siempre es correcta debido a que los SRNS pueden manifestar
ambas condiciones histopatologicas y se ha propuesto que MCD puede representar una fase
temprana y reversible antes de evolucionar a FSGS (17).

Frentes a estos retos terapéuticos, surge la necesidad de identificar biomarcadores predictivos
que anticipen la eficacia del tratamiento o alerten de posibles efectos adversos en fases
tempranas del INS (biomarker). Teniendo en cuenta que las recaidas percibidas durante el
tratamiento suelen coincidir con episodios de activacion inmunitaria, como infecciones
respiratorias, vacunas o reacciones alérgicas; se ha sugerido que existe una interaccion
patoldgica entre la BFG y las respuestas inmunitarias del huésped (18).

1.4.  El sistema inmunitario y su relacion con la haptoglobina.

En el INS Ia respuesta inmunitaria combina mecanismos innatos y adaptativos. El sistema
inmunitario innato se activa tras el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMP) o al dafio tisular (DAMP). Estas sefiales son reconocidas por receptores
de patrones de reconocimiento (PPR), presentes en células como macréfagos, células
dendriticas y células NK que, tras ser activadas, secretan citoquinas proinflamatorias y
eliminan activamente patogenos mediante la fagocitosis. Aunque la activacion de PPR es
eficiente, en caso de ser desregulado podria causar inflamacion sistémica (19).

El sistema inmunitario adaptativo se ajustado para la defensa del huésped contra antigenos
especificos. Dentro de sus componentes principales estan los linfocitos B, un conjunto de
células, con diversas funciones, entre las cuales destacan la produccion de anticuerpos que
puedan reconocer cualquier molécula organica, el reconocimiento de antigenos por cuenta
propia, las respuestas inmunes humorales de la mucosa o la formacion de centros germinales.

Otro componente principal del sistema inmunitario adaptativo son los linfocitos T, detectoras
de proteinas antigeno expuestos por las células presentadoras especializadas. Estas células se
dividen en tres subtipos principales con distintas funciones: los linfocitos T citotoxicos (TK),
encargados de la destruccion de células infectadas por virus; los reguladores (Treg), que
modulan la respuesta inmune; y los colaboradores (Th) que sirven de soporte al sistema
inmunitario mediante la secrecion de citocinas pro o antinflamatorias, como las interleucinas
(IL) o TNF-a (19-20). Sin embargo, la produccion de citocinas no se restringe solo a las Th,
sino que también puede ser ejercida por otro tipo de células, incluyendo a los linfocitos B,
generando una modulacién reciproca.

Citocinas, como la IL-6 y TNF-a, inducen la sintesis hepatica de haptoglobina (Hp), una
proteina de fase aguda, cuya funcion principal es la captacion de hemoglobina libre para el
dafio oxidativo durante la hemolisis (21). Sin embargo, existen evidencias de que esta proteina

5



también puede modular la respuesta del sistema inmunitario a través de la interaccion con
varias células inmunitarias como macréfagos, células dendriticas o linfocitos, impactando
significativamente en su activacion y funcion. (22).

La Hp tiene un locus polimdrfico con dos alelos denominados como 1 y 2 que se expresan en
tres genotipos, Hp 1-1, Hp 2-2 y Hp 1-2, con funciones biologicas diferentes. De estos, Hp
1-1 se caracteriza por tener una mayor velocidad de captacion de hemoglobina libre, asi como
por tener mas propiedades antioxidantes que los demas genotipos de Hp (22). Guetta et al
proponen que los productos proteicos de los alelos Hp 1 y Hp2 tienen papeles opuestos en la
modulacion de macréfagos tras la hemorragia. Mas adelante afiaden, basandose sus
resultados, que individuos con el genotipo Hp -1 presentan un acople entre el complejo Hp-
Hb-1y el receptor CD163, induciendo la secrecion de citocinas antiinflamatorias emitidas por
Thl. Por otro lado, mencionan que individuos con el genotipo Hp-2 evidencian que el
complejo Hp-Hb-2, produce especies reactivas de oxigeno, lo que podria ocasionar dafio
vascular e induce la produccion de citocinas inflamatorias por parte de Th2 (23)

Stempkwoska et al, confirman este patron en enfermedades metabdlicas con afectacion renal,
encontrando que pacientes portadores del genotipo Hp 1-1 presentaron niveles mas altos de
CD163 e IL-10, mientras que los portadores de Hp 2-2 mostraron niveles mas altos de la
proteina p53 que puede incrementar la infamacion y agravar enfermedades inflamatorias (24).
Asi mimo, en un estudio realizado en muestras séricas de pacientes con INS se identificaron
concentraciones significativamente mas elevadas de TNF-a, IL-6 y Hp en comparacion con
los controles sanos, proponiendo a la Hp como biomarcadores predictivos de la respuesta
hacia el tratamiento (25).

Ademas de ser moduladores de procesos inflamatorios, las citocinas median la comunicacion
entre el sistema inmunitario y otros compartimentos celulares, incluida la barrera epitelial
intestinal (BEI) (19). Esta estructura, compuesta por células epiteliales y uniones
intercelulares no solo actian como barrea fisica, sino que también regula la respuesta
inmunitaria innata (26). En este contexto, estudios proponen que la prehaptoglobina2, una
molécula precursora del alelo Hp2, podria modular la integridad de la BEI, especialmente en
condiciones proinflamatorias, sugiriendo un posible vinculo entre el genotipo de Hp, la
estabilidad de la BEI y la progresion del INS (27). Esto justifica la necesidad de comprender
el funcionamiento y estructura de esta barrera como un papel importante en la fisiopatologia
de la enfermedad.

1.5.  La barrera epitelial, un modulador del sistema inmunitario innato.

La barrera epitelial es una estructura bioldgica que restringe el transito de microorganismos
patogenos hacia el interior del organismo. Entre sus diferentes tipos, BEI destaca por ser la
superficie con mayor exposicion a alérgenos y agentes externos, como los microorganismos
provenientes de la dieta. Ademas de su funcion protectora, participa activamente en la
absorcion de nutrientes que provienen de los alimentos (26).

La BEI estd conformada en multiples capas, con funciones especificas y utiles para su
integridad. Desde una orientacion basal hacia la superficie luminal, se organizan en tres capas
principales. La primera, compuesta por la lamina propria, alberga el sistema nervioso
entérico, el tejido conectivo y células del sistema inmunitario innato y adaptativo, que
interactuan entre si y que conforman el tejido linfatico asociado al intestino (GALT) (28).

Sobre esta capa se encuentra el epitelio, una monocapa de células adyacentes que actia como
barrera fisica y que estd compuesta células especializadas incluyendo enterocitos con
microvellosidades (absorcion), células Goblet (secrecion mucosa), células de Paneth
(produccion de péptidos antimicrobianos) y sobre las placas de Peyer, las células M que
participan en la vigilancia inmunoldgica de la mucosa y en la secrecion de células plasmaticas
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de IgA (26). Estas células estan unidas entre si por sistemas de complejos de adhesion que
permiten mantener la arquitectura y funcionalidad de la barrera (29) (Fig. 4) Dentro de estos
sistemas, los desmosomas y las uniones adherentes tienen como objetivo la adhesion
mecanica; entre tanto, las uniones de hendidura permiten la comunicacion intercelular (28).

Las uniones estrechas (TJ), estan conformadas por proteinas transmembranales que regulan
la permeabilidad paracelular (28). Las claudinas regulan via del poro, permitiendo el paso
selectivo de iones pequeios y moléculas no cargadas, mientras que las ocludinas y las ZO-1
median la via de fuga que permite el flujo limitado de moléculas de mayor tamaiio (30). La
capa luminal estd compuesta por moco secretado por las células Goblet, que sirve como
protector de la BEI frente a patdgenos ya que posee un alto contenido en IgA secretada (sIgA)
y péptidos antimicrobianos (29). Sin embargo, factores como la exposicion a antibioticos,
contaminantes ambientales, consumo de alcohol o la presencia de infecciones pueden
erosionar y afectar su composicion, comprometiendo la integridad de la BEI (31,32,33).

La degradacion de la mucosa facilita la proliferacion de bacterias patdgenas y la penetracion
de alérgenos, lo que incrementa la exposicion de las células epiteliales y las TJ a factores
proinflamatorios. Esta exposicion compromete la estabilidad de la BEI, promueve la
activacion de la respuesta inmunitaria sistémica y facilita la translocacion de componentes
bacterianos, como metabolitos y toxinas (34). El incremento en la permeabilidad de la BEI,
caracterizado por la pérdida de selectividad paracelular, se ha asociado con manifestaciones
clinicas en organos distantes. Esta observacion respalda la hipotesis del eje intestino-6rgano
y sugiere al intestino como un modulador fundamental para la homeostasis (29).
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Figura 4. Anatomia y componentes de la barrera epitelial intestinal. Imagen obtenida de
Salvo-Romero et al Rev Esp Enferm Dig. 2015 Nov;107(11):686-96. doi:
10.17235/reed.2015.3846/2015.

Sin embargo, las uniones estrechas también podrian estar moduladas por factores genéticos,
entre ellos la sobreexpresion de zonulina o prehaptoglobina-2 (27). Esta molécula fue
identificada inicialmente en estudios realizados con la bacteria Vibrio cholerae, donde se
identifico una alta similitud estructural con la toéxina Zot, la cual esta asociada a la
degradacion de las TJ y a un aumento de la permeabilidad intestinal (35). La zonulina se
caracteriza por inducir la traslocacion de las proteinas ZO-1 y ocludina, mediante procesos
de fosforilacion, lo que promueve el desacople de las TJ y un incremento en la permeabilidad
de la BEI (36). Niveles elevados de esta proteina se han relacionado con una disrupcion de la
BEI en enfermedades inmunes, cardiovasculares y renales. Adicionalmente, se ha demostrado
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que la exposicion a ciertos antigenos bacterianos y al gluten en el epitelio, pueden elevar las
concentraciones de secrecion de zonulina (27).

En pacientes con sindrome nefrdtico se han encontrado niveles plasmaticos elevados de
zonulina en comparacion con los controles sanos y se ha observado que la implementacion
de una dieta libre de gluten puede reducir dichos niveles (37). No obstante, aunque se ha
propuesto su participacion en la disrupcion de la BEI, su uso como biomarcador es
controvertido. Los inmunoensayos disponibles no distinguen esta proteina de forma
especifica y los niveles analizados no se correlacionan con el genotipo de haptoglobina,
sugiriendo que la molécula analizada podria corresponder a otras proteinas con estructuras
parecidas, como la properdina (38). A pesar de ello, el genotipo de haptoglobina Hp 2-2 se ha
asociado a respuestas inmunitarias proinflamatorias y a eventos de translocacion, como la
endotoxemia (39). Esto hace que se posicione como un posible marcador indirecto de
disrupcion de la BEL

Dado que ciertos antigenos bacterianos pueden inducir la secrecion de zonulina, asi como
alterar la funcionalidad de la BEI y la respuesta inmunitaria sistémica, es importante estudiar
el papel que juega el microbioma en esta barrera. El microbioma es uno de los componentes
estructurales y funcionales de la BEI y varios estudios han relacionado alteraciones en su
composicion en su funcion y diversidad con la disrupcion de esta barrera y el posible
desarrollo de varias enfermedades (29, 31, 32).

1.6.  El microbioma como parte fundamental en la barrera epitelial y en la expresion de
enfermedades

Segun Hou et al, el microbioma se define como la coleccion de genomas de una comunidad
microbiana en un ambiente determinado e incluye no solamente a los taxones encontrados,
sino también sus productos metabdlicos, componentes estructurales y las condiciones del
ambiente (40). El microbioma se encuentra localizado en la zona mas luminal de la BEI, lugar
donde interactia con el huésped ofreciéndole varias funciones cruciales entre las cuales
destacan el aporte de metabolitos, la regulacion energética, la adquisicion de nutrientes, la
modulacion de respuestas inflamatorias, la reparacion epitelial y la angiogénesis (28).

Su diversidad esta condicionada por una serie de factores genéticos y ambientales. Entre los
factores genéticos, se ha observado que ciertas mutaciones pueden alterar los mecanismos de
defensa antimicrobiana del huésped. En cuanto a los factores ambientales, los eventos
perinatales son determinantes en la colonizacion inicial del intestino del huésped. Entre estos
se incluyen la microbiota materna durante la gestacion, el tipo de parto y la lactancia. Otros
factores relacionados a factores ambientales tardios como la dieta, la exposicion a
infecciones, el uso de medicamentos y los estilos de vida durante la infancia y a lo largo de
la vida adulta, también continuaran generando cambios en el microbioma y en el sistema
inmune a lo largo de la vida (41). El establecimiento del microbioma intestinal influye sobre
la maduracion del sistema inmunitario mediante la diferenciacion, expansion y desarrollo de
Treg, la induccion de Th17 y la regulacion de macréfagos intestinales. Otras interacciones
entre el microbioma y el sistema inmune como la homeostasis de los linfocitos T
intraepiteliales y las interacciones con las células dendriticas sirven de apoyo para mejorar la
respuesta inmunitaria (34).

Aunque su composicion varia segun la region anatdmica, se han identificado taxones
comunes entre el intestino y otras mucosas, como la nasofaringea, sugiriendo interacciones
que refuerzan la hipdtesis del eje intestino-6rgano (29, 42). Por ejemplo, Martin-Castafio et
al. describen una interaccion entre el microbioma nasofaringeo y el intestinal, basandose en
el hallazgo de taxones bacterianos comunes, como los phyla bacterianos Actinobacteria,
Proteobacteria, Bacteriodota y Firmicutes; afectados de manera similar durante estados de
infeccion y asociados con la sintomatologia y el perfil metabdlico del paciente (42). Dado
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que los pacientes con INS presentan una mayor susceptibilidad a infecciones, especialmente
respiratorias (18), analizar el microbioma nasofaringeo podria aportar informacion 1til sobre
los cambios en la composicion y funcionalidad microbiana de estos pacientes y su vinculo
con la respuesta al tratamiento. Estas observaciones refuerzan la necesidad de comprender el
cuerpo humano como un ecosistema interconectado, cuya homeostasis depende en gran parte
de la composicion y funcionalidad del microbioma. La alteracion de estos factores (disbiosis),
potencialmente podrian tener un impacto negativo en la estabilidad de este ecosistema,
influenciando, desde una perspectiva clinica, sobre el desarrollo de diversas enfermedades
(43).

A pesar de ser un campo emergente, el efecto de la disbiosis se ha asociado a la degradacion
de la barrera epitelial, a la desregulacion de respuestas inmunes y al desarrollo de varias
enfermedades. De forma similar a la BEI, existen varios estudios que correlacionan una
disbiosis en el intestino con el desarrollo de enfermedades que afectan a otros 6rganos, como
el Alzheimer, las enfermedades cardiovasculares y respiratorias (29, 44).Una posible
explicacion es que, en condiciones de disbiosis, algunas bacterias oportunistas proliferan
descontroladamente; favoreciendo la formacion de biofilms y la secrecion de compuestos
como metabolitos, enzimas y toxinas, capaces de afectar a la composicion y funcionamiento
de la mucosa (45).

Entre estos compuestos destaca el Lipopolisacarido (LPS), cuya acumulacion afecta la
expresion de proteinas de TJ como ZO-1, e incrementa la permeabilidad de la BEIL. En
condiciones de disbiosis, la erosion en la composicion de la mucosa y un mal funcionamiento
de la fosfatasa alcalina intestinal, permiten la interaccion directa del LPS con el epitelio. Bajo
estas condiciones, se activan receptores como el TLR4 mediante el complejo LPB/CD14 y se
promueve la cascada de sefalizacion molecular de NF-kB. Estas activaciones finalizan con
la liberacion de citocinas proinflamatorias, como TNF-a e IL-13, las cuales pueden inducir a
la disrupcion de la permeabilidad paracelular, mediante la desregulacion de la expresion de
claudina-2. Una vez comprometida la BEI, el LPS puede translocarse hacia el torrente
sanguineo, fendmeno conocido como endotoxemia, incrementando la respuesta inflamatoria
sistémica (46). Resultados preliminares obtenidos en el laboratorio evidenciaron una mayor
concentracion de LPS en los pacientes con INS en recaidas, especialmente en los SRNS. Asi
mismo, se observaron efectos inhibitorios del sobrenadante fecal de los pacientes y del LPS
sobre la expresion de ZO-1. Estos hallazgos sugieren que el microbioma puede tener
componentes bacterianos que podrian contribuir a la alteracion de la BEI en estos pacientes.

Al igual que en la barrera epitelial, la alimentacion y los patrones en los estilos de vida son
factores que modulan los balances en el microbioma (31, 41). Se ha encontrado que una
alimentacion rica en grasas y proteinas estimula el crecimiento poblacional de bacterias
proteoliticas productoras de metabolitos que pueden transformarse en compuestos urémicos.
Estos compuestos involucran la activacion de factores inflamatorios y aumentan la demanda
funcional sobre el rifion. Por lo contrario, una dieta rica en fibra y verduras induce el
crecimiento celular de bacterias sacaroliticas productoras de acidos grasos de cadena corta
(SCFA), caracteristicos por su capacidad antiinflamatoria (44). Los SCFA tienen efectos
beneficiosos para el tracto intestinal ya que incrementan la motilidad y el flujo sanguineo,
regulan el pH. aumentando la recaptacion y absorcion de nutrientes; regulan la inmunidad de
la mucosa y estimulan la produccion de Treg y Th, ademas de la respuesta inmune
antimicrobiana (29, 34). Estas observaciones resaltan la importancia de no solamente estudiar
la diversidad taxonomica, sino también funcionalidad microbiana. Conocer la funcionalidad
que estos taxones desempeian en el ecosistema humano, podria significar avanzar en el
entendimiento etiolégico de ciertas enfermedades. En este aspecto, el andlisis del
metaboloma, permite cuantificar metabolitos derivados de la actividad microbiana y
vincularlos con estados fisioldgicos o patologicos.



Utilizando este método, Wang et al. demostraron que ciertos taxones, como las especies
Eggerthella lenta y Fusobacterium nucleatum incrementan la produccion de toxinas
urémicas, lo cual agravaba la fibrosis renal y el estrés oxidativo en los pacientes con fallo
renal, mientras que en los ratones promueve progresion a enfermedad renal cronica. Por otro
lado, especies probioticas como Bifidobacterium animali mostraron un efecto protector al
reducir los niveles de abundancia las bacterias patdogenas y los niveles de toxinas, asi como
la severidad de la enfermedad en las ratas (47).

En contexto de INS varios estudios han estudiado el microbioma intestinal y su papel en la
produccion de SCFA. Tsuji et al. identificaron niveles bajos de CD4, Tregs, junto con una
reduccion de las concentraciones de SCFA y una disminucidn de bacterias productoras de este
compuesto en pacientes pediatricos con recaidas, en comparacion con quienes no las
presentaban (48). Por su parte, Kang et al.no encontraron diferencias antes y después del
tratamiento en la riqueza, ni en la diversidad del microbioma; sin embargo, evidenciaron un
incremento de algunas bacterias productoras de SCFA y vincularon rutas metabolicas
inferidas con una mayor frecuencia de recaidas (49).

Estudios posteriores confirmaron pacientes con recaidas presentaban un perfil con disbiosis
intestinal, caracterizado por una proporcion mds baja de bacterias productoras y un
crecimiento mas bajo de Tregs desde el debut, o primer episodio, hasta la remision. En adultos
con INS se observo disbiosis intestinal, mayor abundancia de taxones relacionados con
parametros clinicos relevantes para la enfermedad como los indices de proteinuria, albumina,
nitrégeno uréico en sangre o creatinina sérica. (50).

Mas adelante, Wang et al., demostraron que las alteraciones en el microbioma intestinal
caracterizadas por alteraciones en la abundancia de bacterias productoras y no productoras de
SCFA, en pacientes con INS desaparecen tras el tratamiento de glucocorticoides (51). Sin
embargo, pese a haber hallado diferencias en la inferencia funcional de este microbioma, no
profundizaron en las implicaciones fisiopatoldgicas de dichas alteraciones. Estos resultados
resaltan la utilidad que puede tener estudiar la composicion funcional del microbioma y su
reaccion con la estabilidad de la BEI, la inmunoregulacion y la respuesta terapéutica.

Ademas, estos hallazgos promueven nuevos cuestionamientos sobre la posible interaccion
entre genotipo de Hp y la composicion y funcionalidad del microbioma en pacientes con INS.
Considerar estas variables en funcion del estado clinico del paciente podria ser esencial para
evaluar el impacto que tienen el microbioma y el genotipo de Hp sobre la respuesta al
tratamiento o la progresion de la enfermedad.

2. Hipotesis-Objetivos

2.1.  Hipdtesis.

Los pacientes pediatricos con INS y genotipo Hp 2-2 presentan una mayor abundancia
relativa tanto de taxones bacterianos intestinales y nasofaringeos asociados a procesos
inflamatorios, como de funciones potenciales inferidas asociadas a rutas metabolicas
proinflamatorias y menores concentraciones fecales de SCFA, en comparacién con los
pacientes portadores de los genotipos Hp 1-1 y Hp 1-2.

2.2. Objetivos.
2.2.1. Objetivo General

Determinar si existen diferencias significativas entre la abundancia relativa de taxones
bacterianos y funciones inferidas del microbioma intestinal y nasofaringeo, asi como en las
concentraciones fecales de metabolitos, entre pacientes pediatricos con INS y controles sanos,
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considerando el estado clinico (actividad vs. remision) y el genotipo de Hp de los pacientes
(Hp 1-1, 1-2 y 2-2).

2.2.2. Objetivos especificos

Para alcanzar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:
1. Identificar el genotipo de Hp de los pacientes con INS y los controles sanos.

2. Caracterizar y comparar la abundancia relativa de la composicion taxonomica y de
funciones inferidas del microbioma intestinal y nasofaringeo en controles sanos y pacientes
con INS, considerando su estado clinico y segun el genotipo de Hp.

3.Cuantificar y comparar las concentraciones de metabolitos fecales entre controles sanos y
pacientes con INS, tipos de estado clinico y entre los genotipos de Hp.

4. Examinar correlaciones entre la abundancia de taxones y de funciones inferidas del
microbioma y las concentraciones de metabolitos fecales en pacientes con INS, estratificados
segun el genotipo de Hp y estado clinico, para identificar posibles interacciones entre el
microbioma y el metaboloma del huésped implicados en la progresion y remision del
paciente.

3. Materiales y métodos

3.1. Sujetos de estudio.

Este estudio se llevd a cabo con muestras de pacientes pedidtricos provenientes de las
instituciones Hospital Sant Joan de Deu y Hospital de Vic. El tamafio de la muestra estaba
compuesto por 47 individuos de los cuales 20 fueron clasificados como controles sanos (Ctrl)
dado que correspondian a hermanos que no presentaban la enfermedad. Las 27 muestras
restantes pertenecian a pacientes con sindrome nefrotico idiopatico (INS).

A su vez, los pacientes fueron clasificados segun su estado clinico en el momento de la
recoleccion de muestras, identificindose en remision (n= 16) aquellos que presentasen
niveles de proteinuria restablecidos indicados por la tasa proteina-creatinina <2000mg/g; y
en actividad (n= 11) quienes ain presentaban indices de proteinuria masiva (>2000mg/g)
compatibles con la patologia en actividad.

El diagnostico fue realizado y descrito clinicamente por nefrologos, basandose en los indices
de proteinuria y edema expuestos en las guias KDIGO para pacientes pediatricos (4).

3.1.1. Criterios de inclusion

Se tomaron muestras de pacientes con edades comprendidas entre >4 y <18 afios, con
diagnostico de sindrome nefrético confirmado y con un origen de la enfermedad idiopatico.

El estudio incluy6 pacientes que hubieran presentado enfermedades cronicas como celiaquia
o alergias respiratorias/alimenticias o algin cuadro infeccioso relacionado con recaidas,
dentro de los 3 meses previos al muestreo. Los individuos sin sintomas de patologias renales,
digestivas o respiratorias conformaron el grupo control.

Para la toma de muestras fue necesaria la firma del consentimiento legal escrito por el
paciente. En caso de que fuese menor de 12 afios, cualquiera de los progenitores o tutores
legales debia firmarlo.

3.1.2. Criterios de exclusion

Dentro de este estudio se descartaron aquellas muestras que presentaban mutaciones
monogénicas en genes asociados a podocitopatias hereditarias. También se descartaron las
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muestras de pacientes que hayan estado bajo tratamiento de antibioticos, antinflamatorios no
esteroideos, antihistaminicos, anticolinérgicos, salicilatos, opioides o cualquier medicamento
que aliviase sintomas de diarrea dentro de las cuatro semanas previas a la toma de las
muestras.

De igual manera, quedaron excluidos los casos donde se evidenciaron caracteristicas que
indicasen una causa secundaria de enfermedad glomerular u otras enfermedades cronicas,
como enfermedades cardiovasculares, obesidad (IMC> 95° percentil), diabetes o sindrome
del intestino irritable.

3.2. Obtencion de muestras

Se recolectaron muestras nasofaringeas, fecales y sanguineas de todos los individuos
reclutados.

3.2.1. Muestras nasofaringeas.

La recoleccion de muestras nasofaringeas se realizéo mediante frotis nasal utilizando hisopos
estériles que fueron introducidos inmediatamente en tubos criogénicos con medio de
preservacion del material genético. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su
analisis.

3.2.2. Muestras fecales.

Las muestras fecales fueron recolectadas por los pacientes y controles en su domicilio,
congeladas inmediatamente tras la deposicion y transportadas en la siguiente visita clinica en
dos tipos de contenedores, destinados al andlisis metagendmico y metabolomico. Una vez
recibidas en el laboratorio, las muestras fueron homogeneizadas, alicuotadas y almacenadas
a -80°C hasta su procesamiento.

3.2.3. Extracciones sanguineas

Las muestras sanguineas de los pacientes se recolectaron durante la visita médica en tubos
EDTA y se usaron para la extraccion del ADN de los pacientes.

3.3. Aislamiento de ADN.

El ADN fue extraido a partir de sangre total, siguiendo el protocolo del kit Gentra Puregene
(Qiagen, Hilden, Alemania).

3.4. Genotipado de Hp.

Una vez obtenido el ADN de las muestras sanguineas de los pacientes se realizo el genotipado
de Hp, utilizando para ello la metodologia empleada por Cupaioli ef al. (Fig. 5). En resumen,
se realizo una PCR, para determinar el genotipo de Hp, utilizando para ello el kit “Platinum™
SuperFi™ PCR Master Mix”.

Durante este proceso, se emplearon dos parejas primers diferentes. La primera consistié en
los primers NewA (5- GGGGTTCCTGCCAGAAATGA -3') y NewB (5’-
CCCTGGCTGGTGAACTGTATT -3') que sirvieron para amplificar la region especifica de
los alelos Hp1 que proporcionan una banda del1757 pb y de Hp2, con una banda de 3481 pb.

La segunda pareja de primers fue utilizada con el fin de verificar los casos dudosos, donde la
banda de Hp2 se observaba muy tenue. Para ello se utilizaron los primers NewC (5'-
ATGCCAACCTGCCTCGTATT -3") y NewD (5'- CGAACCGAGTGCTCCACATA -3') que
amplificaron una secuencia especifica de 360pb correspondiente a Hp2. El patron de bandas
esperado se muestra en la Fig. 5.
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Figura 5. Estructura de los alelos de Hp y sus primers utilizados en la PCR. (A) Alelo Hp
1 con la region de amplificacion de 1775 pb utilizadas por NewA y NewB. (B) Alelo Hp
2 y sus las regiones de amplificacion de 3847 pb para NewA y NewB y de 360 pb para
NewC y NewD. Geles de agarosa al 1% que evidencia la presencia de los amplicones de
360 pb donde se us6 NewC y NewD (C) y de los amplicones de 1775 pb y 3487 pb, con
los primers NewA y NewB (D). Imagen obtenida por Cupaioloi et al. Con modificaciones
CUPAIOLI, et al. Sci Rep 10, 7758 (2020). https://doi.org/10.1038/s41598-020-64679-w

3.5. Analisis metagenoémico.

Los analisis de diversidad, composicion microbiana e inferencia del perfil funcional fueron
realizados en colaboracion con Microomics SL. Para su desarrollo, se analizaron las
comunidades microbianas a través de la amplificacion mediante PCR de las regiones
variables V3-V4 del gen de ARNrl6S y secuenciacion en la plataforma Illumina Miseq.
Después, las secuencias forward y reverse desmultiplexadas se procesaron utilizando
QIIME2.

El célculo de la diversidad alfa fue elaborado usando las métricas de Unidades Taxondmicas
Operacionales (OTUS) observadas, para estimar la riqueza y el indice de Pielou para evaluar
la homogeneidad. Con respecto a la diversidad beta, se emplearon analisis de coordenadas
principales (PcoA) basdndose en la disimilitud de las distancias de Jaccard para medidas
cualitativas e indices de distancia Bray Curtis, para medidas cuantitativas.

3.6. Analisis metabolomico.

Este procedimiento se realiz6 con el apoyo de Biosfer Teslab para evaluar la interaccion entre
el microbioma intestinal y el metabolismo humano. Para ello, se envi6 una alicuota con 100
mg de muestras fecales que fue analizada mediante espectrofotometria espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN-H1), utilizando fosfato trisdédico como
estandar quimico. El pico de concentracion interna del vehiculo se utilizd6 como referencia
para determinar la concentracion de cada metabolito.

La identificacion de los metabolitos se llevo a cabo teniendo en cuenta su peso molecular. El
resultado de los datos obtenidos permiti¢ identificar la concentracion de los metabolitos
obtenidos y su clasificacion en distintas categorias: SCFA, aminoacidos y metabolismo
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energético o de nucleo6tidos. También, se tuvo en cuenta la identificacion de diferentes tipos
de lipidos como el colesterol, acidos grasos, fosfolipidos y glicéridos.

3.7. Analisis estadistico.

Una vez obtenidos los datos correspondientes al genotipo de Hp y los analisis metagendmicos
y metaboldmicos, se realizaron comparaciones teniendo en cuenta el estado de la enfermedad,
asi como el tipo de Hp.

Por medio de una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk se verificd si los datos eran
paramétricos. De ser asi, se usarian la t de student para el analisis comparativo de dos grupos
y ANOVA donde hubiese mas de dos. Para los datos que no cumplieron los criterios de
normalidad, se utilizaron pruebas U de Mann-Whitney. Por otro lado, para las comparaciones
segin el genotipo de Hp (Hpl-1, Hpl-2 y Hp2-2), se realizaron mediante la prueba de
Kruskal-Wallis.

Finalmente, se realiz6 una prueba de correlacion entre los datos hallados en los analisis
metagendmicos y en los metabolomicos, utilizando el coeficiente de Spearman cuando no se
cumplia la normalidad, y el de Pearson en caso. Se tomaron como validas aquellas
correlaciones donde 7>0.5. Se considero significacion estadistica cuando p<0.05.

4. Resultados

4.1. Genotipado de Hp.

El genotipo de Hp 1-2 fue el més frecuente, habiendo sido observado en 18 pacientes,
mientras que cinco evidenciaron el genotipo Hp 1-1 y tres el genotipo Hp 2-2.

4.2. Metagendmica

4.2.1. Muestras nasofaringeas.

4.2.1.1. Diversidad alfa y beta.

Se tomaron 38 muestras, distribuidas en 13 Ctrl y 25 pacientes con INS. De estos pacientes,
nueve se encontraban en estado clinico de actividad y 14 en remision.

No se observaron diferencias significativas en la riqueza cuando se compar6 entre la
diversidad alfa de los grupos Ctrl e INS (p=0.29), ni entre pacientes en Actividad y remision
(p=0.51) (Fig. 6-A). De igual manera, tampoco se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas en términos de homogeneidad en ninguna de las dos comparaciones (p=0.80,
p= 0.14, respectivamente) (Fig. 6-B).

Debido al tamafio muestral limitado, no se realizaron analisis estadisticos entre genotipos de
Hp; tnicamente se evaluaron posibles tendencias. Sin embargo, no se identificaron
diferencias entre ellas. Estos resultados sugieren que, en cada una de las comparaciones, los
grupos comparten una diversidad alfa similar en el microbioma nasofaringeo.
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Figura 6. Diversidad alfa del microbioma nasofaringeo. (A) Riqueza medida por el nimero
de OTUS observados. (B) Homogeneidad segtn el indice de Pielou.

Con respecto a la diversidad beta, no se observaron diferencias significativas entre Ctrl e INS,
ni entre pacientes en actividad y remision. Los indices de Jaccard y Bray Curtis, evaluados
mediante Permanova, tampoco evidenciaron variaciones significativas entre controles y
pacientes con INS (Jaccard p=0.177, Bray Curtis p=0.255) (Fig. 7 A-B). Tampoco se
observaron cambios entre los pacientes activos y los que estaban en remision (Jaccard
p=0.221, Bray Curtis p=0.255) (Fig. 7 C-D). Esto propone que la diversidad beta del
microbioma nasofaringeo no varia entre controles sanos y pacientes, ni entre los diferentes
estados de la enfermedad.
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Figura 7. Analisis coordinado principal (PCoA) de la diversidad beta nasofaringea para medir
la disimilitud entre controles sanos y pacientes segun el indice de Jaccard (A) y Bray Curtis
(B) y entre pacientes en estado actividad y remision de acuerdo con los indices Jaccard (C) y
Bray Curtys (D).

4.2.1.2. Composicion del microbioma nasofaringeo

El microbioma de las muestras nasofaringeas estuvo compuesto por un total de 15 phyla, 26
clases, 71 ordenes, 118 familias y 239 géneros. Los p/yla con mayor porcentaje de frecuencia
relativa estaban conformados por Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria, coincidiendo
con la estructura microbiana del bioma nasofaringeo (Fig. 8).
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Figura 8. Comparacion de la composicion microbiana nasofaringea nivel de phylum entre
(A) controles sanos y pacientes y (B) pacientes en estado clinico de remision y actividad.

Solamente se encontré una diferencia significativa, a nivel de género, en la composicion del
microbioma entre el microbioma de Ctrl e INS, correspondiente a una disminucion de
g Prevotella en los pacientes (p= 0.00088) (Fig. 9-A).
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Figura 9. Grafico de cajas de la abundancia relativa normalizada del género Prevotella en las
muestras nasofaringeas de A) Ctrl vs. INS y B) segtin el genotipo de Hp.

4.2.1.3. Perfil de inferencia funcional

El perfil de inferencia funcional fue analizado con el fin de predecir el potencial funcional de
la comunidad microbiana. Para ello se utilizd6 como estrategia un enfoque basado en el gen
marcador de la subunidad del ARN ribosémico 16S (ARNr16S), donde las secuencias se
alinearon con un arbol de referencia basado en genes 16S de la base de datos del Genoma
Integrado Microbiano (IMG). La anotacién funcional de estos genomas se basd en la
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG) y fue representado mediante el
identificador de ortologia KEGG (KO).

En total, se hallaron 6752 perfiles funcionales KO entre Ctrl y INS, de las cuales 92
evidenciaron diferencias significativas. Entre pacientes en actividad y remision, se
observaron 6412 perfiles funcionales KO, con 63 que presentaron diferencias significativas
(p < 0.05). A partir de estos resultados, se realiz6é un analisis de enriquecimiento funcional
con las vias que presentaran significancia.

En la comparativa entre Ctrl e INS, se distinguieron 15 vias KEGG con valores significativos
(p ajustado < 0.05) (Fig. 10-A), destacando con una diferencia més marcada (p ajustado
<0.01) las vias de Biosintesis de Aminoacidos, Biosintesis de Cofactores y Metabolismo de
Carbono. El analisis de relaciones funcionales, representado mediante dotplot, mostré que la
mayoria de los KO asociados estaban enriquecidos en Ctrl a excepcion de la via de Biosintesis
de Penicilina y Cefalosporina que se encontraron en INS.
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Por otra parte, el analisis comparativo entre subgrupos de pacientes mostré 6 vias de KEGG
(p ajustado <0.05) (Fig. 10-B), resaltando con una mayor significancia (p ajustado < 0.001)
las vias de Sistema de Dos Componentes (p ajustado= <0,000001), Quimiotaxis Bacteriana
(p ajustado= 0,00054), Formacion de Biofilms en Pseudomonas aeruginosa (p ajustado =
0,00074), Formacion de Biofilms en Vibrio cholerae (p ajustado = 0,01331) y Metabolismo
de Sulfuro (p ajustado = 0,01331).
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Figura 10. Dot plot de las 30 vias KEGG de perfiles de inferencia funcional mas
representadas en (A) Ctrl vs. INS y (B) entre pacientes en actividad y en remision.

Aunque la mayoria de KO asociados a estas vias se predijo relativamente mas abundante en
los pacientes que se encontraban en actividad, la via KEGG del Metabolismo de Sulfuro
infiri6 una mayor abundancia relativa de KO en el estado clinico de remision.

4.2.2. Muestras fecales
4.2.2.1. Diversidad alfa y beta

Al igual que en la diversidad alfa analizada en el microbioma nasofaringeo, no se observaron
diferencias significativas en términos de riqueza entre las comparativas Ctrl e INS (p=0.65),
ni entre actividad y remision (p=0.47) (Fig. 11-A) Del mismo modo, la homogeneidad del
microbioma intestinal tampoco evidencié diferencias entre Ctrl e INS (p=0.59), ni entre
pacientes en actividad y en remision (p=0.29) (Fig. 11-B).
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Figura 11. Diversidad alfa del microbioma fecal. (A) Riqueza medida por el numero de
OTUS observados. (B) Homogeneidad segun el indice de Pielou.
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Del mismo modo, no se encontraron diferencias en la diversidad beta al comparar entre Ctrl
e INS en el indice de Jaccard (p=0.67), ni en el indice de Bray Curtys (p=0.21). Resultados
similares se obtuvieron en el analisis comparativo entre pacientes en actividad y remision, sin
evidenciar diferencias significativas en ninguno de los dos indices (Jaccard p=0.18; Bray
Curtys p=0.25). Esto podria indicar que la composicion de la diversidad microbiana intestinal
es similar tanto cualitativa, como cuantitativamente entre controles y pacientes, asi como
entre los subgrupos de pacientes.
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Figura 12. Anélisis de coordenadas principales (PCoA) de la diversidad beta en muestras
fecales. Comparacion entre controles sanos y pacientes segin el indice de disimilitud de
Jaccard (A) y Bray Curtis (B) y entre pacientes en actividad y remision de acuerdo con los
indices Jaccard (C) y Bray Curtys (D).

4.2.2.2. Composicion del microbioma fecal.

Se identificaron 17 phyla, 24 clases, 49 ordenes, 84 familias y 223 géneros al analizar Ctrl
vs. INS, mientras que entre pacientes se encontraron 16 phyla, 22 clases, 47 6rdenes, 79
familias y 201 géneros. Como suele evidenciar el microbioma intestinal, los phyla mas
dominantes en ambas comparaciones fueron Firmicutes, Bacteriodota'y Proteobacteria (Fig.
13).
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Figura 13. Comparacion de la composicion microbiana fecal a nivel de phylum entre (A)
controles sanos y pacientes y (B) pacientes en estado clinico de remision y actividad.
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Diferencias significativas fueron encontradas entre los géneros Collinsella (p= 0.002),
Streptococcus (p=0.01), Anaerostipes (p=0.025), Clostridium (p=0.03) y Granuticatella (p=
0.03) al comparar Ctrl vs. INS. La mayoria de estos géneros, se observaron presentes en INS,

a excepcion de Collinsella, cuya abundancia relativa fue mayor en los controles sanos (Fig.
14-A).

Al comparar entre pacientes en actividad vs. remision, se encontraron indices de abundancia
relativa de los géneros Fusicatenibacter (p= 0.002), Erysipelatoclostridium (p=0.003) y
Agathobacter (p= 0.01) mas altos en remision, mientras que el género Veillonella tuvo una
abundancia relativa significativamente mayor (p=0.01) en los pacientes en estado clinico de
actividad (Fig.14 -B). Pese a no contar con un analisis estadistico a causa del tamafio de
muestral, en la comparativa segun el tipo de haptoglobina se reportd una tendencia de
abundancia relativa predominante en el genotipo Hp 1-1 (Fig. 14-C).
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Figura 14. Comparacion de la composicion microbiana fecal a nivel de genero entre (A)
controles sanos y pacientes (B) pacientes en estado clinico de remision y actividad y (C)
segun el genotipo de haptoglobina de los pacientes.

4.2.2.3. Perfil de inferencia funcional.

Las pruebas fecales determinaron un total de 4245 perfiles funcionales de KO, de los cuales
255 mostraron diferencias significativas (p <0.05) en su abundancia. Por su parte, los

pacientes revelaron un total de 3763 perfiles funcionales de KO, con diferencias significativas
(p<0.05) en 370 de ellos.

El analisis de enriquecimiento de inferencia funcional reveld 15 vias KEGG (p ajustado <
0.05) (Fig. 15), entre las que destacaban por su indice de significancia (p ajustado < 1x10-5)
las vias de Sistema de Fosfotransferasa (PTS), Sistema de Secrecion Bacteriana, Metabolismo
de Sulfuro, Metabolismo de Fructosa y Manosa, Sistema de Dos Componentes y
Metabolismo de Galactosa.
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Figura 15. Dot blot con las 30 vias KEGG de perfiles de inferencia funcional mas
representadas en (A) Ctrl vs. INS y (B) entre pacientes en actividad vs. remision.

En el andlisis de enriquecimiento se predijeron 18 vias de KEGG con valores significativos
(p ajustado <0.05). De estas, 11 tuvieron KO asociados que se predijeron con mayor
abundancia relativa en INS, incluyendo a la via del Metabolismo de Galactosa (presentado
cuatro de siete KO). Las siete vias restantes evidenciaron una mayor dominancia asociada al
grupo Ctrl.

Aunque varios KO asociados fueron inferidos con una abundancia relativa mixta en las vias
KEGG, siete de ellas estuvieron conformadas por KEGGs solamente identificados en INS
como las vias de Sistema de Fosfotransferasa, Resistencia de Péptido Cationico
Antimicrobiano (CAMP) o Resistencia a Beta-Lactdmicos. La via de Biosintesis del Azlcar
Nucleotidico del Antigeno-O”, fue la tnica compuesta por KO cuya abundancia relativa
predominaba en el grupo Ctrl.

En la comparativa realizada entre pacientes, 21 vias KEGGs arrojaron diferencias
significativas (p ajustado <0,05). Entre estas vias, la de Infeccion de Staphylococcus aureus
tuvo una abundancia relativa mas alta de los KO que se predijeron en pacientes en remision
a comparacion de los pacientes que estaban en actividad. Las vias de Fosfonato y Fosfinato,
Secrecion Bacterial y Formacion de Biofilms de Escherichia coli, estuvieron conformadas
por KO mayoritariamente detectados en los pacientes en remision.

Las 17 vias de restantes tenian una conformacion de KO con dominancia de prediccion mixta
en su abundancia relativa. Entre ellas, ocho estuvieron compuestas con una mayoria de KO
que se predijeron relativamente mas abundantes en pacientes en actividad, como la
Biosintesis de LPS. Las otras nueve estuvieron dominadas por KO predecidos con mayor
abundancia relativa en los pacientes en remision, como el Metabolismo de Butanoato.

4.3. Metaboldmica.

Por medio del analisis de metabolomica, se pudieron identificar diferencias significativas en
las concentraciones fecales de lisina, mayoritariamente identificada en INS (p=0.001) y en
pacientes en actividad (p= 0.03) (Fig. 16-A). Asi mismo, se evidencidé una mayor
concentracion de SCFA en los Ctrl, especificamente de Acetato (p=0.003), Valerato (p=0.05),
Butirato (p= 0.02) e Isobutirato (p=0.001) (Fig. 16-B). En el andlisis de lipidomica se

20



observaron diferencias significativas en el fosfolipido Fosfatidiletanolamida, presente en su
mayoria en INS (p= 0.0074) (Fig. 16-C).
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Figura 16. Concentracion en muestras fecales de A) lisina, B) acidos grasos de cadena corta
y C) Phosphatidil etanolamina.

Aunque ningun otro metabolito fue observado con diferencias significativas dentro del
analisis del total de las muestras, al estratificarlas segun el genotipo de Hp de los pacientes,
se reveld una mayor concentracion fecal de hipoxantina en Hp 1-2, con respecto a Hp 1-1
(p=0.04), pero semejantes con las concentraciones halladas en el genotipo Hp 2-2 (Fig. 17).
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Figura 17. Comparacion de concentraciones de Hipoxantina entre A) Ctrl vs. INS B)
pacientes segun el estado clinico: remision vs. actividad y C) su genotipo de haptoglobina.

4.4. Analisis de correlacion.

Para valorar como podria influir el microbioma en el metaboloma, se realizaron analisis de
correlacion entre las bacterias y los metabolitos encontrados; asi como, entre estos ultimos y
los KO asociados a las vias de KEGG del analisis de inferencia funcional.

Se observaron correlaciones negativas en dos metabolitos. Por una parte, las concentraciones
fecales de lisina solamente mostraron una correlacion negativa (r de Spearman=-0.5564, p=
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0.0072) con la abundancia relativa inferida de alfa galactosidasa, KO asociado a la via del
Metabolismo de la Galactosa (Fig. 18).
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Figura 18. Mapa de calor que muestra la correlacion entre KEGG del perfil de inferencia
funcional y las concentraciones de lisina e hipoxantina

Las concentraciones fecales de hipoxantina evidenciaron un mayor nimero de correlaciones,
aunque todas ellas fueron negativas. La mas fuerte, se observo con la abundancia relativa del
género Veillonella (r de Spearman=-0.6588, p=0.0012) (Fig. 19).

Hypoxanthine vs g_Veillonella

°

r = -0,6588
p=0,0012

g_Veillonella
T

Hypoxanthine

Figura 19. Analisis de correlacion de Spearman entre las concentraciones de Hipoxantina y
la abundancia relativa de g_Veillonella

Asi mismo, se obtuvieron correlaciones de este metabolito con los niveles de abundancia
relativa de los KO inferidos Alpha galactosidasa (r de Spearman= -0.6504, p= 0.0014) y
componentes [IA e IIC del sistema PTS especifico para galactitol (r de Spearman=-0,5606,
p=0,0082), asociados a la via del Metabolismo de Galactosa; N- acetil muramoil-L-alanina
amidasa (NAMLAA) (r de Spearman = -0,5607, p= 0,0082), implicado en la via de
Resistencia a CAMP; y componente 1IB, especifico para fructosa (r de Spearman= -0,5606,
p=0,0082), correspondientes a las vias del sistema PTS (Fig. 18).

5. Discusion

El desconocimiento de la etiologia del INS dificulta el desarrollo de dirigidas que eviten
efectos secundarios adversos en los pacientes (5, 6, 15). Desde esta perspectiva se ha
propuesto el eje intestino-rifidn, como posible via fisiopatoldgica, mediada por la disrupcion
de la BEI. Esta alteracion se ha asociado a disbiosis, incremento de la permeabilidad
paracelular y traslocacion de componentes bacterianos proinflamatorios que afectan la
homeostasis inmunitaria y renal (29, 44, 47). Aunque se ha sugerido que la susceptibilidad de

22



la barrera intestinal podria estar influenciada por la expresion del precursor de Hp (27) la
relacion entre el genotipo de Hp con la composicion y funcionalidad bacteriana ha sido
escasamente explorada. Los resultados de este estudio sugieren una interaccion entre la
alteracion de la composicion taxondmica y funcionalidad inferida del microbioma intestinal
y las variaciones en las concentraciones fecales metabolitos de los pacientes con INS,
vinculada al genotipo de Hp.

En este estudio no se evidenciaron diferencias significativas en la diversidad alfa del
microbioma intestinal, en concordancia con lo reportado por Kan ef al. Sin embargo, se
identificaron alteraciones en la composicion taxonomica a nivel de género, particularmente
en pacientes con INS en estado clinico de actividad (49). Destaca la abundancia de géneros
patobiontes en el microbioma intestinal, cuya predominancia coincidi6 con la manifestacion
de la patologia y su estado clinico de actividad. Entre estos géneros destacan Veillonella,
asociado a recaidas y a liberacion de citocinas proinflamatorias mediadas por LPS y los
géneros Streptococcus y Granuticatella, asociados a la disrupcion de claudinas y a lesiones
en la glomerulonefritis, una inflamacion en el glomérulo que desencadena proteinuria masiva
(52, 53, 54). En contraste a lo descrito por Tsuji et al, quienes evidenciaron una
predominancia del género Clostridium, asociada a la produccion de SCFA, en controles sanos,
presentd mayor abundancia en pacientes con INS, lo que podria explicarse por la implicacion
de ciertas especies en la produccion de biofilms patogenos (48, 55). No obstante, si se hallaron
similitudes con este estudio, dado que los pacientes presentaron una reduccion significativa
de especies identificadas como productoras de SCFA como Collinsella, Fusicatenibacter y
Agathobacter, que también han sido relacionadas con mecanismos antiinflamatorios que
sirven como proteccion a la BEI (56, 57, 58). Estos hallazgos sugieren un efecto sinérgico
que afecta a la funcion de la barrera mediante la promocién de factores proinflamatorios y la
reduccion de mecanismos antiinflamatorios asociados a la respuesta clinica del tratamiento
en el paciente.

Complementariamente, la alteracion en la abundancia relativa del género Prevotella,
evidenciada en el microbioma nasofaringeo, sirve como soporte a la hipdtesis que asocia a la
BEI como eje central regulador. Los resultados confirman la importancia de este género al
revelar una disminucion de su abundancia relativa en pacientes con INS, dado que esta
alteracion ha sido previamente asociada a la manifestacion de infecciones virales
respiratorias, como el virus de la Influenza, la neumonia o la sinusitis, posiblemente causada
por la disminucién de citocinas protectoras que son promovidas por este género (59, 60). La
hipotesis de interaccion entre el microbioma intestinal y el nasofaringeo se soporta por el
enriquecimiento de rutas comunes asociadas a factores de virulencia como el sistema de dos
componentes, asi como resultados en los obtenidos por He et al. quienes describen una
reduccion de este género en el microbioma intestinal de pacientes pediatricos con INS (50).

Asi mismo, el andlisis de inferencia funcional reveld un enriquecimiento de rutas metabolicas
asociadas a componentes bacterianos con estas caracteristicas, incluyendo las vias de
biosintesis de acido teicoico biosintesis de peptidoglicano que fueron mas representadas en
pacientes en estado clinico activo. Estas posibles funciones, comunes en bacterias
grampositivas, estdn vinculadas a componentes bacterianos que podrian comprometer la
funcion de las TJ y facilitar su translocacion, promoviendo la inflamacion sistémica por
medio de la afeccion de leucocitos (61, 62). En contraste, pacientes en remision predijeron
rutas asociadas al metabolismo de fosfonatos y fosfinatos, capaces de disminuir la produccion
de TNF-a inducida por LPS (63). Estos datos coinciden con los efectos evaluados en la
composicidon taxondmica, implicando que el incremento asociado a factores de virulencia y
la reduccion de vias protectoras podrian asociarse a un efecto sinérgico en la disrupcion de la
BEI
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Contrario a la hipotesis planteada que asociaba al alelo de Hp2-2 a taxones y funciones
asociadas con procesos proinflamatorios influido por la expresion del alelo Hp2 (25, 26, 27,
36), los resultados encontrados en este estudio revelan una tendencia con mayor abundancia
relativa de estos en Hp 1-1. Este hallazgo es consistente con una disminucion significativa de
las concentraciones fecales de hipoxantina evidenciadas en este genotipo, en comparacion
con el genotipo Hp 1-2. Este compuesto se relaciona funcionalmente con un aumento en la
peristalsis, la liberacion de enzimas digestivas y la resistencia de la BEI; indicando que Hp
2-2 podria no estar asociado a alteraciones del ecosistema intestinal en pacientes con INS.
Aunque no se observaron diferencias significativas en las concentraciones de este compuesto
cuando se compararon los pacientes por el estado clinico, los datos hallados en la
estratificacion por genotipo pueden apoyarse con la tendencia observada a presentarse
mayoritariamente en los pacientes en fase clinica de remision (64, 65).

Desde un punto de vista metabdlico y en consistencia con lo descrito en estudios previos, los
pacientes con INS presentaron una reduccion en las concentraciones fecales de SCFA, como
el butirato (48, 49). Por otro lado, se aprecidé un incremento significativo de las
concentraciones fecales de lisina, un aminoacido precursor de productos finales de glicacion
avanzada que promueven la disfuncion de las TJ y del podocito mediante la via STAT3 (66,
67). Asi mismo, en estos pacientes se identificaron concentraciones altas de PE, cuyas
lisoformas se asocian con factores de virulencia que afectan la funcion de la BEI (68, 69).

Es destacable la fuerte correlacion negativa detectada entre las concentraciones fecales de
hipoxantina y las abundancias relativas del patobionte g_Veillonella, asi como la potencial
abundancia de NAMLAA, factor de virulencia 1til para la evasion del sistema inmune por
parte de la bacteria (70). Asi mismo, destaca el hecho de que el genotipo de Hp 1-1 mostrara
mayores las tendencias de alteraciones en la composicion taxondmica y funcional del
microbioma intestinal. Estos hallazgos sugieren una interaccion, donde el microambiente del
genotipo parece favorecer la proliferacion de patobiontes, mientras que los efectos de las altas
concentraciones fecales de hipoxantina en portadores de Hp1-2 podrian tener funciones que
limitan la proliferacion de factores patogenos en la BEI. De hecho, a pesar de haberse
vinculado con una mayor capacidad antioxidante y una mejor captacion de hemoglobina libre,
este genotipo también se ha asociado con la proliferacion de ciertas bacterias gram-positivas
patogenas, lo que respalda atin los resultados obtenidos (71).

Este estudio resalta la importancia de considerar al genotipo de Hp como un factor importante
en la funcion de la BEI como eje funcional, proponiéndolo como un biomarcador predictivo
no invasivo y al genotipo Hp1-1 como un potencial promotor de su disrupcion. Ademas, pese
a la relevancia que tienen las concentraciones que ha tenido el andlisis de los SCFA en los
estudios hechos en pacientes con INS, se destaca la necesidad de evaluar las concentraciones
de otros metabolitos que podrian estar implicados en la disrupcion de la BEI y en el desarrollo
de esta patologia. Adicionalmente, los hallazgos encontrados en las posibles funciones
inferidas proponen que, al evaluar las alteraciones en el microbioma, no solo se tengan en
cuenta indices de diversidad taxondmica para designar disbiosis, sino que también se
consideren otras medidas como la redundancia funcional, dado que, si una especie
desaparece, otras con funciones similares pueden tomar su lugar, manteniendo la
funcionalidad del ecosistema y, por ende, la homeostasis (72).

Sin embargo, también se destacan limitaciones dentro de esta investigacion, como el tamafio
muestral, restringido por la naturaleza de enfermedad huérfana del INS. Aumentar el tamafo
de la muestra o realizar un estudio en cohorte favoreceria el desarrollo de un analisis
estadistico mas exhaustivo y con mayor poder que permita establecer relaciones causales. Del
mismo modo, las funciones metabolicas identificadas fueron inferidas computacionalmente
y junto a la identificacion de taxones, se realizaron mediante secuenciaciones basadas en el
gen de ARNr16S, metodologia que conlleva limitaciones basados en la dependencia de bases
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de datos imprecisas, que dificulta la identificacion correcta a nivel de especie o cepa (73).
Ademas, la inferencia funcional derivada de estos datos no proporciona suficiente evidencia
para identificar vias metabolicas o funciones activas a causa de la diversidad funcional
intraespecifica, dado que esta permite a las cepas o las especies adaptarse y modificar las
condiciones del microambiente, mediante el uso de diferentes sustratos (73). No obstante,
estos resultados pueden promover nuevas vias de investigacion destinadas a usar métodos
mas exhaustivos que puedan corroborar esta informacién, como el analisis metagenomico y
metatranscriptomico, basado en shotgun; asi como modelos in vitro en cultivos de células
epiteliales que puedan evaluar el impacto directo de los componentes bacterianos
identificados sobre la funcion de la BEI.

6. Conclusiones

En este estudio se identificaron diferencias significativas en la abundancia relativa de taxones
bacterianos, funciones metabolicas inferidas y concentraciones fecales de metabolitos entre
controles sanos y pacientes pediatricos con INS, considerando el estado clinico de la patologia
y el genotipo de haptoglobina. Ademas, se evidencio una correlacion negativa entre algunos
factores de virulencia inferidos y las concentraciones de hipoxantina, cuando se estratifican
a los pacientes segun el genotipo de haptoglobina. A pesar de que el tamafo de la muestra
limitado no permitié un realizar andlisis estadistico en la comparacion por genotipo del
microbioma, las tendencias observadas concluyen que, a diferencia de los pacientes
portadores del genotipo Hp 1-1, aquellos con Hp 2-2 no presentan alteraciones en la
composicion taxonodmica y ni en funcionalidad inferida microbiana asociados a factores
proinflamatorios. Tampoco se observaron diferencias en las concentraciones fecales de
metabolitos asociados a procesos antiinflamatorios.
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