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RESUMEN

Se estima que aproximadamente 100 trillones de microorganismos (incluidos bacterias, virus y hongos) residen en el intestino humano adulto
y que el total del material genético del microbioma es 100 veces superior al del genoma humano. Esta comunidad, conocida como microbioma
se adquiere al momento del nacimiento a través de la flora comensal de la piel, vagina y heces de la madre y se mantiene relativamente estable
a partir de los dos afios desempefiando un papel critico tanto en el estado de salud como en la enfermedad. El desarrollo de nuevas tecnologias,
como los secuenciadores de proxima generacion (NGS), permiten actualmente realizar un estudio mucho mas preciso de ella que en décadas
pasadas cuando se limitaba a su cultivo. Si bien esto ha llevado a un crecimiento exponencial en las publicaciones, los datos sobre las poblaciones
Latinoamérica son casi inexistentes.

La investigacion traslacional en microbioma (InTraMic) es una de las lineas que se desarrollan en el Instituto de Medicina Traslacional e Ingenie-
ria Biomédica (IMTIB). Esta se inicid en 2018 con la linea de cancer colorrectal (CCR) en una colaboracion con el Colorectal Cancer Research
Group del Leeds Institute of Medical Research en el proyecto Large bowel microbiome disease network: Creation of a proof of principle exemplar
in colorectal cancer across three continents. A fines de 2019 se cumpli6 el objetivo de comprobar la factibilidad de la recoleccion, envio y analisis
de muestras de MBF en 5 continentes, incluyendo muestras provenientes de la Argentina, Chile, India y Vietnam. Luego de haber participado de
capacitaciones en Inglaterra, se ha cumplido con el objetivo de la etapa piloto, logrando efectivizar la recoleccion, envio y analisis metagendmico
a partir de la secuenciacion de la region V4 del ARNr 16S. En 2019, la linea de enfermedad de higado graso no alcoholico se sumoé a la InTraMic
iniciando una caracterizacion piloto en el marco de una colaboracion con el laboratorio Novartis. Los resultados de ese estudio, asi como el de
cancer colorrectal, estan siendo enviados a publicacion. En 2020, con la incorporacion de la linea de trasplante alogénico de células progenitoras
hematopoyéticas, fue presentado un proyecto para un subsidio del CONICET que ha superado la primera etapa de evaluacion. En el presente
articulo se brinda una actualizacion sobre la caracterizacion taxonomica de microbioma y se describen las lineas de investigacion en curso.

Palabras clave: microbioma humano, comunidad microbiana, estructura comunitaria microbiana, ARN ribosomal 16S, taxonomia, cancer colo-
rrectal, enfermedad de higado graso no alcoholico.
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ABSTRACT

It is estimated that approximately 100 trillion microorganisms (including bacteria, viruses, and fungi) reside in the adult human intestine, and
that the total genetic material of the microbiome is 100 times greater than that of the human genome. This community, known as the microbiome,
is acquired at birth through the commensal flora of the mother’s skin, vagina, and feces and remains relatively stable after two years, playing a
critical role in both the state of health and in disease. The development of new technologies, such as next-generation sequencers (NGS), currently
allow for a much more precise study of it than in past decades when it was limited to cultivation. Although this has led to exponential growth in
publications, data on Latin American populations is almost non-existent.

Translational research in microbiome (InTraMic) is one of the lines developed at the Instituto de Medicina Traslacional e Ingenieria Biomédica
(IMTIB). This started in 2018 with the Colorectal Cancer Line (CRC) in a collaboration with the Colorectal Cancer Research Group of the Leeds
Institute of Medical Research in the project “Large bowel microbiome disease network: Creation of a proof of principle exemplar in colorectal
cancer across three continents”. At the end of 2019, the objective of verifying the feasibility of collecting, sending and analyzing MBF samples on
5 continents, including samples from Argentina, Chile, India and Vietnam, was met. After having participated in training in England, the objective
of the pilot stage has been met, achieving the collection, delivery and metagenomic analysis from the sequencing of the V4 region of the 16S
rRNA. In 2019, the non-alcoholic fatty liver disease line joined InTraMic, initiating a pilot characterization in the framework of a collaboration
with the Novartis laboratory. The results of that study, as well as that of colorectal cancer, are being published. In 2020, with the incorporation of
the allogeneic hematopoietic stem cell transplantation line, a project was presented for a grant from the CONICET that has passed the first stage
of evaluation.

This article provides an update on the taxonomic characterization of the microbiome and describes the lines of ongoing research.

Key words: human microbiome, microbial community, microbial community structure, 16S ribosomal RNA, taxonomy, colorectal cancer, no-
nalcoholic fatty liver disease.
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INTRODUCCION

La caracterizacion del microbioma intestinal (MBI) en
diferentes estados de salud es una linea de investigacion
en crecimiento exponencial dado su potencial impacto en
la prevencion y el tratamiento de enfermedades altamente
prevalentes. Las tecnologias disponibles en el siglo XXI
permiten realizar un analisis mucho mas preciso e infor-
mativo que en la era cuando los estudios se basaban en
los cultivos. La caracterizacion actualmente se basa en
técnicas multiomicas (metagenomica, transcriptomica, me-
tabolomica), que demandan un abordaje multidisciplinario
con especialistas en biologia molecular y bioinformaticos.
La investigacion traslacional en microbioma (InTraMic) es
una de las lineas que se desarrollan en el Instituto de Me-
dicina Traslacional e Ingenieria Biomédica (IMTIB). Esta
linea se inici6 en el aflo 2018, a partir de una colaboracion
con la Universidad de Leeds (Reino Unido) en el marco
de un estudio piloto internacional sobre cancer colorrectal.
En el afio 2019, con el apoyo de la Beca Novartis Next
Generation Scientist Program, comenzaron los estudios
sobre la enfermedad de higado graso no alcoholico. Ese
mismo afio se presentd un proyecto institucional a la
convocatoria de proyectos de unidades ejecutoras (PUE
2019) del CONICET, en el cual se incorporo la linea de
trasplante de médula 6sea. En el marco de la InTraMic,
ademas, se realizan reuniones periodicas abiertas a todo el
personal de salud en las que se intercambian conocimientos
y se evaltan nuevas propuestas.

En el presente articulo se brinda una actualizacion sobre la
caracterizacion taxondémica de microbioma y se describen
las lineas de investigacion en curso.

Estado del arte

Joshua Lederberg, Premio Nobel de Fisiologia y Medicina
en 1958, fue quien introdujo el concepto de microbioma
al demostrar que las bacterias comensales mantienen un
intenso intercambio genético entre ellas y con las células
del huésped. Hoy se estima que aproximadamente 100
trillones de microorganismos (incluidos bacterias, virus
y hongos) residen en el intestino humano adulto y que el
total del material genético del microbioma es 100 veces
superior al del genoma humano'.

La adquisicion a temprana edad de un MBI diverso y equi-
librado se considera critica para el normal desarrollo del
ser humano. El MBI original se adquiere al momento del
nacimiento a través de la flora comensal de la piel, vagina
y heces de la madre y varia principalmente durante los dos
primeros afios, luego se mantiene relativamente estable con
unas 100 especies microbianas diferentes, principalmente
representadas por bacterias. Existe una marcada diferencia
entre los individuos y entre las diferentes regiones del
mundo. Esta biodiversidad es un pardmetro que debe ser
distinguido en al menos dos niveles: la diversidad local o
diversidad alfa (que representa la riqueza de especies de

Vol 40 | N° 1 | Marzo 2020

una comunidad a la que consideramos como homogénea)
y la diversidad entre areas o diversidad beta (que mide
las diferencias en la composicion bacteriana de una o mas
muestras). En un estudio inicial publicado en Nature en
2011, Arumugam y col.? introducen el concepto de “en-
terotipo” sobre la base de un mapeo metagendmico sobre
1511 genomas de individuos sanos de Europa, Japon y
Estados Unidos caracterizando tres grupos: el enterotipo
I (predominio de Bacteroides), enterotipo 2 (predominio
de Prevotella) y enterotipo 3 (predominio de Ruminococ-
cus). Si bien estos enterotipos no estan tan claramente
delimitados, como por ejemplo los grupos sanguineos,
caracterizan en forma bastante estable a los individuos e
incluso se pueden restaurar después de su perturbacion.
Los enterotipos han sido determinados a nivel de pais, a
nivel intracontinental y también a nivel intercontinental®.
Fisiologicamente, el MBI no solo constituye una barrera
defensiva natural contra la infeccion, sino también parti-
cipa en numerosos procesos protectores, estructurales y
metabolicos del epitelio intestinal que, a su vez, impactan
en los estados de salud y enfermedad®. Por ejemplo, el
MBI participa en la fermentacion de carbohidratos (a
través de la produccion de CO,, H,, CH,), 4cidos grasos
de cadena corta (p. ¢j., butirato, propionato y acetato) y en
la fermentacion proteolitica (p. ej., compuestos fendlicos,
aminas, amoniaco, compuestos de N-nitroso e indoles).
Estos procesos pueden afectar la expresion génica, dife-
renciacion y proliferacion de células epiteliales*. Uno de
los primeros focos de interés en el estudio del MBI han
sido, l6gicamente, ciertas enfermedades gastrointestinales
como el cancer colorrectal (CCR) o la colitis ulcerosa. En
los ultimos afios, este interés no solo se ha profundizado,
sino se ha ampliado a multiples escenarios clinicos que
incluyen enfermedades metabdlicas (p. ej., enfermedad
de higado graso no alcohélico)’ e inmunologicas (p. €j.,
trasplante alogénico de células progenitoras hematopoyé-
ticas [Alo-TCPH]®). A pesar de la fuerte asociacion entre
el MBI y diversas enfermedades, la relacion de causalidad
no esta claramente demostrada en la mayoria de los casos.
Sin embargo, se han descripto numerosos mecanismos por
los cuales la disbiosis podria ser primariamente causal en
al menos alguna.

A diferencia de la dificultad que implica la manipulacion
genética, el MBI puede modificarse a través de interven-
ciones relativamente simples y de bajo costo, como el
cambio alimentario y el uso de prebidticos y probioticos.
Esto permite esbozar alternativas de facil implementacion
que pueden mejorar la prevencion primaria, secundaria y
terciaria de diversas enfermedades. Se fundamenta, por
ejemplo, en las nuevas evidencias que no solo muestran
la relacion entre el MBI y la respuesta a farmacos (p. ¢j.,
inmunoterapia basada en PD-L1), sino también en la po-
sibilidad de ser utilizado como agente terapéutico per se’.
La profundizacion del estudio del MBI se ha visto po-
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tenciada por nuevas tecnologias que permiten su carac-
terizacion a través de diferentes formas incluyendo la
metagenomica (estudio de los genes), la transcriptomica
(estudio del ARNm expresado) y la metabolémica (estudio
de los metabolitos). De ellas, la metagenomica es la de mas
facil implementacion y sobre ella se basa la mayoria de las
publicaciones. La gran mayoria de los estudios se realizan
sobre muestras de materia fecal, las que no necesariamente
representan al MBI asociado a la mucosa intestinal que
crece sobre una matriz de exopolisacaridos y adheridos
formando los “biofilms™®. De hecho, la proporcion de anae-
robios/aerobios en estas peliculas bioldgicas es menor que
en la luz intestinal. Sin embargo, debido a la factibilidad
de obtencidon de muestras, el analisis del MBI a través del
estudio de muestras de heces (determinacion del microbio-
ma fecal, en adelante “MBF”) es practicamente la unica
modalidad de estudio implementada. A su vez, de todas
las metodologias de estudio posibles, la mas difundida es
la caracterizacion taxonomica basada en la secuenciacion
de ARN ribosomal 16S (ARNr 16S). El ARNr 16S es el
componente de la subunidad menor (30S) de los ribo-
somas procariotas; el gen que lo codifica (ARNr 16S)
se utiliza para la reconstruccion de filogenias ya que su
secuencia esta altamente conservada entre las distintas
especies de bacterias. El estudio especifico de la region
hipervariable V4 de dicho gen permite identificar y clasifi-
car las bacterias a nivel de filo’, pudiéndose establecer con
precision la composicion y el grado de diversidad del MBI.
Otro pilar de la caracterizacion del MBI es el procesa-
miento bioinformatico para el analisis de comunidades
microbianas luego de la secuenciacion de amplicones de un
gen marcador como el ARNr 168S. El QIIME (Quantitative
Insights Into Microbial Ecology) es un flujo bioinformatico
disefiado para este fin que realiza un control de calidad de
las secuencias ingresadas, las agrupa filogenéticamente
—por ejemplo, 97% para el nivel de especie—en OTU (uni-
dades taxondmicas operativas) o a través de las variantes
genéticas y las registra taxonomicamente al buscarlas en
bases de datos de secuencias de referencia. El resultado
principal de QIIME es una tabla de caracteristicas en la
que se describe la abundancia de cada OTU o variantes
de secuencia en cada muestra’.

En resumen, los desarrollos tecnoldgicos y bioinformati-
cos actuales permiten explorar la asociacion entre el MBI
y diferentes estados de salud abriendo la posibilidad de
encontrar no solo nuevos marcadores pronosticos y pre-
dictivos sino, ademas, nuevas modalidades terapéuticas
de relativo bajo costo y facil implementacion.

Alcance de conocimiento e interrogantes actuales

El creciente interés cientifico por el MBI se ve reflejado en
los mas de 26 500 articulos indexados en Medline en los
ultimos 5 afios (solo en 2019 fueron 7987 articulos), los
que representan el 60% del total de publicaciones desde
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1968. Entre las iniciativas internacionales se destaca el
Proyecto Microbioma Humano cuyo objetivo es catalogar
los microorganismos que conviven con el ser humano. El
analisis inicial se centrd en cinco sitios del cuerpo: piel,
nariz, boca, intestino y vagina de individuos sanos. En
2013, su primera etapa termin6 con mas de 14 terabytes
de datos de 300 individuos. La segunda fase se establecio
en 2014 centrandose en tres condiciones diferentes: em-
barazo y nacimiento prematuro, enfermedad inflamatoria
intestinal y diabetes tipo 2. A la evidencia derivada de
este proyecto se le sumoé otra gran cantidad generada
en otras enfermedades que ha expandido rapidamente
el conocimiento sobre el MBI. Asimismo, ademas de
la caracterizacion de los enterotipos, el impacto sobre
el MBI de diferentes factores, incluidos edad, modo de
nacimiento (cesarea o parto vaginal), uso prematuro de
antibidticos, dieta y la constitucion genética del individuo,
ha sido motivo de numerosas publicaciones en los Gltimos
afios’. Sin embargo, dado que la caracterizacion se efectuo
basicamente en Europa y América del Norte, una de las
mayores y mas importantes brechas de conocimiento esta
en relacion con los aspectos que pueden variar entre las
diferentes poblaciones alrededor del mundo, lo que justi-
fica la realizacion de estudios locales como el propuesto
en esta presentacion.

Elimpacto de la geografia no solo ha sido uno de los aspec-
tos menos explorados en esta area: los estudios realizados
solo incluyeron un niimero limitado de paises (entre uno y
doce). En uno de esos estudios se demostro que la latitud
se correlaciona positiva y negativamente con la abundancia
de Firmicutes y Bacteroidetes, respectivamente. El tnico
estudio que incluyd muestras de referencia argentina (li-
mitado a 10 casos) fue publicado por Mobeen y cols. en
20183, Utilizando datos publicos de amplicones de ARN
168, de 15 paises de 4 continentes (Asia, Africa, América y
Europa) determinaron la variacién composicional y diver-
sidad (alfa y beta) presente en MBI encontrando marcadas
diferencias: los géneros Bifidobacterium y Bacteroides
fueron identificados como los principales taxas de entero-
tipos en las poblaciones de Asia y Occidente (americana y
europea), respectivamente, mientras la poblacion africana
se distribuyd entre Prevotella y Bacteroides. Las muestras
de Espafia y la Argentina, Estados Unidos, Egipto y Ma-
lasia se agruparon en el Enterotipo III.

A continuacion, se describe la problematica en las enfer-
medades que son incluidas en el presente proyecto.

Cancer colorrectal: el CCR es la cuarta causa mas coman
de muerte por cancer en el mundo. Si bien tradicionalmente
su incidencia ha sido mayor en los paises occidentales
y desarrollados, en las ultimas décadas ha habido un
aumento generalizado y especialmente marcado en per-
sonas mas jovenes'. Cada vez hay mas evidencia de una
asociacion entre el desarrollo de CCR y un microbioma



180 Rev. Hosp. Ital. B.Aires

fecal alterado (disbiotico), con el potencial de desarrollar
nuevos marcadores de cribado, pronésticos o terapéuticos.
Si bien la causalidad de esta asociacion requiere mayor
evidencia, hay demostrados mecanismos potencialmente
causativos que incluyen las genotoxinas, las alteraciones
del metabolismo, la modulacion de las defensas del huésped
e inflamacioén y la induccion del estrés oxidativo. Entre las
genotoxinas se destacan la FadA del F. nucleatum (activa
la via de sefalizacion Wnt/B-catenina), las adhesinas de la
E. coli (se adhiere ¢ invade el epitelio intestinal) y la BFT
del B. fragilis, (activa la via de sefializacion Wnt/B-catenina
y el factor NF-B). La colibactin es otra genotoxina que
induce la formacion de ROS (del inglés, Reactive Oxygen
Species) y el dano del ADN. El metabolismo derivado del
microbioma puede afectar la carcinogénesis colorrectal a
través de la generacion de acidos biliares secundarios, la
activacion de procarcinogénicos, el metabolismo hormonal
o modificacion de vias de inflamacion. Otro mecanismo es la
modulacion de las defensas e inflamacion. Las interacciones
del huésped y el MBI implican receptores de inmunidad
innata (p. €j., Toll Like Receptors y Nod Like Receptors)
implicados en la la activacion de las vias de sefializacion de
MAPK, NF-xB o PI3K/AKT? y la expresion de citocinas
(p. ¢j., TNF-q, IL-6, IL-8)"".

Un area especificamente estudiada en el CCR es la del
estroma y microambiente. Los diversos tipos de CCR
que surgen en respuesta a distintas vias de sefializacion
determinan distintos microambientes tumorales. Entre las
poblaciones celulares estromales relevantes en la progre-
sion carcinogénica estan los fibroblastos asociados a tumor
(TAF), pericitos y células madre mesenquimales (MSC).
El papel del microambiente del tumor en relacion con la
composicion del MBI esta poco explorado en la literatura,
con una evidencia incipiente de una estrecha interaccion
entre las MSC y el MBI'2, Por otro lado, el estrés oxidativo
pareceria ser un proceso central en la vinculacion del MBI
y la carcinogénesis: estudios in vitro e in vivo demuestran
que algunas especies de Enterococci, especialmente E.
faecalis, generan radicales hidroxilo que son mutagenos
poderosos que pueden causar roturas de ADN ¢ inestabili-
dad gendmica. El uso de inhibidores de ROS y NOS puede
prevenir este efecto, apoyando el papel del estrés oxidativo
inducido por bacterias en la carcinogénesis'>.

El impacto de la variacion geografica también esta espe-
cialmente marcado en el CCR, cuya incidencia se encuentra
probadamente asociada a los habitos y exposiciones que
difieren de forma amplia entre las regiones. Practicamente,
toda la caracterizacion del MBI y el CCR se ha realizado en
paises desarrollados; la evidencia en el resto del mundo es
muy limitada y esta basada en pequefios estudios piloto. A
esto se le suma la evidencia de que el MBI asociado a CCR
puede incluso diferir entre distintas cohortes occidentales'.
En un estudio que comparo el MBI de sujetos de paises
occidentales de América y Europa y no occidentales (Corea
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del Sur y Japdn) se encontrd que el pais de origen se asocid
a una mayor variacion (R2 = 0,22) que el indice de masa
corporal o el sexo (R2=0,04 y 0,05, respectivamente)'>. En
este escenario cobra importancia la realizacion de investiga-
ciones en la Argentina utilizando la misma metodologia de
los centros de referencia, que permita no solo caracterizar
el MBI local sino validar los resultados y sumarlos a las
colaboraciones internacionales.

Enfermedad de higado graso no alcohdlico: es la prin-
cipal causa de enfermedad hepatica cronica en el mundo
y se encuentra asociada a la obesidad, la resistencia a la
insulina, la diabetes mellitus tipo 2, la hipertension arterial,
la dislipidemia y el sindrome metabdlico'®. La enfermedad
por higado graso no alcohélico comprende un espectro de
patologias de evolucion prolongada que van desde la es-
teatosis simple hasta la esteatohepatitis no alcohdlica con
riesgo de fibrosis hepatica progresiva, cirrosis y carcinoma
hepatocelular.

La evolucion de la enfermedad es muy heterogénea, con
pacientes que desarrollan fibrosis en menor tiempo que otros
sin ningun factor predictivo claro. El desafio actual reside en
distinguir a los pacientes con esteatosis simple de aquellos
con esteatohepatitis no alcohédlica ya que esta ultima incre-
menta las probabilidades de progresion de la enfermedad
hepatica. Dado que la progresion de la fibrosis es el factor
prondstico mas importante asociado con la morbimortali-
dad, la biopsia hepatica es el método de referencia (gold
standard) para el diagnostico y pronostico de esta patologia.
Sin embargo, este procedimiento no solo es costoso e inva-
sivo: por sus propios riesgos no puede emplearse como una
herramienta de monitorizacion periddica de la progresion
de la enfermedad. Si bien existen indices serologicos que se
utilizan en la practica clinica para determinar qué pacien-
tes tienen fibrosis avanzada, estos no permiten distinguir
esteatosis simple de esteatohepatitis no alcohdlica!’. Por lo
tanto, la identificacion de nuevos marcadores no invasivos
fiables y costo-eficaces es un campo de gran interés actual.
En este escenario, el MBI ha sido sefialado en numerosos
estudios recientes como un nuevo factor de utilidad clini-
ca. Estaria implicado en la génesis de la enfermedad por
higado graso no alcoholico por multiples mecanismos que
también favoreceran la progresion a su forma mas agresiva
esteatohepatitis no alcoholica®. Los pacientes enfermos por
enfermedad por higado graso no alcohdlico presentan un
aumento de la permeabilidad intestinal con la consiguiente
translocacion bacteriana y pasaje de productos bacterianos
a la circulacion portal. Una vez en el higado, estos desen-
cadenan cascadas proinflamatorias (p. ej., produccion de
IL-6 y TNF-0)) via interaccion con receptores simil-Toll
presentes en células de Kupffer, células estrelladas y
hepatocitos. La disbiosis intestinal, caracterizada por un
aumento de los Bacteroidetes (especialmente de especies
del género Prevotella) y Proteobacterias (especificamente
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del género Escherichia) junto con una disminucion de los
Firmicutes, ha sido ampliamente asociada a la progresion
ala EHNAY. Esta alteracion derivaria en un aumento en
la produccion de etanol endogeno, el cual desencadenaria
procesos inflamatorios y fibrosis hepatica. Ademas, existen
otras moléculas derivadas de esta disbiosis intestinal que
se encuentran aumentadas en la enfermedad por higado
graso no alcohdlico como los acidos grasos de cadena
corta, que estimulan resistencia a la insulina y el depdsito
hepatico de lipidos, y los acidos biliares, que afectan el
metabolismo hepatico y la inmunidad®.

Si bien varios estudios realizados en otros paises han
sugerido ciertos mediadores derivados del MBI como
marcadores potenciales de progresion de la enfermedad
por higado graso no alcohdlico?, la incidencia creciente
de esta en paises latinoamericanos sumada a la variabili-
dad interétnica de la composicion del MBI*** subraya la
necesidad de llevar a cabo estudios locales que se planteen
el mismo interrogante.

Trasplante alogénico de células progenitoras hemato-
poyéticas (TCH): es una terapia inmunolédgica prolongada
que implica el cambio del sistema inmunitario del receptor
por el de un donante y requiere el uso de farmacos (p. €j.,
antibioticos), radiacion y agentes quimioterapéuticos que
potencialmente pueden alterar la homeostasis inmunita-
ria intestinal y el MBI. A su vez, el desarrollo de varias
complicaciones posteriores a TCH, como la infecciéon y la
recaida de la enfermedad, se ha asociado con disbiosis del
MBI®. El cambio en la diversidad del MBI postrasplante
puede predecir complicaciones serias como en la enfer-
medad de injerto contra huesped aguda, la cual es causa
de morbilidad y de mortalidad.

Particularmente, la composicion del MBI al momento del
injerto de neutrdfilos fue un predictor independiente de la
aparicion de enfermedad de injerto contra hiiesped aguda.
La presencia de alteracion del MBI se asoci6 a cambios
inflamatorios (niveles de IL-13,1L-16,IL-17Ay TNF-a) y
un desequilibrio en la relacion células T reguladoras (Treg)
y células T productoras de IL-17 (Th17) constituyendo
un mecanismo fisiopatogénico para el desarrollo de esta
complicacién. Por el contrario, una abundancia de anaero-
bios obligados como Ruminococcaceae podrian favorecer
una rapida reconstitucion de células B y NK, mientras
que la abundancia de especies de Blautia se asocio a una
robusta reconstitucion de células T invariantes asociadas
a la mucosa, las cuales podrian tener un efector T regula-
dor, reduciendo el riesgo de enfermedad de injerto contra
huesped y de mortalidad®.

Algunos pacientes que ingresan al trasplante presentan
disbiosis y baja diversidad de la microbiota antes de iniciar
el régimen condicionante, relacionadas con tratamientos
de quimioterapia previos. Por lo tanto, conocer con an-
telacion el estado del MBI a través de su estudio podria
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llegar a tener un impacto en la recuperacion postrasplante
de los pacientes. Por otro lado, los cambios en el MBI a
lo largo del periodo pretrasplante y postrasplante pueden
deberse a la intensidad del régimen condicionante y al
uso de antibidticos de amplio espectro. El dafio del MBI
tiene una relacion directa con el grado de severidad de
la enfermedad de injerto contra htiesped que el paciente
pudiera desarrollar. Especificamente, se ha descripto que
el uso de farmacos con alta actividad antibiotica contra
los anaerobios obligados, como piperacilina/tazobactam
y los carbapenémicos, se traduce en una mayor alteracion
de la microbiota, mayor dafio en la barrera intestinal y
un cuadro mas severo de enfermedad de injerto contra
htesped comparado con el uso de antibidticos de espec-
tro reducido como el aztreonam?®. Ademas, en pacientes
con enfermedad de injerto contra huesped las células de
Paneth se encuentran dafiadas, lo que deriva en una menor
produccidon de alfa-defensinas lo que podria llegar a con-
tribuir a la disbiosis, permitiendo la expansion de bacterias
patdgenas, la activacion del sistema inmunitario innato y
la consiguiente activacion de células T alorreactivas. Otras
complicaciones que pueden ocurrir en el TCH son las in-
fecciones sistémicas, como las virales, también asociadas
a la baja diversidad del MBI en el momento del injerto.
Existen estudios que han asociado la colonizacion gastroin-
testinal de bacterias comensales y la produccion de butirato
con una mayor proteccion contra las infecciones virales
del tracto respiratorio inferior pos-TCH lo que sugiere
que la presencia de este metabolito derivado de bacterias
intestinales podria potencialmente favorecer el desarrollo
de la inmunidad antiviral sistémica. Del mismo modo, la
colonizacion intestinal de las proteobacterias se asocio con
una baja supervivencia y mas complicaciones respiratorias. A
pesar de que existen estos antecedentes y que varios estudios
han relacionado la disbiosis intestinal con los resultados del
trasplante, pocos estudios evaluaron el cambio en el MBF en
diferentes momentos del TCH?’; ademas no existen datos de
la Argentina en este contexto clinico. Conocer las variaciones
del MBI a lo largo de la evolucion del paciente pre-TCH y
post-TCH puede derivar en mejoras en la prevencion y tra-
tamiento de las complicaciones mas frecuentes, apuntando
a una mayor sobrevida y éxito del injerto.

La InTraMic en el afio 2020

Como ya se menciond, la InTraMic fue iniciada en 2018
con la linea de CCR junto a una colaboracion con el
Colorectal Cancer Research Group del Leeds Institute
of Medical Research en el proyecto “Large bowel micro-
biome disease network: Creation of a proof of principle
exemplar in colorectal cancer across three continents”.
A fines de 2019 se cumpli6 el objetivo de comprobar
la factibilidad de la recoleccidn, envio y analisis de
muestras de MBF en 5 continentes, incluyendo muestras
provenientes de la Argentina, Chile, India y Vietnam. En
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este estudio se utilizaron tarjetas de deteccion de sangre
oculta en materia fecal (SOM) para la recoleccion de 120
muestras. Tal estrategia se baso en resultados previos del
grupo que habian demostrado una buena concordancia
entre el ADN microbiano aislado de muestras de heces
frescas y muestras conservadas en dichas tarjetas hasta
3 afios. Luego de haber participado de capacitaciones en
Inglaterra, tanto investigadores de nuestro grupo como de
otros centros participantes han cumplido con el objetivo
de la etapa piloto, logrando efectivizar la recoleccion y el
envio de muestras de forma exitosa de 10 pacientes con
CCR y 10 voluntarios sanos de cada pais. Ademas, se
generaron muestras control replicadas de 5 voluntarios
sanos del Reino Unido para evaluar el efecto del transporte
y el almacenamiento en el extranjero. Las repeticiones
de extraccion se realizaron hasta 9 meses después en
un subconjunto de muestras para evaluar el efecto de la
conservacion de las muestras a temperatura ambiente. El
analisis metagenomico fue realizado a partir de la secuen-
ciacion de la region V4 del ARNr 16S%,

En 2019, la linea de enfermedad de higado graso no alco-
hélico se sumo a la InTraMic iniciando una caracterizacion
piloto en el marco de una colaboracion con el laboratorio
Novartis. Los resultados de ese estudio, asi como el de
cancer colorrectal, estan siendo enviados a publicacion.
Finalmente, creemos importante mencionar que la acti-
vidad de investigacion se complementa con actividades
educativas a través de Jornadas multidisciplinarias reali-
zadas en forma anual. El comn interés de investigadores
traslacionales y clinicos con experiencia en diferentes
escenarios clinicos ha llevado al IMTIB a considerar a la
InTraMic como linea prioritaria.
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Proyeccién de la InTraMic

La InTraMic constituye una linea de investigacion propicia
para que investigadores clinicos y traslacionales estrechen
sus vinculos y potencien sus conocimientos. En este es-
cenario, el IMTIB es el marco ideal para las iniciativas
comunes que requieren recursos humanos y tecnolégicos
potenciados por el gran caudal de pacientes del HIBAy la
posibilidad de interactuar con destacados investigadores
de otras unidades ejecutoras con las cuales se han esta-
blecido convenios. Si bien las lineas en curso actuales son
relativamente pocas, existen otras propuestas (fragilidad
en ancianos, efectos de la edad) que se ven facilitadas por
la plataforma tecnologica y el muestreo de casos comunes
que se esta creando. Asimismo, la InTraMic constituye
un area propicia para desarrollo de maestria, doctorados
y posdoctorados. De hecho, ya hay dos en curso y 4 pro-
puestas en el Proyecto de Unidades Ejecutoras que ya ha
superado la primera ronda de seleccion del CONICET.
Todo interesado en sumarse a esta iniciativa es bienvenido.

Resumen de la propuesta presentada en la
convocatoria de Proyecto de Unidades Ejecutoras
Sobre la base de un analisis de areas de vacancia en inves-
tigacion y transferencia de conocimiento en la Argentina
y de la potencialidad de nuestro Instituto, el presente
proyecto propone analizar la taxonomia del MBI para ca-
racterizar e identificar potenciales biomarcadores que sean
aplicables en diferentes contextos clinicos y transferibles
al sistema de salud de nuestro pais (fig. 1). Los objetivos
especificos incluyen caracterizar el MBI de pacientes
con patologias oncoldgica (cancer colorrectal [CCRY]),
metabolica (enfermedad de higado graso no alcohodlico, e

Asociacion Microbioma Intestinal - Huésped

Taxonomia
16s ARNr

Metadatos Bio-
Clinicos

marcadores

A

Analisis Informatico

v

Caracterizacion Primaria
CCR -NASH- TCH - Controles

v

Caracterizaciéon Secundaria
Estratificacion por variables epidemiologicas, clinicas
anatomopatoldgicas y biomoleculares

Figura 1. Etapas y actividades contempladas en el abordaje multidisciplina-

rio del estudio del microbioma.
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inmunoldgica (trasplante alogénico de células progenito-
ras hematopoyéticas [TCH]) y compararlos con un grupo
control comun a todas las lineas. Ademas, se exploraran
diferencias entre los grupos de las 3 patologias y en cada
una de ellas se buscaran asociaciones con factores pronds-
ticos y predictivos de comprobada validez clinica. Parte
de las muestras seran almacenadas en un biobanco bajo
los estandares de la Joint Commission International y el
College of American Pathologists para una futura carac-
terizacion multiomica. A fin de sumar informacion a la
poca disponible actualmente en la literatura, se efectuara
la caracterizacion del microambiente tumoral (estroma
y estrés oxidativo) en muestras de mucosa peritumoral
obtenida de piezas anatomopatoldgicas de los pacientes
con CCR. Se trabajara en forma interdisciplinaria para
integrar datos epidemioldgicos, clinico-patologicos y
moleculares a través de un analisis informatico capaz
de generar informacion con utilidad clinica. Los datos
clinicos asociados se obtendran en forma prospectiva y
resguardados en las historias clinicas electronicas bajo los
estandares de HIMSS Analytics. El analisis taxondmico se
basara en el estudio de la region V4 del gen que codifica
para el ARNr 16S, cumplimentando los requerimientos
del protocolo OPTIMISTICC (protocolo internacional del
cual los investigadores del IMTIB forman parte) a fin de
poder validarlos e integrarlos a sus resultados. En el CCR,
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se analizaran adicionalmente muestras de tumor y mucosa
normal adyacente para el analisis patologico-molecular
de biomarcadores (p. ej., mutacion K-ras, expresion in-
munohistoquimica de genes reparadores, inestabilidad de
microsatélites mediante la técnica de reaccion en cadena
de polimerasa (PCR). En este tejido también se caracteri-
zard el microambiente a través del estudio de la fraccion
estromal activada (TAF, pericitos, etc.) y el estado de
estrés oxidativo (determinacion de especies activas del
oxigeno y actividad de la enzima antioxidante glutation
transferasa mediante determinaciones espectrofotométri-
cas). El analisis informatico se realizara a partir de pro-
gramas validados y el desarrollo de algoritmos propios
que permitan interpretar los resultados en un contexto
clinico que facilite la transferencia de los resultados a la
practica asistencial. La informacion publicada se cedera
al repositorio institucional Trovare, cuyo objetivo es
la difusion libre de la produccion académico-cientifica
de los miembros del Hospital Italiano de Buenos Aires
(HIBA), el Instituto Universitario Hospital Italiano de
Buenos Aires (IUHIBA) y el IMTIB. La relevancia de
este proyecto para el IMTIB esta dada por la creacion
de una plataforma que permita la integracion de recursos
humanos, cientificos y tecnologicos en beneficio de la
investigacion en un area de creciente interés cientifico
a nivel mundial.
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