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RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico (LES) implica un florido conjunto de manifestaciones
clinicas cuyo origen autorreactivo se caracteriza por una sobreactivacion del sistema inmune
y la produccion de una gran cantidad de autoanticuerpos. Por ser una patologia compleja con
un componente inflamatorio, su patogenia ain no se conoce en su totalidad, suponiéndose
factores predisponentes tanto genéticos como ambientales. Actualmente, se sabe que el
papel del microbioma humano es crucial en el mantenimiento del equilibrio transreino entre
los microorganismos comensales y el sistema inmune. En el marco del presente Proyecto de
Investigacion, estudiamos la microbiota intestinal de pacientes argentinos con diferentes
estadios de LES que recibieron o no diferentes tratamientos mediante secuenciacion 16S de
la materia fecal. En cuanto a los resultados obtenidos, encontramos claras diferencias en la
estructura poblacional (distancias Unifrac ponderadas y no ponderadas, p-valor <0,05) y
microbioma central entre casos y controles. Ademds, los géneros Collinsella,
Bifidobacterium, Streptococcus y los metabolismos de degradacion de aromaticos estaban
sobrerrepresentados en el grupo LES. El tratamiento médico también fue determinante, ya
que varias vias metabdlicas microbianas se vieron influenciadas por la terapia
inmunosupresora. En particular, el metabolismo de degradacion de la alantoina se expreso
de manera diferencial en el grupo de pacientes que recibieron inmunosupresores.
Finalmente, realizamos un modelo de regresion logistica (LASSO: operador de seleccion y
contraccidon absoluta minima) considerando variables tales como la microbiota central, los
taxones bacterianos diferencialmente abundantes y las vias metabolicas diferencialmente
abundantes (p<0,05). El modelo predijo que los pacientes con LES podrian estar asociados
con una mayor abundancia relativa de la via de oxidacion del formaldehido (RUMP_PWY).
Por el contrario, la preponderancia de la ruta de biosintesis y activacion del
cetodesoxioctonato (Kdo) (PWY 1269) y los géneros Lachnospiraceaec UCG 004,
Lachnospira, Victivallis y UCG_003 (género perteneciente a la familia Oscillospiraceae de
la clase Clostridia) se asociaron con un fenotipo control. En general, los resultados
obtenidos podrian contribuir al desarrollo de herramientas diagnosticas integrales para la
fenotipificacion integral de pacientes con LES. En este sentido, estudiar el perfil microbiano
comensal y los posibles patobiontes asociados al LES en nuestra poblacion propone
estrategias mas efectivas y precisas para explorar posibles tratamientos basados en la

microbiota de pacientes con LES.
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) involves a florid set of clinical manifestations whose
autoreactive origin is characterized by an overactivation of the immune system and the
production of a large amount of autoantibodies. As it is a complex pathology with an
inflammatory component, its pathogenesis is not yet fully understood, with both genetic and
environmental predisposing factors being assumed. Currently, it is known that the role of the
human microbiome is crucial in maintaining the transkingdom balance between commensal
microorganisms and the immune system. Within the framework of this Research Project, we
studied the intestinal microbiota of Argentine patients with different stages of SLE who
received or did not receive different treatments by 16S sequencing of fecal matter.
Regarding the results obtained, we found clear differences in the population structure
(weighted and unweighted Unifrac distances, p-value <0.05) and core microbiome between
cases and controls. Furthermore, the genera Collinsella, Bifidobacterium, Streptococcus and
aromatic degradation metabolisms were overrepresented in the SLE group. Medical
treatment was also determinant, as several microbial metabolic pathways were influenced by
immunosuppressive therapy. In particular, allantoin degradation metabolism was
differentially expressed in the group of patients receiving immunosuppressants. Finally, we
performed a logistic regression model (LASSO: least absolute shrinkage and selection
operator) considering variables such as core microbiota, differentially abundant bacterial
taxa and differentially abundant metabolic pathways (p<0.05). The model predicted that
SLE patients might be associated with a higher relative abundance of the formaldehyde
oxidation pathway (RUMP PWY). In contrast, the preponderance of the ketodeoxyoctonate
(Kdo) biosynthesis and activation pathway (PWY 1269) and the genera
Lachnospiraceae. UCG_004, Lachnospira, Victivallis and UCG_003 (genus belonging to the
Oscillospiraceae family of the Clostridia class) were associated with a control phenotype.
Overall, the results obtained could contribute to the development of comprehensive
diagnostic tools for the comprehensive phenotyping of SLE patients. In this sense, studying
the commensal microbial profile and the potential pathobionts associated with SLE in our
population proposes more effective and precise strategies to explore potential

microbiota-based treatments of SLE patients.
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VI. INTRODUCCION
El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad inflamatoria cronica autoinmune y
multisistémica. La etiologia es desconocida, pero existen factores que estdn relacionados con la
presencia de la enfermedad, tales como desregulacion del sistema inmune, factores genéticos,
hormonales y ambientales. Afecta principalmente a mujeres jovenes y cursa con periodos de
remision y recaida. Sus manifestaciones clinicas presentan una gravedad variable, comprometiendo
principalmente a la piel, articulaciones, rifiones, pulmones, sistema nervioso, membranas serosas y
la sangre, entre otros. Esta variabilidad clinica y la presencia de alteraciones inmunologicas,
principalmente la produccion de autoanticuerpos dirigidos contra uno o mas componentes del
nulcleo y citoplasma celular, son las caracteristicas principales de esta entidad.(Tsokos et al. 2016)
Tradicionalmente se utilizaron los criterios de American College of Rheumatology (ACR) 1982
revisados en 1997 para la clasificacion de LES, a fin de facilitar la comparacion de los pacientes en
los estudios epidemioldgicos y ensayos clinicos. En 2012 el grupo de trabajo SLICC (The Systemic
Lupus International Collaborating Clinics) propuso una revision de los mismos para mejorar las
debilidades de los criterios ACR de 1997.(Aringer 2019)

La heterogeneidad de la poblacion de pacientes se traduce en retos significativos no solo en la
clasificacion de la actividad de la enfermedad, sino también para el establecimiento de la respuesta
terapéutica a nuevos farmacos candidatos y estrategias terapéuticas personalizadas. Por esta razon
es mandatario identificar biomarcadores especificos que tendran un impacto en toda la amplia
variedad de lupus, o alternativamente definan subconjuntos de LES unicas que puedan requerir y
responder a diferentes terapias personalizadas.

Hoy sabemos que los microbios intestinales desempefian un papel fundamental en el mantenimiento
de la salud humana. El tracto gastrointestinal humano contiene una diversa coleccion de
microorganismos, quienes desarrollan funciones bioldgicas del intestino como el suministro de
nutrientes esenciales, la digestion, la detoxificacion, asi como en la defensa contra los patdgenos, la
modulacion del sistema inmunitario y el impedir el asentamiento de microorganismos foraneos
potencialmente patogenos. En los tltimos afios se ha demostrado una directa relacion entre disbiosis
de las comunidades microbianas intestinales y numerosas enfermedades. Debido a la importancia de
la flora intestinal para la salud humana, estas poblaciones han sido analizadas intensamente en los

ultimos tiempos con la llegada de la nueva generacion de técnicas de secuenciacion masiva (Next
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Generation Sequencing, o NGS) ha sido posible la secuenciacion directa de los microorganismos,
evitando asi la necesidad de cultivarlos.

En los ultimos afos, el campo de la inmunologia se ha visto revolucionado por la creciente
comprension del papel fundamental de la microbiota intestinal en la induccion, entrenamiento y
funcién del sistema inmunologico del huésped. A su vez, el sistema inmunologico ha evolucionado
en gran medida como un medio para mantener la relacion simbidtica del huésped con estos
microbios tan diversos y cambiantes. En condiciones favorables, la alianza entre el sistema
inmunolégico y la microbiota comensal permite la induccion de respuestas protectoras contra
patogenos y el mantenimiento de vias reguladoras involucradas en el mantenimiento de la tolerancia
a antigenos inofensivos. Sin embargo, cambios profundos en el contexto ambiental podrian
conducir a la seleccion de una microbiota que carece de la resiliencia y diversidad necesarias para
establecer respuestas inmunes equilibradas (Zhang et al. 2021). Estudios recientes demuestran que
la disbiosis intestinal en pacientes con LES tendria un efecto directo sobre el fenotipo y las
funciones de las células T, células B y células dendriticas plasmocitoides (pDC), promoviendo la
alteracion de la tolerancia inmunolodgica a clones de células T o B autorreactivos en pacientes con
LES en el intestino (Chen et al. 2021). En este sentido, cada vez son ma(Chang and Choi 2023)s los
trabajos que correlacionan los anticuerpos autoinmunes con fendmenos de disbiosis en el LES,
situando al microbioma como un actor clave en su patogénesis (Chang and Choi 2023) [10] [11].

Es por ello que en presente proyecto de investigacion nos propusimos estudiar la microbiota
intestinal de pacientes con LES y de individuos control con el fin de evaluar cambios en su
estructuracion y diversidad que puedan ser utilizados como herramientas diagndsticas, prondsticas y

de seguimiento de la enfermedad asi como también como posibles dianas terapéuticas.

VII. METODOLOGIA
VIII.  Caracteristicas de la poblacion de estudio:
* Indicadores a analizar:
Variantes de secuencia de los amplicones
Edad (en afios)
Género (masculino/femenino)
Talla (en metros)
Peso (en kg)
Caracteristicas del habitat: zona (rural o urbana), presencia de agua potable (si/no), descripcion

de los materiales de la vivienda.
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b)

¢)

Tabaquismo (si/no, frecuencia de consumo)
Consumo de alcohol (si/no, frecuencia de consumo)
Laboratorio completo de Analisis Clinicos
Medicacion: consumo de medicamentos (si/no), tipo de medicacion, inicio de consumo de
medicamentos (si/no), consumo de hipnéticos (si/no), consumo de ansioliticos (si/no), consumo
de medicacion psiquiatrica (si/no), consumo de medicamentos alternativos, hierbas medicinales,
homeopatia (si/no).
Actividad fisica (frecuencia diaria/semanal)
Dieta: frecuencia de consumo de leche y sus derivados, huevo, pan y sus derivados, legumbres,
verduras cocidas/crudas, frutas cocidas/crudas, carnes blancas/rojas, fiambres/embutidos, azlcar,
mermeladas, miel, snacks, enlatados, etc.

L M . e Poblacion del AMBA:
* Indicadores a analizar:
A partir de la secuenciacion de muestras de ADN obtenidas de heces de recoleccion domiciliaria,
se obtendran los datos de diversidad y abundancia de microorganismos intestinales, asi como la
riqueza metabolica asociada en cada contexto patologico estudiado.
Se evaluara la presencia de disbiosis intestinal asociada LES, y potenciales efectos benéficos de

intervenciones nutricionales como pro y prebidticos especificos para nuestra poblacion.

Descripcion del ambito de estudio.

Se estudiaran individuos mayores de 18 afios de edad, asistentes al Servicio de Inmunologia del
Hospital Posadas, provenientes de la region metropolitana de Buenos Aires. Todos los
participantes firmaran el consentimiento informado por escrito aprobado por el Comité de Etica
del Hospital Posadas (de acuerdo a los principios bioéticos de la Declaracion de Helsinki),
correspondiente al presente protocolo de estudio aprobado por el Comité de Docencia e
Investigacion dicho Hospital. Se recibiran muestras de materia fecal en tubos de recoleccion

entregados por los investigadores responsables del proyecto, para su recoleccion domiciliaria.

Tipo de estudio y disefio.

Se trata de un estudio transversal del tipo caso-control.

Poblacion:
* Seleccion de individuos para Grupo Control:
Criterio de inclusién: individuos voluntarios sanos, normopeso, sin historia de enfermedades

inflamatorias asistentes al Servicio de Inmunologia. Dichos voluntarios seran reclutados por el
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equipo médico, pudiendo tratarse de familiares o amigos no convivientes con el paciente del
servicio que deseen participar el proyecto.

Criterio de exclusion: Haber recibido terapia con antibidticos en el Gltimo mes, dietas extremas

(ej. Macrobioticos, veganos), actual consumo regular de Probioticos, intervencion quirurgica en
el tracto gastrointestinal (gastrectomia, cirugia bariatrica, colostomia) y HIV positivos.
* Seleccion de Casos:

Criterios _de inclusion: Pacientes mayores de 18 afios con diagnostico de LES que cumplan

criterios de clasificacion SLICC y hayan firmado el consentimiento informado.

Criterios de exclusion: Embarazo, uso de antibidticos en los ultimos 3 meses, neoplasia
(hematolodgica o tumor sélido), pacientes en terapia de reemplazo renal, trasplantados, HIV
positivos.

En el seguimiento de los pacientes con LES pueden observarse dos escenarios posibles:
-Pacientes bajo tratamiento inmunosupresor (definido por la toma de cualquier farmaco
inmunosupresor, como azatioprina, metotrexato, ciclofosfamida, leflunomida, glucocorticoides,
etc, en los ultimos seis meses)

-Pacientes sin tratamiento inmunosupresor

A su vez, cada uno de estos grupos puede subdividirse segin el patrén de actividad de la
enfermedad. En este punto usamos un indice global que valora 24 items de variables clinicas
atribuidas al LES y variables de laboratorio: Indice de actividad de Lupus Eritematoso
Sistémico (SLEDAI) (ANEXO I, Tabla 3). Segin el puntaje obtenido, se dividen en 2
categorias:

-SLEDAI < 4: LES sin actividad

-SEDAI > 4: LES con actividad

Quedarian entonces definidos 4 subgrupos:

-Grupo A: Pacientes sin tratamiento inmunosupresor, sin actividad.

-Grupo B: Pacientes sin tratamiento inmunosupresor, con actividad.

-Grupo C: Pacientes bajo tratamiento inmunosupresor, sin actividad.

-Grupo D: Pacientes bajo tratamiento inmunosupresor, con actividad.

d) Seleccion de técnica e instrumento de recoleccion de datos. Fuentes primarias y
secundarias. Prueba piloto del instrumento.
Se estudiara un total de 30 individuos de cada grupo para el estudio de la microbiota intestinal.
Para el calculo de la potencia muestral se considero la prueba de Dirichlet-multinomial (Rosa et
al. 2012), la cual utilizando un nivel de significacion del 5%, un nimero de reads por sujeto
igual a 500 y un tamafio de muestral n=30 / grupo otorgaria un poder estadistico del 96,5%. Las

muestras de heces seran colectadas en un frasco estéril de boca ancha, aproximadamente 5 g
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seran alicuotadas y congeladas a -80°C hasta su uso. La extraccion del DNA se realizara a partir
de 200 mg de heces mediante el kit QIAamp DNA Stool Mini Kit, siguiendo las instrucciones
del fabricante. La concentracién y pureza de los acidos nucleicos se determinard mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% y espectrofotometria en un NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Para amplificar los fragmentos de gen 16S
rRNA, sera utilizado 30 ng de ADN purificado. Las regiones hipervariables V3 y V4 del gen
16S bacteriano. Para la construccion de la biblioteca se utilizara el Kit de Preparacion Nextera
XT DNA Library (Illumina, San Diego, CA) siguiendo el protocolo del fabricante. En este caso,
cada muestra de ADN se fragmentara simultancamente y se marcara con adaptadores que
permitan el multiplexado de 96 muestras mediante la incorporacion de secuencias de indice de
Nextera XT v2 Kit indice A (Illumina, San Diego, CA). Todos los segmentos de las regiones
variables del gen 16S rRNA seran normalizados y multiplexados en un solo tubo. La
secuenciacion se llevara a cabo utilizando un secuenciador MiSeq. De esta manera, las
bibliotecas se secuenciaran en las direcciones 5 'y 3', garantizando secuencias de 300-500 bp de

largo y ~ 150x cobertura promedio para la identificacion taxonomica.

Fuentes Primarias:

* Caracteristicas de la poblacion de estudio:

Metodologia: mediante el empleo de cuestionarios auto-administrados, se solicitara que los
voluntarios especifiquen datos personales y de estilo de vida. Con respecto a la dieta, se
empleara un cuestionario auto-administrado sobre frecuencia de consumo de alimentos adaptado
de los “Cuestionarios de Frecuencia de Consumo de Alimentos” (CFCA) y en el que fueron
incluidos los grupos de alimentos que mas contribuyen a la ingesta de energia y macronutrientes.
* Datos Metagenomicos de Poblacion del AMBA:

Metodologia: mediante el empleo de herramientas bioinformaticas como PERMANOVA y
ANOSIM implementadas en el paquete vegan R, se evaluara la riqueza genética de los

metagenomas intestinales de los individuos participantes.

Fuentes Secundarias:
Se emplearan bases publicas de datos metagendmicos (Greengenes, SILVA, etc.) para la
asignacion de ASVs (amplicon sequences variants) mediante los programas bioinformaticos

previamente mencionados.

Plan de analisis de los resultados.
Las diferencias univariadas entre datos cualitativos (fenotipicos y ambientales) se estudiaran a

través del test de Chi2 o del test exacto de Fisher. Las diferencias entre los datos cuantitativos
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(fenotipicos y ambientales) se estudiaran aplicando el ANOVA de Kruskal-Wallis o el ANOVA
de una via (en ambos casos, prueba post hoc de Student-Newman-Keuls). El analisis de la
covarianza sera aplicado a efectos de verificar la influencia de potenciales variables confusoras.
Para el analisis multivariable se empleara regresion logistica multiple. En los contrastes

estadisticos se rechazara la hipotesis nula si el nivel de significacion es p < 0,05, dos colas.

f) Plan de entrada al terreno o Ambito de investigacion.

Las secuencias generadas a partir de secuenciacion seran analizadas mediante el software QIIME
para la identificacion de ASVs, asi como la asignacion taxondmica y el analisis estadistico. Con
este fin se contrastaran las secuencias obtenidas con aquellas depositadas en bases de datos
especificas (Greengenes, Ribosomal Database Project) De esta manera, se asignara a cada lectura
a un phylum, clase, familia y género, siempre y cuando la asignacion taxonomica fuera
inequivoca dentro de un umbral de confianza del 80%. Las secuencias obtenidas en este estudio
seran remitidas y puestas a disposicion en NCBI SRA database.

Se procedera a medir si las comunidades microbianas en diferentes muestras eran
significativamente diferentes por grupos, en concreto sujetos sanos vs enfermos, mediante
Analisis de Coordenadas Principales (Principal Coordinates Analysis, PCoA), para mostrar si la
composicion de especies presentaba diferencias entre dichos grupos. Para ello se utilizara el
programa Unifrac, especialmente disefiado para describir y comparar comunidades microbianas
en base a secuenciacion masiva de genes marcadores filogenéticos. Alternativamente se utilizara
DESeq2 para realizar ensayos pareados de dos clases (por sujeto) para la abundancia relativa
diferencial y ensayos no pareados para asociaciones entre la abundancia diferencial dentro de los
sujetos control y la EIl. La abundancia de OTU entre las clases se considerara significativamente

diferente si su valor de p ajustado fuera <0,1 y su OR estimado fuera> 1,5 0 <1/ 1,5.

IX. RESULTADOS

Gracias al cumplimiento de los objetivos planteados hemos podido publicar recientemente un
trabajo referido a Lupus Eritematoso Sistémico (LES) en poblacion argentina y su abordaje desde
una perspectiva integral de diagndstico, contemplando datos clinicos, bioquimicos, epigenéticos y
metagendmicos en un contexto de regresion logistica (Quesada et al. 2024).

Se logré caracterizar la microbiota de pacientes con LES y de individuos controles tal como se
habia propuesto. Asi como también establecer las diferencias entre grupos. A continuacion se

detallan los resultados obtenidos.
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Composicion microbiana

Las lecturas de baja calidad y las secuencias de quimeras se filtraron y eliminaron de ruido de los
datos sin procesar con DADAZ2, lo que finalmente produjo un promedio de 46,862 lecturas por
muestra. Estas lecturas correspondieron a 5.460 caracteristicas e identificaron 412 géneros de la
base de datos de referencia Silva. Aproximadamente el 99,69% de los géneros en controles sin LES
y pacientes con LES tienen una frecuencia relativa entre 0 y 5%. Mientras que el resto esta
representado por los géneros Bacteroides en ambos grupos. Todos estos géneros pertenecen al filo

Bacteroidota. (datos no mostrados) .

Diversidad alfa y beta

Se calcul¢ el indice de diversidad de Shannon y se compard su distribucion para determinar si habia
diferencias en la riqueza o uniformidad de las muestras entre ambos grupos. No se encontraron
diferencias significativas entre grupos en diversidad de Shannon, riqueza de Chaol y Uniformidad
(Evenness pielou) (Figura 1. A, B). Observamos que la curva de rarefaccion llegd a una meseta, lo
que indica que la profundidad de secuenciacion era suficiente para medir la comunidad bacteriana
(datos no mostrados). En términos de diversidad beta, calculamos distancias UniFrac
composicionales robustas no ponderadas y ponderadas y las trazamos con elipses que representan el
95% de los intervalos de confianza de cada grupo. La variabilidad se explico por los dos primeros
componentes principales y las diferencias entre los controles sin LES y los pacientes con LES
fueron significativas para el andlisis de diversidad ponderado y no ponderado (valor de p < 0,05)

(Figura 1. C,D).
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Figura 1: Comparacion de la comunidad de microbiota de pacientes con LES y grupos de control
sin LES. Medidas de diversidad de Shannon para diversidad alfa y prueba de Wilcoxon entre
grupos (valor de p <0,05) (A). Representacion de riqueza (indice de Chaol) y uniformidad (indice

de Pielou) en un diagrama de puntos (B). Andlisis de coordenadas principales Graficos PCoA de
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diversidad beta (distancias Unifrac ponderadas y no ponderadas) para pacientes y controles (C,D).

Los colores se asignan por grupo: naranja para controles sin LES y azul oscuro para pacientes con

LES.
Taxones diferencialmente abundantes y analisis funcional entre pacientes y controles.

Se utiliz6 un algoritmo compositivo ANCOM-BC (Composiciones de microbiomas con correccion
de sesgo) , con una tasa de deteccion de 0,7 para estudiar taxones diferencialmente abundantes entre
grupos. El marco ANCOM identifico siete taxones: el grupo Lachnospiraceac NK4A136 y
Odoribacter, se encontraron significativamente mejorados en los controles sin LES (Figura 2.A).
Mientras Collinsella, Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus y Marvinbryantia mejoraron

significativamente en pacientes con LES (valor de p <0,05).

Para predecir la capacidad funcional de la microbiota intestinal en controles sin LES y pacientes
con LES, utilizamos una linea completa de PICRUSt2, implementada en QIIME2. PICRUSt utiliza
un algoritmo extendido de reconstruccion del estado ancestral para estimar qué familias de genes
estan presentes y luego combina familias de genes para estimar la composicion microbiana. Para
predecir las capacidades funcionales, nos centramos principalmente en el metabolismo microbiano.
Notamos diferencias significativas en ciertas funciones metabdlicas en la microbiota intestinal de
nuestros grupos, utilizando MetaCyc Metabolic Pathways. Encontramos treinta y dos vias
metabolicas significativamente mejoradas en pacientes con LES, mientras que solo cinco vias
aparecieron en controles sin LES como diferenciales (Figura 2. B). Entre las familias de genes
asociadas con las vias metabolicas, el Kdo2-lipido A (un componente del lipopolisacarido en la
mayoria de las bacterias Gram-negativas) y la via reductora de la acetil coenzima A, estuvieron
representadas en los controles sin LES. Por otro lado, en pacientes con LES, algunas familias de
genes asociadas con la degradacion de aromaticos, la generacién de metabolitos precursores de
energia y la biosintesis de acido teicoico parecieron mejorar significativamente en comparacion con

los controles sin LES.
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Figura 2: Taxones abundantes y andlisis funcional. Grdfico de volcian de géneros

diferencialmente abundantes entre grupos (A). Grdfico volcanico de los metabolismos
diferencialmente abundantes entre los grupos (B). Las lineas discontinuas rojas representan un
umbral de significancia (valor p = 0,05). El naranja o el azul oscuro representan géneros

importantes o metabolismos mas abundantes. En gris se representan los elementos no

significativos.
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Para evaluar el efecto del tratamiento en pacientes con LES, analizamos las abundancias
diferenciales de géneros y metabolismos entre los pacientes que recibieron o no agentes
inmunosupresores en comparacion con los controles (Figura 3).
Si bien Odoribacter reaparece como un género diferencial en los controles, nuevos géneros como
Eubacterium_hallii_group, Dorea, Blautia, Family XIII AD3011 group parecen mejorar
significativamente en el subgrupo de pacientes con LES que reciben terapia inmunosupresora
(Figura 3. A). Por otro lado, el analisis de los metabolismos diferenciales entre controles y pacientes
que toman inmunosupresores mostrd que el grupo de pacientes con LES contintia representado por
la mayoria de las vias reportadas en la Figura 2.B con la excepcion de una nueva via representativa
relacionada con degradacion de la alantoina (Figura 3. B). En el contexto de géneros divergentes
entre los sujetos de control y la cohorte que se abstuvo de agentes inmunosupresores, Collinsella,
Prevotella y Slackia emergieron como representantes notables dentro de este ultimo grupo (Figura
3. C). Por el contrario, no se identificaron géneros diferenciales discernibles entre los sujetos de
control. Ademads, la via metabdlica discernida exhibida por el grupo PWY-2941 libre de
inmunosupresores pertenece a la biosintesis de L-lisina, uno de los 10 aminodcidos esenciales para
los humanos. Finalmente, aparece una tnica via metabodlica en el grupo de controles (PWY-5741)
que se relaciona con la generacion de metabolitos precursores y energia (Figura 3. D). También se
estudiaron los géneros y metabolismos diferenciales entre los grupos de pacientes que tomaban y no
tomaban inmunosupresores ( con - I o sin - I ), pero el andlisis no revelo diferencias significativas

entre los grupos de pacientes (datos no mostrados).
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Figura 3: Taxones abundantes y analisis funcional con respecto a la inmunosupresion. Grdficos
de volcan de los géneros diferencialmente abundantes entre controles sin LES y pacientes bajo
tratamiento inmunosupresor ( w/-1 ) (A). En la figura (C) se muestran los gradficos de volcanes de
los géneros diferencialmente abundantes entre los controles sin LES y los pacientes sin tratamiento
inmunosupresor ( w/ol ). Grafico de volcan de los metabolismos diferencialmente abundantes entre
pacientes con (B) o sin (D) inmunosupresores en comparacion con el grupo de control. Las lineas
discontinuas rojas representan un umbral de significancia (valor p = 0,05). El naranja o el azul
oscuro representan géneros importantes o metabolismos mas abundantes. En gris se representan los

elementos no significativos.

Microbiota central comun

Para los controles sin LES, se identificaron 80 géneros bacterianos como microbiota central,
correspondientes al 25,97% de los géneros presentes en el grupo. En ambos grupos de pacientes con
LES, con y sin tratamiento inmunosupresor, la microbiota central estaba compuesta por 74 géneros,

correspondientes al 29,72 % y el 33,94 % del total de géneros identificados, respectivamente (
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Figura 5. A, B) . Los géneros fueron asignados como microbiota central considerando una
prevalencia > 50% y un umbral de deteccién > 0,1% (o bien una frecuencia > 0,001). Al evaluar
géneros centrales compartidos o exclusivos entre grupos, se encontraron 50 géneros en la triple
interseccion, y solo unas pocas caracteristicas centrales estaban representadas exclusivamente en
cada grupo. En este sentido, hubo 17 géneros presentes en los controles sin LES que se perdieron en
la microbiota central de los pacientes con LES, siendo 7 géneros especificos para el grupo

inmunodeprimido y 14 especificos para el grupo no tratado ( Figura 4. B).

non-SLE-controls w/- 1

w/o -1

Figura 4: Microbiota central. El mapa de calor describe controles sin LES y pacientes con LES
con (w/-1) o sin ( w/ol ) inmunosupresion (A). El diagrama de Venn representa géneros centrales

compartidos/exclusivos entre grupos (B).

Parte de los resultados metagendmicos obtenidos en el trabajo fueron presentados en las reuniones

conjuntas de Biociencias de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC).
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X. CONCLUSION Y DISCUSION
El LES es una de las enfermedades autoinmunes mas prevalentes, caracterizada por un curso
ciclico, donde se alternan periodos de exacerbaciones y remisiones. En el presente trabajo
caracterizamos por primera vez en nuestra region, biomarcadores epigenéticos y perfiles
microbianos intestinales asociados con pacientes con LES en el 4rea metropolitana de BA.
Evaluamos el estado activo y el tratamiento médico para estratificar a los pacientes y evaluamos la
abundancia microbiana, las funciones metabodlicas generales predichas asociadas a la microbiota y
los microorganismos centrales dentro de los grupos. Teniendo en cuenta que el continente
sudamericano alberga a mas de 400 millones de personas, se espera que represente una proporcion
significativa de los afectados por LES en el mundo. Esto se traduce en un desafio diagnostico
notable, especialmente en los paises subdesarrollados donde el diagnostico temprano o el
tratamiento adecuado no siempre es accesible para las enfermedades cronicas.
Es importante sefialar que aunque el tamano de la muestra podria mejorarse, este estudio piloto
contribuy6 al conocimiento de algoritmos integrales de clasificacion fenotipica, centrdndose sobre
disbiosis intestinal asociada a pacientes con LES en la poblacion argentina. Seria fundamental
realizar caracterizaciones funcionales, como protedémica o metabolémica, asi como estudios
longitudinales de shotgun metagendémico en pacientes con LES de Sudamérica. Esto podria mejorar
las limitaciones de muestreo y considerar el metabolismo de la mucosa intestinal dentro de nuestros
factores ambientales locales, permitiendo una mejor comprension del papel de la disbiosis intestinal
en esta enfermedad cronica de etiologia desconocida.
En general, nuestro analisis de la firma microbiana especifica relacionada con el desarrollo del LES
en nuestra region proporciona una primera exploracion de las caracteristicas asociadas a la
enfermedad en Buenos Aires (BA) y su area metropolitana, que constituye una megalopolis siendo
la segunda mas grande aglomeracion poblada de América del Sur y el hemisferio sur.
Estos datos proporcionan un conocimiento profundo de la microbiota intestinal en LES, evidencian
su relacion con la disbiosis y a su vez proporciona un puntapié inicial para futuros estudios que
hagan foco en la microbiota para posibles tratamientos, diagnosticos y estudios prondsticos de la

enfermedad.

XI. AGRADECIMIENTOS
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Cabe destacar que nuestro grupo fue pionero en nuestra region en estudiar y comparar diversos
métodos de obtencidn, traslado y conservacion de las muestras de materia fecal humana, asi como
distintos protocolos de extraccion de ADN genomico microbial para el posterior estudio
metagendmico (Belforte et al 2019). Asi mismo, se han estudiado datos masivos de 16S ribosomal
asi como de DNA-Shotgun Sequencing (Illumina) de diferentes grupos de estudio. Esto fue posible
gracias a la cooperacion con el Centro de Investigacion, Docencia y Extension en Tecnologias de la
Informacion y la Comunicaciéon CIDETIC- UNLu (cidetic.unlu.edu.ar/). Los datos de secuenciacion
masiva son procesados en el CIDETIC con servidores propios multi core dedicados al

procesamiento de grandes volimenes de datos y a la resolucion de problemas complejos.
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