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INTRODUCCION

Enfermedad Renal Crénica en México y la necesidad del Trasplante

La enfermedad renal cronica (ERC) es un problema de salud publica creciente y de gran
relevancia en México y el mundo, que se define como una serie de anormalidades en la
estructura y funcion renal que persisten por mas de 3 meses con implicaciones para la
salud. Los criterios utilizados para el diagndstico de ERC incluyen tasa de filtrado glomerular
(TFG) <60 ml/min/1.73 m? o evidencia de dafio renal, tales como albuminuria (indice de
albumina-creatinina en orina 230 mg/g), sedimento urinario anormal, histologia o imagenes,
anomalias debidas a trastornos tubulares o trasplante renal (AIRG-E). 3°

La ERC un trastorno de origen multifactorial que estad fuertemente asociado a las
enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) de mayor prevalencia en nuestro pais,
como la diabetes mellitus tipo 2, que segun la ENSANUT MC 2016, existian
aproximadamente 6.4 millones de personas diagnosticadas, es decir, unos 60,000 casos
mas que los reportados en la ENSANUT 2012; asi como la hipertension arterial, que segun
resultados de la ENSANUT MC 2016, afecta aproximadamente al 25.5% de los adultos
mexicanos. Aunque en México no existe un registro nacional de enfermos renales, se
estima que aproximadamente 14.5 millones de personas vivian con esta enfermedad en el
2017, ocupando el sexto lugar de mortalidad por dicha causa a nivel mundial. 3512

La gravedad de la ERC se clasifica en 5 estadios, en funcién de la TFG, siendo que las
etapas 1-4 requieren de control y cuidados médicos y nutricionales especificos; mientras
gue en el estadio 5, conocido como enfermedad renal cronica avanzada o terminal (ERCT),
el paciente necesita de terapia de reemplazo renal (TRR), ya que, si no se trata de manera
efectiva, puede conducir a la muerte; la TRR incluye la dialisis peritoneal, hemodidlisis y
trasplante renal. La TRR representa un reto econémico para los sistemas de salud, ya que,
por ejemplo, en un estudio realizado por Sanchez-Cedillo y cols. en 2020, que buscaba
estimar el costo promedio per capita de pacientes atendidos y tratados a nivel institucional
con dialisis-hemodialisis (IMSS, ISSSTE), tomando en cuenta consultas médicas,
laboratorios, gabinetes, cirugias, etc., se encontré que el costo de atencion anual promedio
per capita para estos pacientes fue de 465, 485.95 pesos para dialisis y 783,780.44 pesos
para hemodidlisis; se estima que si en nuestro pais, el acceso a dialisis fuese universal,
requeriria una inversién de mas de 33,000 millones de pesos anuales, a pesar de que la
esperanza de vida para dichos pacientes se reduce severamente, alrededor del 70% (40
afilos menos), en otras palabras, la mortalidad de personas en TRR es hasta 100 veces
mayor que la de personas sanas de edad similar, incluso, se dice que la supervivencia a 5
afios de los pacientes en dialisis, es menor que para todas las formas de cancer
combinadas. 561114

En cuanto al trasplante renal (TR) en la actualidad se considera como la mejor opcion de
tratamiento para la ERC, ya que, en primer lugar, resulta ser la alternativa mas econdémica,
considerando los costos mismos del trasplante, que al primer afio es muy elevado (799 mil
pesos aproximadamente), pero que, con el paso de los afios, es mucho mas econémico
gue la terapia con hemaodialisis en la que su costo de mantenimiento es hasta 3.2 veces
mayor que en el TR (176 mil pesos contra 453 mil). Ademés de que, a diferencia de los
pacientes tratados con dialisis, el trasplante renal ofrece por si mismo de 20 a 25 afios mas
de sobrevida. EI TR es un procedimiento quirargico que consiste en el implante de un rifién



de un donante (paciente sano sin enfermedad renal) vivo relacionado (emparentado
genéticamente) o no relacionado (no familiar) o de donante cadavérico (con muerte
encefélica). Podemos darnos cuenta de la elevada morbilidad ocasionada por la ERCT en
nuestro pais, cuando al 2do trimestre del 2022 estan en lista de espera alrededor de 17,080
pacientes por un trasplante de rifidn, segun cifras del Centro Nacional de Trasplantes
(CENATRA). 214

Existen factores muy importantes a considerar antes de llevar a cabo un trasplante renal,
tales como la edad, condiciones de morbilidad del paciente, que no haya presencia de
aterosclerosis o0 calcificaciones vasculares (especialmente, para que sea viable la
anastomosis de los vasos del injerto renal con los vasos iliacos del receptor) y que no exista
riesgo o presencia de tumores malignos; sobre todo, antes de proceder a realizar un
trasplante se debe valorar la compatibilidad antigénica entre el receptor y el donante para
optimizar la supervivencia del injerto y minimizar posibles reacciones inmunolégicas, esto
mediante:

1) determinacién del grupo sanguineo ABO/Rh: los antigenos de los grupos eritrocitarios
humanos ABO son potentes en cuestion de trasplantes, ya que se encuentran en los
endotelios vasculares de distintos 6rganos, siendo que, si se trasplantara un érgano a
un paciente ABO incompatible, los anticuerpos naturales (isoaglutininas) Anti A y/o Anti
B del receptor, producirian una lesion tisular que conduciria al rechazo. #

2) tipificacion de los antigenos HLA clase | — clase II: los antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad, son un grupo de proteinas que se encuentran en el brazo corto del
cromosoma 6, que se heredan como un bloque llamado haplotipo, las cuales se
expresan en la membrana celular y cuya funcién es presentar antigenos extrafios al
linfocito T, para iniciar la respuesta inmune; existen tres grupos de HLA: clase | (locus A,
B y C), que se encuentran en todas las células nucleadas del organismo, constituyendo
los blancos mayores para las reacciones inmunes contra tejidos y 6rganos trasplantados;
los de clase Il (locus DR, DP y DQ) que se limitan a las células presentadoras de
antigenos (CPA) (linfocitos B, macréfagos, células dendriticas); la clase Il no intervienen
propiamente como antigenos de histocompatibilidad en los trasplantes; las moléculas de
clase | se especializan en presentar los péptidos T CD8(+) citotéxicos, mientras que los
de clase Il presentan a los CD4(+). 4

El elevado polimorfismo genético del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
permite un gran niumero de combinaciones de estas moléculas y la probabilidad de que
dos pacientes tengan los mismos determinantes antigénicos es muy baja, salvo en casos
de gemelos HLA idénticos, es por ello que el injerto activara el sistema inmunitario del
receptor que reconocera a las células extrafias y las destruira, es decir, mientras mayor
sea la disparidad inmunolégica entre el donante y el receptor daria lugar a una
destruccion inmediata del injerto mediante una activacibn mas intensa y por lo tanto, se
requiere de una terapia inmunosupresora para frenar esta respuesta inmunolégica. Con
fines académicos, los rechazos se pueden clasificar de acuerdo al tiempo (hiperagudo,
agudo y crénico) y por el tipo inmunoldgico (humoral o celular). El tipo de rechazo se
puede diferenciar mediante la obtencion de tejido renal (biopsia renal percutanea) y
categorizado mediante la clasificacién de Banff.

Los métodos mas usados para la tipificacion del HLA han sido, la prueba de
microlinfocitotoxicidad o test NHI y méas recientemente la tipificacion basada en el DNA.



3) Realizacién de pruebas cruzadas linfocitarias: esta prueba es necesaria para detectar
anticuerpos anti-HLA preformados en contra de las células del donador, presentes en el
suero del potencial receptor para evitar un rechazo hiperagudo, siendo que un resultado
positivo en esta prueba, contraindica el trasplante. *

4) Monitoreo y deteccion de anticuerpos anti-HLA mediante un panel de linfocitos o
antigenos HLA purificados: es necesaria la vigilancia peridédica de la presencia de
anticuerpos anti-HLA en los sueros de los pacientes que se encuentran en lista de
espera, para conocer el grado de aloinmunizacibn humoral que se expresa como
porcentaje de reactividad (%PRA); permite conocer la especificidad de los anticuerpos
formados que precisa si existe 0 no incompatibilidad del receptor con el potencial
donador y la posibilidad de desarrollar algun tipo de rechazo. En otras palabras, mientras
mayor sea el porcentaje de PRA, mayor sensibilizacién tendra el paciente con menor
posibilidad de tener una prueba cruzada negativa con el potencial donador. #

El papel de la microbiota en el trasplante renal

En décadas anteriores ha habido una mejora significativa en la supervivencia del aloinjerto
renal, sin embargo, sus resultados a largo plazo han presentado numerosos obstaculos;
factores inmunoldgicos y no inmunoldgicos, incluyendo variacion genética, epigenética,
farmacogenética, infecciones, lesiones, hormonas citoquinas, factores de crecimiento, asi
como el ambiente se reportan como asociados con el incremento en el riesgo de falla del
injerto del trasplante renal. Recientemente se ha reportado que la comunidad microbiana
intestinal y su estructura (microbiota) se asocian con complicaciones en los receptores de
aloinjerto renal. 13

El microbioma humano saludable consta de mas de 30 billones de microorganismos por
persona, incluidos principalmente bacterias, virus (bacteriéfagos y virus humanos) y
levaduras.

Los microbios humanos residen en la piel, en la cavidad oral y en los tractos gastrointestinal
(GI), respiratorio y genitourinario, y representan del 1 al 3% de nuestro peso corporal total.
El tracto Gl humano contiene comunidades microbianas relativamente ricas y complejas en
individuos sanos. Los microbios intestinales albergan genes que codifican miles de enzimas
y metabolitos microbianos. Estas vias metabdlicas y compuestos microbianos facilitan la
digestion y la asimilacion de los nutrientes de la dieta, al tiempo que fomentan la maduracién
y el funcionamiento adecuado de los sistemas inmunolégico y nervioso. 3
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Figura 1. El microbioma humano
varia dependiendo de la localizacion
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bacterianos (Ruan, W. 2020)

Ardalan, M., explica que diferentes factores, como la inmunosupresion y la terapia con
antibiéticos, el estilo de vida y la dieta, pueden alterar la microbiota y provocar disbiosis. La
disbiosis altera la permeabilidad de la barrera epitelial intestinal, pierde su integridad y
conduce al crecimiento excesivo de patdégenos. El intestino permeable permite la
translocacion de bacterias y sus componentes (es decir, lipopolisacaridos) al entorno
interno. En esta situacion de disbiosis, se desencadena una respuesta proinflamatoria para
eliminar patdgenos por parte de las células del epitelio intestinal (secrecion de IL-1, IL-6 e
IL-18), células dendriticas y macrofagos que inducen el desarrollo de los linfocitos TCD4+
efectores TH1 y TH17. Las respuestas inmunes innatas conducen a un estado de
inflamacion sistémica y del aloinjerto. *

Ademas, la disbiosis disminuye las células T reguladoras y aumenta las células T efectoras
que, ademas de la inmunidad innata activa, aumentan la inmunidad adaptativa. Estas
respuestas inmunes pueden preservar la activacion de las células T alorreactivas mediante



la reaccién cruzada con organismos comensales y el mimetismo molecular, lo que lleva al
rechazo del injerto. Por otro lado, en el colon y el higado, las toxinas urémicas disbi6ticas
derivadas del intestino (es decir, fenoles e indoles) se metabolizan ain mas a TMAO
(trimetilamina-N-6xido), PCS (sulfato de p-cresilo e IS (sulfato de indoxilo) y se filtran a la
circulacion sistémica. La acumulacion de PCS en las células tubulares renales genera ROS
(especies reactivas de oxigeno) que conducen a la produccion de citocinas inflamatorias y
factores pro-fibroticos, lo que da como resultado una lesion celular. Ademas, a través de
receptores especiales localizados en la membrana basolateral de las células tubulares
proximales renales, la IS induce inflamacién y nefrotoxicidad. *
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Figura 2. Disbiosis de la microbiota
intestinal y alteracion del injerto
renal (Ardalan, M. 2017)

OBJETIVO GENERAL

» Identificar la caracterizacion de la microbiota intestinal en el paciente con
trasplante renal.



METODOLOGIA

Se utilizé el modelo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-
Analyses) que es una lista de comprobacién de requisitos que debe cumplir una revisiéon
sistematica de ensayos clinicos para presentar la informacion. Se ha disefiado este modelo
para las revisiones sistematicas de estudios que evallan los efectos de las intervenciones
sanitarias, la evaluacion de la etiologia, la prevalencia o el pronéstico, independientemente
del disefio de los estudios incluidos. *
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Figura 3. Diagrama de flujo PRISMA,
de la informacion a través de las

en la sintesis diferentes fases de una revision
cuantitativa de la sistematica (Urrutia, G. y Bonfil, X.,
revision sistematica 2010)

ACTIVIDADES REALIZADAS

» Se realiz6 una busqueda sistematica (exhaustiva, transparente y reproducible) para
identificar todos los estudios cientificos (publicados) a incluir que pudieran
responder a la pregunta de revision sistemética, mediante los términos “DeCS”
(Descriptores en Ciencias de la Salud) y “MeSH” (Medical Subject Headings)
definidos. Dicha busqueda se efectud en las siguientes bases de datos: PubMed,
Web Of Science, Scopus, Central-Cochrane y LILACS.



» MeSH
Kidney Transplantation; Transplant Recipients; Gut Microbiota; Gastrointestinal
Microbiota; Microbiome; Microbial Diversity; Dysbiosis; Immunosuppressive
Agents; Humans; Graft Rejection; Graft Survival; Probiotics; Glomerular Filtration
Rate.

Los criterios para seleccionar los estudios cientificos adecuados fueron:

= Revisiones narrativas y sistematicas.

» Ensayos clinicos aleatorizados controlados en humanos, mayores de 18
anos.

» Articulos completos con acceso libre en inglés y espafol publicados en el
periodo del 2000 al 2021.

» Se confeccioné un formulario de comprobacion en Excel, ordenado por criterios
posterior a la busqueda en las bases de datos, tomando en cuenta las etapas del
proceso de seleccion:

Paso 1: examinar titulo y resumen (Abstract);
Paso 2: Revision del texto completo de aquellos estudios que hayan pasado la
primera criba.

» Se llevé a cabo la extraccion de datos para obtener la informacion necesaria para
contestar a la pregunta de investigacion planteada; una vez sintetizados los estudios
juntos de forma narrativa, se obtuvieron las recomendaciones necesarias basadas
en la evidencia para esclarecer riesgos, beneficios, asi como valores y preferencias
tanto de pacientes, como de profesionales de la salud.

» Antes de utilizar los estudios en la revision sistemética se evalué la calidad
metodoldgica y el riesgo de sesgo en su disefio, realizacion y analisis.

» Anadlisis de resultados y realizacién de reporte final.

» Se presentO la propuesta del tema, los avances y los resultados finales de esta
investigacion en sesiones académicas del Area de Nutriologia Renal a través de la
plataforma ZOOM.

METAS ALCANZADAS
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incluidos en la
revision: 6 Figura 4. Diagrama de flujo PRISMA,
de la presente revision.




RESULTADOS

Primer autory

Titulo

Caracteristicas de la

Método de

Caracteristicas de la microbiota

ano de poblacién secuenciacion
publicacién
Swarte, S. 2020 8 | Characteristics and | Se incluyeron 139 | EI ADN se obtuvo | indice de diversidad de Shannon 3.4 (3.1-3.8) vs 3.7

Dysbiosis of the gut

microbiome in
Renal  Transplant
Recipients

pacientes con al menos un
afio de trasplante renal y
105 donadores (como
grupo control) de
“Transplant Lines Biobank
and Cohort Study”. Sept.
2015- abril 2018.

de 0.25g de heces.
Los genes para la

region V4 y V5 del
ARNr  16S  se
amplificaron

mediante la

reaccion en cadena
de la polimerasa
(PCR) con el kit
TaKaRa Taq Hot
Stat version; se
utilizaron los
cebadores 341F y
806Rque contenia
secuencia

adaptadora lllumina
MiSeq de 6
nucledtidos.

(3.5-4) de grupo control (p <0.001).

Para OTUs 256 (214-304) vs 314 (260-351) (p <0.001).
Mediante prueba de ADONIS se correlaciond la
diversidad de Shannon con caracteristicas de base,
siendo la edad, IMC, TFGe y uso de agentes inhibidores
de la bomba de protones las que explican la varianza
significativa en la composicion de la microbiota
intestinal (p <0.05), ademés se encontr6 que el uso de
micofenolato y antibioticos se relacionan
negativamente con la diversidad.

Se encontraron alteraciones significativas en 127 de
447 abundancias de taxones bacterianos de los RTR. A
nivel filo los RTR tienen mayor abundancia de
Proteobacteria (con mayor cantidad de E. coli
(PFDR<0.10) y menores niveles de Actinobacteria
(especialmente multiples especies de Bifidobacterium)
(PFDR<0.10). (Disminucién de bacterias productoras
de butirato).

El filo dominante, Firmicutes, no fue significativamente
diferente entre los grupos, aunque si habia especies
diferentes de este filo en los RTR.

Observaciones:

Se midid peso, estatura, circunferencia de cintura y cadera, porcentaje de grasa corporal mediante impedancia bioeléctrica, presion arterial (hipertension:
>140 mmHg presion sistélica o >90 mmHg presion diastélica); TFGe calculada con la formula CKD-EPI. Proteinuria con excreciéon >0.5g/24h;
hemoglobina glucosilada. Se tomaron muestras de sangre con ayuno nocturno de 8 a 12hr, junto con una muestra fecal, reservadas a -80°C; ademas
los participantes llevaron a cabo recoleccion de orina de 24h, antes del dia de estudio.
La taxonomia bacteriana se asigné: QIIME para nivel filo, clase, orden, familia y género. ARB para asignar taxonomia a nivel de especie y PANDASeq
para aumentar la calidad de las lecturas de secuencias.
Se incluyeron 105 controles y 139 RTR (50% hombres de 58.3+12.8 afios) con IMC de 27.7 Kg/m2, 27% con DM2 (p <0.001), 83% con HTA (p <0.001),
TFGe 48.3+16.7 (p <0.001).

Proteobacteria se puede relacionar con la disminucion de la diversidad en la composicion de la microbiota en RTR. Menor diversidad se asocia a
problemas intestinales como la Ell, enfermedad metabdlica y enfermedad cardiovascular. Proteobacteria se ha propuesto como marcador para dishiosis.




Butirato es un AGCC que tiene un papel fundamental en la salud intestinal, asociado al transporte de fluido trans epitelial, reduccién de la inflamacion y
estrés oxidativo, refuerzo de la barrera epitelial ademas de tener propiedades protectoras potenciales contra el cancer colorrectal. Bacterias productoras
de butirato como Faecalibacterium prausnitzii, Gemmiger formicilis, Eubacterium rectale, Coprococcus catus, Coprococcus comes y Roseburia se
encuentran disminuidas en la microbiota de RTR. En estudios animales se ha observado que el butirato tiene propiedades inmunomoduladoras sobre el
efecto en la regulacién de células T (Treg), las cuales tienen efecto en la supresion de la respuesta inflamatoria. Restauracién de los niveles de butirato
conducen a la integridad de unidon mejorada, disminucion de la apoptosis, y mejoré la funcion del injerto.

En este estudio, la diarrea post trasplante se asocio no con bacterias patégenas, sino a la disbiosis.

La inflamacion intestinal podria explicarse por el aumento de la disponibilidad de oxigeno en los colonocitos intestinales lo cual impulsa la expansion de
Proteobacteria aerdbica, Enterobacteriaceae y E. coli, mientras que reduce los niveles de bacteria anaerdbicas como los Bifidobacterium y bacterias
productoras de butirato. Lo cual podria explicar que los RTR sufren de inflamacion lo cual conlleva a la disminucién de la funcion de la barrera epitelial y
diarrea. La disbiosis podria contribuir al deterioro cognitivo debido a un efecto del microbioma intestinal en el eje intestino-cerebro.

La dieta se ha identificado como un factor potencialmente modificable de la composicion del microbioma intestinal. Muchos pacientes siguen la dieta
prescrita pre- trasplante que es baja en proteinas, fésforo y potasio, lo cual podria explicar la deficiencia en la composicion de la microbiota de dichos
pacientes. Se necesitan mayores estudios gue involucren la dieta y el sexo en la evolucién de la microbiota post trasplante.

Primer autory Titulo Caracteristicas de la Método de Caracteristicas de la microbiota
aio de poblacién secuenciacion
publicacién
Eun Kim, J. 2020 ° | Effect of the | Se incluyeron 67 parejas | Se obtuvieron un | El 81.6% de los matrimonios eran “mas similares” y

similarity of gut | receptor-donador, con | total de 37,135 | similares; el 50% de las parejas relacionadas se
microbiota media de 47.8 £13 afios y | £14,013  lecturas | incluyeron en el grupo “diferentes”, siendo que la
composition 48 +11 afios | para donadores y | mayoria de los receptores de este grupo recibieron el
between donor and | respectivamente; 56.7% | 36,615 +18,553 | injerto de donantes genéticamente relacionados.
recipient on graft | de los receptores eran | lecturas para | indice de diversidad de Shannon no fue
function after living | hombres y el 59.7% fueron | receptores de la | significativamente diferente entre parejas de los tres
donor kidney | donantes femeninas. 30 | secuenciacion de | grupos.
transplantation parejas eran relacionadas, | resultados del gen

32 matrimonios y 5 parejas | 16S RNAr.

no relacionadas.

Observaciones:

Todos los participantes recolectaron muestras de heces antes del trasplante, cuyo periodo mas largo fue de 85 dias; las distancias microbianas
cuantificadas, representadas por la distancia UniFrac ponderada oscilaron entre 0,22 y 0,77 (0,44 +0.13), las distancias microbianas se dividieron por
terciles y se clasificaron por grupos: mas similares, similares y diferentes y se compararon sus caracteristicas de referencia.

En una encuesta sobre la relacién con la alimentacion, para estimar la fuerza de la interaccion e intimidad entre parejas, se encontrdé que el nimero
promedio de comidas compartidas era mayor en parejas no emparentadas (matrimonios y otros) que los emparentados (p 0.024)




Primer autory Titulo Caracteristicas de la Método de Caracteristicas de la microbiota
ano de poblacién secuenciacion
publicacién

Lee, J. 2014 1° Gut microbial | Se extrajo ADN de 85 | Se caracteriz6 la | La microbiota de los 5 receptores pre-trasplante tenia
community muestras fecales | microbiota intestinal | una mayor abundancia de Firmicutes, que de
structure and | obtenidas de 26 | mediante Bacteroidetes, caracteristica de pacientes con ERCT.
complications after | recipientes de trasplante | amplificacion  por | A nivel de filo, las Proteobacterias aumentaron su
kidney renal. Edad promedio de | reaccion en cadena | abundancia relativa de 0.9% a 4.1% post trasplante (p=
transplantation: a | 56 afios, 50% eran | de la polimeraza de | 0.04).
pilot study mujeres, 24 pacientes solo | la regidn variable | A nivel de orden, aumenté la abundancia relativa de

recibieron trasplante renal
y dos simultédneo de rifién y
pancreas; 14 de donador
vivo y 12 de donador
cadavérico.

20  recibieron  terapia
inmunosupresora de
induccién con globulina

antitimocito y 6 con
basiliximab; 81%
recibieron profilaxis
preoperativa con

cefazolina, y el 88% con
trimetoprim/sulfametoxazol
contra Pneumocystis
jirovecii.  Post-trasplante,
25 continuaron con
tacrolimus y acido
micofendlico.

V4-V5 del gen 16S
RNAr y
secuenciacion
profunda utilizando
la plataforma
lllumina MiSeq, con
un total de 1, 946,
273 secuencias de
alta calidad y se
computaron 4,
764+777  lecturas
por muestra.

Erysipelotrichales (de 56 a 102%) vy de
Enterobacteriales (de 0.4 a 3.9%) (p= 0.04).

La media de diversidad de Shannon en las muestras
post-trasplante se redujo a 3.1 +0.8 vs. 3.7 0.3 pre
trasplante.

La diversidad de Shannon fue significativamente mas
baja en los pacientes con diarrea (2.5 +0.3 vs. 3.4 £0.8
respectivamente (p= 0.02).

A nivel filo y orden, la abundancia de Bacteroidetes (p=
0.007) y Bacteroidales fueron menores en las muestras
fecales de pacientes con diarrea. Mediante LEfSe se
identific6 que el filo Bacteroidetes y sus derivados,
Bacteroides y Ruminococcus, Coprococcus y Dorea
estaban significativamente elevados en las muestras de
los pacientes sin diarrea.

Observaciones:

5 de los 26 recipientes entregaron muestra antes del trasplante y del inicio de la terapia de induccion y profilaxis, asi como dos semanas después del

trasplante.

El indice de diversidad de Shannon refleja la riqueza de especies microbianas diferentes en un ambiente y su uniformidad. Una baja diversidad medida
por el indice de Shannon se ha asociado con estados de enfermedad como la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell).

Seis pacientes desarrollaron diarrea dentro del primer mes post trasplante; se compar6 la composicion microbiana de las muestras de dichos pacientes
con las de nueve receptores sin diarrea emparejados en tiempo.




Mediante analisis de coordenadas principales (PCoA) se analizaron las diferencias entre las cohortes con y sin diarrea. Dicho analisis utiliza una matriz
de distancia que se basa en un sistema de coordenadas N-dimensional donde N es el nimero de muestras. La matriz se puede crear a partir de UniFrac
gue mide las distancias filogenéticas entre sets de taxones como la fraccion de longitud de la rama del arbol que da descendencia de un medio u otro.
Se utilizé el analisis discriminante lineal, efecto-tamafio (LEfSe: LDA Effect size) para comparar los taxones entre los grupos con y sin diarrea, el cual es
un algoritmo para la identificacién de caracteristicas genémicas, estudiando la diferencia entre dos o mas condiciones biolégicas. Identifica primero las
caracteristicas que son estadisticamente diferentes entre las clases biolégicas y después realiza pruebas adicionales para determinar si estas diferencias
son consistentes con respecto al comportamiento biol6gico esperado (Suarez, A. 2017).

Un cladograma es un diagrama que proporciona la relacion entre taxones en diferentes niveles taxondmicos, por ejemplo, Bacteroides (género), esta
bajo Bacteroidales (orden) que esté bajo Bacteroidetes (filo). Un clado es un grupo de organismos con un ancestro comun (por ejemplo, Bacteroidetes
es el ancestro comun de todos los géneros debajo de él).

3 de los 26 recipientes de aloinjerto rechazo agudo confirmado por biopsia dentro de los primeros 90 dias post trasplante; dos de los pacientes (uno con
trasplante simultaneo) al dia 64 y dia 23 respectivamente, demostraron rechazo agudo mixto mediado por células T; paciente 18 con biopsia al dia 7
post trasplante desarrollé rechazo aguado mediado por anticuerpos. Se comparé la composicién microbiana de las muestras de ambas cohortes (con y
sin rechazo); el andlisis de coordenadas principales (PCoA) mostré que la cohorte con rechazo agudo a nivel de filo, la abundancia de Bacteroidetes era
menor que en la cohorte sin rechazo (0.02% VS. 3.1% p= 0.03 prueba de suma de rangos de Wilcoxon). A nivel de orden, los Lactobacillales era mayor
en la cohorte con rechazo (49.9% vs. 12.7% p= 0.04), mientras que Clostridiales (16.9% vs. 63.1% p= 0.01) y Bacteroidiales (0.02% vs. 3.1% p= 0.03)
fueron menores en el grupo con rechazo. Mediante prueba de LEfSe se encontraron diferencias significativas entre taxones, ya que el grupo de rechazo
agudo mostré6 mayor abundancia relativa de Lactobacillales: Enterococcus, Anaerofilum y Clostridium tertium, mientras que mostr6 una menor
abundancia relativa de Clostridiales, Bacteroidales y Lachnospiraceae y de ésta Ultima Blautia, Eubacterium dolichum, Ruminococcus y Bacteroides.
Tres pacientes desarrollaron infeccion del tracto urinario por Enterococcus.

DISCUSION

El filo Proteobacteria estd compuesto de amplia gama de bacterias gramnegativas que incluye numerosos patdgenos infecciosos conocidos (E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae y Proteus mirabalis). Se ha reportado que una dominacién en muestras fecales
de Proteobacteria mayor al 30% se asocia con un riesgo cinco veces mayor de bacteriemia por gramnegativos, lo anterior podria explicar que el aumento
de dichas bacterias post trasplante podria potencialmente contribuir al desarrollo de complicaciones infecciosas.

Se identific6 una asociacion entre la ausencia de Bacteroides, Ruminococcus, Corpococcus y Dorea con la aparicion de diarrea post trasplante.
Bacteroides y Ruminococcus son algunos de los géneros mas comunes del intestino humano y desempefian un rol en el uso de los hidratos de carbono,
en la degradacién de hidratos de carbono no digeribles y en la fermentacién de los mismos.




Primer autory Titulo Caracteristicas de la Método de Caracteristicas de la microbiota
ano de poblacién secuenciacion
publicacién

Wang, J. 2021 '8 Gut microbiota | Se recolectaron muestras | Se entregd una | La diversidad alfa, indice Chao 1 y ACE fueron
alterations fecales de 53 receptores | muestra fecal, con | significativamente menores en el grupo con rechazo.
associated with | de trasplante renal (nov | una hora de | Las distancias UniFrac no ponderada y ponderada
antibody-mediated | 2018 —marzo 2019), de los | recoleccién, para | entre grupos fue estadisticamente significativa (F=
rejection after | cuales, 24 cursaban con | una alicuota de 100 | 2.3202 P=0.001) y F=2.4872 P=0.02).
kidney RAMA (rechazo agudo | mgy almacenada a | Bacilli P= 0.0032 (clase) y Lactobacillales P= 0.0009

transplantation

mediado por anticuerpos)
(clasificacion de Banff) y
29 tenian funcién renal
normal (se excluyeron
pacientes con historial de
infecciones, uso de
antibiéticos o reseccion
gastrica o de colon, asi
como aquellos con diarrea.
Pacientes con RAMA
obtuvieron valores
significativamente
elevados de creatinina
sérica, BUN, cistatina C,
proteina C reactiva,
proteina en orina, asi como
niveles menores de CO?
sérico, albumina,
hemoglobina y células
blancas (P <0.0001).

-80°C.

Se aplicé el
paquete contenedor
QIIME (Quantitative
Insights Into
Microbial Ecology)
para procesar datos
crudos. Las
secuencias filtradas
de alta calidad se
agruparon con un
97% de identidad
en OTUs mediante
UCLUST, y asi,
generar una tabla

para registrar
abundancia y
taxonomia.

(orden) méas abundantes en recipientes con rechazo.
El analisis de curva ROC indic6 que la abundancia en
el grupo con RAMA de Lactobacillaes (AUC 0.72
P=0.0022), Erysipelotrichi (AUC =0.72 P=0.0068),
Erysipelotrichales (AUC 0.72 P=0.0068) y Bacilli (AUC
0.74 P=0.0031) pueden ser indicadores de RAMA con
fuerza de prediccion, asi como la disminucién de
Clostridia y Clostridiales (AUC 0.77 P=0.0009),
Roseburia (AUC 0.74 P=0.0025); entre estos taxones
Clostridia/Clostridiales son el mejor indicador ya que su
limite de abundancia de 55.6% pueden predecir RAMA
con sensibilidad de 75% y especificidad de 72.4%.

El grupo con RAMA mostré aumento de las vias del
metabolismo de hidratos de carbono, biodegradacion y
metabolismo de xenobidticos (farmacos, carcinégenos
qguimicos,  bifenilos  policlorados, insecticidas),
metabolismo, enfermedades infecciosas, moléculas de
sefializacion e interaccion, enfermedades
neurodegenerativas y sistema de excrecion. Mientras
gue las funciones genéticas microbianas relacionadas
con motilidad celular, metabolismo de aminoécidos,
metabolismo de cofactores y vitaminas, metabolismo
energético y sistema inmunolégico se encontraban
significativamente disminuidas.

Observaciones:

El rechazo agudo mediado por anticuerpos (RAMA) es una de las mayores complicaciones del trasplante renal, que es principalmente inducido por
anticuerpos especificos del donante, contra el sistema del antigeno leucocitario humano (HLA), el antigeno de grupo sanguineo (ABO) o antigenos de
células endoteliales. Dichos anticuerpos pueden afectar al injerto ya sea activando el sistema del complemento o por células citotéxicas. La dishiosis




intestinal posterior al trasplante afecta los umbrales inmunitarios del hospedero que genera complicaciones clinicamente significativas (infecciones,
cambios en metabolismo y rechazo del injerto).

BIOINFORMATICA: Diversidad Alfa (compuesta de especies observadas), Chao 1, Shannon, Simpson y ACE (abundance-based coverage estimators),
se evaluaron mediante QIIME; Chao 1 y ACE representan la riqueza de las especies, mientras que Shannon y Simpson son indicadores de la diversidad
de especies.

Para comparar la composicién de las comunidades microbianas fecales entre el grupo control y los receptores con RAMA se llevé a cabo un analisis de
diversidad beta mediante el calculo de métricas de distancia UniFrac ponderadas y no ponderadas.

Se aplicé LEfSe para identificar diferencias significativas entre las bacterias por grupo.

La prueba de la suma de rangos de Kruskal Wallis y el test de Wilcoxon se emplearon para identificar taxones significativamente diferentes. Los taxones
con puntuacion LDA (andlisis discriminante lineal) logaritmica superior a 2 y con p <0.05 se consideraron significativamente enriquecidos.

Se realizé un analisis de curva ROC para evaluar si los receptores con rechazo podian diferenciarse de los controles con diferentes bacterias.
RESULTADOS

Se encontraron niveles significativamente mayores de creatinina sérica, BUN, cistatina C, proteina C reactiva, proteina en orina, asi como menores
concentraciones de albimina, hemoglobina y células blancas en el grupo con rechazo.

Mediante analisis con PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States), se infirieron las vias funcionales
entre la microbiota intestinal de los receptores con RAMA y el grupo control; se encontraron 16 vias KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
gue es una coleccién de bases de datos en linea de genomas, rutas enzimaticas y quimicos biolégicos, es parte del enfoque biologia de sistemas), con
abundancias significativamente diferentes en la microbiota entre ambos grupos (P< 0.05).




Primer autory Titulo Caracteristicas de la Método de Caracteristicas de la microbiota
ano de poblacién secuenciacion
publicacién
Zaza, G. 2017 *° Impact of | 20 adultos receptores de | Se llevd a cabo | Ambos grupos tenian grados similares en la diversidad
maintenance trasplante renal (donador | mediante kit | de Shannon a nivel de OTUs.
immunosuppressive | cadavérico) con 6 meses | lllumina Nextera y
therapy on the fecal | post trasplante con | cuantificado con

microbiome of renal
transplant
recipients:
comparison
between an
everolimus and a
standard tacrolimus
based regimen.

régimen diferente: 9 con

everolimus y 11 con
tacrolimus (ambos
combinados con
micofenolato y

metilprednisolona).

Quant-iT dsDNA.

Observaciones:

Los inhibidores de calcineurina mayormente utilizados (ciclosporina y tacrolimus) suprimen el sistema inmune al prevenir la produccién de de IL-2 en
células T, ambos se utilizan de forma aislada o combinada junto con glucocorticoides (metilprednisolona, prednisolona) y agentes antiproliferativos
(azatioprina, micofenolato de mofetilo); la administracién continua de estos farmacos en receptores de trasplante puede alterar el balance microbiano
intestinal, que a su vez puede perjudicar su farmacocinética causando severos efectos renales y sistémicos.

POBLACION: se excluyeron pacientes con rechazo agudo e infecciones por CMV, VEB, VBK, infecciones urinarias, desordenes gastrointestinales, y

malignidades.

Todos los pacientes contestaron un cuestionario de frecuencia de alimentos y estilo de vida.
El consumo de azucar tiene influencia en la diversidad beta, ocasionando disbiosis, obesidad, diabetes y sindrome metabdlico.




Primer autory
afo de
publicacién

Titulo

Caracteristicas de la
poblacién

Método de
secuenciacion

Caracteristicas de la microbiota

Guirong, Y. 2018 7

Gut microbiota in
renal transplant
recipients, patients
with chronic kidney
disease and healthy
subjects

Estudio retrospectivo con
16 recipientes de
trasplante  renal (42.8
+11.5 afios), 84 pacientes
con ERC, estadios 3-4 con
HD (55.9 £18.2 afios) y 53
voluntarios sanos (54.7
+12.8 afios).

Se amplificé la
region V3 del 16S
ARNr con PCR y
secuenciado  con
lon Personal
Genome Machine
platform. Se gener6
perfil KEGG
mediante PICRUSL.

El grupo de receptores de TR tenia menor riqueza
microbiana por indice de Chaol (249.6 + 118.7)
seguido de los pacientes con ERC (286.4 +89.3) y los
voluntarios sanos tenian mayor riqueza (394.5 +86.8).
La diferencia intergrupal dada por la distancia UniFrac
ponderada entre los receptores y voluntarios sanos fue
mucho mayor comparada con los pacientes con ERC,
lo que evidencia la similaridad entre la microbiota de
enfermos y trasplantados (P< 0.01).

Pacientes con TR y aquellos con ERC tenian mayor
abundancia de Proteobacterias y Bacteroidetes, asi
como abundancia disminuida de Firmicutes.

Observaciones:

Se ha demostrado que la microbiota intestinal puede activar el sistema inmune innato y adaptativo del hospedero al interactuar con los receptores tipo
Toll (TLRs) que son sensores de reconocimiento de membrana evolutivamente conservados, que forman parte de la inmunidad innata y reconocen
caracteristicas presentes en la superficie de agentes patdgenos (se expresan en células dendriticas, macréfagos, neutrofilos y linfocitos); ademas de los
receptores para dominios de oligomerizacion para la unién a nucleétidos (NLRs) de células epiteliales intestinales. Se sabe también que las respuestas
inmunes desreguladas afectan a la microbiota de forma bidireccional.

RESULTADOS

Mediante LEfSe se identificaron las bacterias dominantes en los receptores de TR (Enterobacteriales, Enterococcaceae, Porphyromonadaceae,
Sphingobacteriaceae, Cryptosporangiaceae, Vibrionaceae, Streptococcaceae, Actinomycetaceae, Ruminococcus, Dorea y Phascolarctobacterium).

A nivel KEGG 2 con PICRUSt, hubo incremento en el metabolismo de hidratos de carbono, otros aminoacidos y xenobiéticos, y un decremento
significativo en el metabolismo de cofactores, vitaminas, nucleétidos, terpenoides y policétidos, asi como en el procesamiento de informacién genética y
procesos celulares (crecimiento, movilidad y muerte celular) en los recipientes de trasplante renal y pacientes con ERC.

Se encontraron alteraciones significativas en las funciones microbianas a nivel KEGG 3: el metabolismo de fructosa, manosa, galactosa y piruvato era
mayor en los receptores de TR y pacientes con ERC. Mientras que funciones como metabolismo de pirimidinas, procesamiento de informacion genética
fue significativamente mayor en voluntarios sanos.

En comparacion con los pacientes con ERC los receptores de TR tenian abundancia significativamente mayor de miembros del sistema fosfotransferasa
(PTS: sistema complejo de traslocacién de grupo presente en muchas bacterias; transporta azlcares, como glucosa, manosa y manitol, hacia el interior
de la célula), y de trasportadores dependientes de ATP (ABC: ATP-binding cassette, que transportan aminoacidos, péptidos, azlcares y otras moléculas
hidrofilicas), asi como una glucdélisis/gluconeogénesis mejorada y metabolismo de fructosa y manosa.

Una abundancia elevada de Enterobacteriaceae se relaciona frecuentemente con un estado proinflamatorio y un estado de salud deficiente.

Se ha encontrado que las bacterias productoras de butirato (Roseburia, Faecalibacterium, Clostridium, Coprococcus y Prevotella) estan disminuidas en
pacientes con ERCT. Una dieta baja en proteinas necesaria en pacientes con ERC, sugiere que los hidratos de carbono son la principal fuente de energia
para la microbiota, lo que demuestra el incremento en el metabolismo de los mismos.




Primer autory
afo de
publicacién
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Caracteristicas de la
poblacién

Método de
secuenciacion

Caracteristicas de la microbiota

Souai, N. 2020 *°

Impact of the post-
transplant  period
and lifestyle
diseases on human
microbiota in kidney
graft recipients.

Se recolectaron muestras
fecales de 40 receptores
de TR y de 18 voluntarios
sanos.

Se dividi6 al grupo de
estudio en 3: “periodo
corto” de 3 meses a 1 afio
(n=11); “periodo medio de
1 a 10 afos (n=20) y
“periodo largo” de 10 a 22
afios (n=9)

Se amplificé la
region variable V3-
V4 del gen 16S
RNAr  bacteriano
con el par de
cebadores U341F-
MiSeq.

La taxonomia se
asigno utilizando la
opcién de sintaxis
contra la base de
datos de la version

Los 5 filos de mayor abundancia en la cohorte de TR
fueron: Bacteroidetes (Prevotella 9 y Faecalibacterium),

Firmicutes, Proteobacteria, Verrucomicrobia, vy
Actinobacteria.
La media en la diversidad de Shannon era menor en el

grupo de TR que en el control (2.3 vs. 2.7 P=0.0035
Wilcoxon Rank-sum test). Asimismo, el andlisis PCoA
demostré que el grupo de TR es significativamente
diferente del grupo control.

Los filos Actinobacteria y Verrucomicrobia tenian
abundancias relativamente mayores en el grupo control
(1.87% y 1.51%) vs. el grupo de TR (0.77% y 0.41%);

SILVA 128. mientras que las Proteobacterias eran tres veces mas
abundantes en grupo con TR con 13.8% vs. 4.94% del
grupo control.

Los taxones de menor presencia en el grupo de TR
fueron Ruminococcaceae, Clostridium sensustrico,
Subdoligranulum, Dialister, Parabacteroides, Alistipes y
Prevotella 9, mientras que la abundancia de
Escherichia/Shigella, Roseburia, Succinivibrio,

Faecalibacterium y Bacteroides era mayor.

Observaciones:

El incremento de la ERC esté relacionado con el envejecimiento de la sociedad y a la morbilidad ocasionada por enfermedades que se desarrollan
debido al estilo de vida, como la diabetes, aterosclerosis e hipertensién arterial. En la Ultima década el trasplante renal se ha reconocido como como el
tratamiento de preferencia para pacientes médicamente adecuados que viven con ERCT, ya que este procedimiento mejora la morbimortalidad sobre
aquellos que cursan con didlisis. A pesar de ello, la preocupacion clinica de los receptores de TR exitoso es el rechazo, ya que se ha observado que a
los cinco afios post trasplante la supervivencia del injerto renal es menor al 71%. El protocolo recomienda chequeos periddicos para detectar y tratar
adecuadamente los episodios de rechazo, a través de los niveles de creatinina, proteina en orina, o0 mediante biopsia de rutina. Sin embargo, cerca del
41% de los pacientes se han sometido a biopsias innecesarias. Lo cual evidencia la necesidad de establecer mejores herramientas de diagnéstico, asi
como no invasivas y de bajo costo, a diferencia de las biopsias. Aunado a ello, la prescripcion de las dosis de inmunosupresores con niveles terapéuticos
con pacientes trasplantados continda siendo todo un reto debido a la variabilidad entre los pacientes en el metabolismo de medicamentos, ya que, por
ejemplo, el tacrolimus tiene un indice terapéutico reducido con niveles subterapéuticos que conducen al rechazo inmunolégico y niveles supraterapéuticos
gue podrian conducir a nefrotoxicidad y nefrotoxicidad.

Se ha demostrado que la microbiota modula la farmacocinética de los farmacos y su respuesta terapéutica. Se ha identificado que la abundancia de
Faecalibacterium prausnitzii en el periodo inmediato al trasplante se debe asociar a la dosificacién de tacrolimus.




RESULTADOS

Redes bacterianas en el intestino: se construyeron redes de co-ocurrencia y exclusién mutua entre reinos de los receptores de TR y el grupo control,
para identificar interacciones potenciales; aunque el nimero de nodos en el grupo de TR y controles no fue variable, se encontré que el nimero de
interacciones (bordes) era mayor en el grupo control que en el grupo de TR, de 1417 vs 894 respectivamente. Lo cual indica que las redes estructurales
de las comunidades intestinales estan significativamente alteradas en el grupo de TR, con menor complejidad y conectividad que en el grupo control

RECOMENDACIONES Y CONCLUSIONES

Como se ha podido observar en la revisiéon de los escasos estudios referentes a la microbiota intestinal en los pacientes con trasplante
renal (y en otro tipo de injertos en general), la diversidad y tamafio de abundancias microbianas tienen gran repercusion sobre el
estado de salud del paciente, asi como de la supervivencia del injerto. Por lo que nutricionalmente, se recomienda lo siguiente:

» Consumo de dieta basada en plantas y alimentos ricos en prebiéticos; Son componentes alimentarios no viables que confieren
beneficios para la salud del hospedero asociados a la modulaciéon de la microbiota. Deben ser resistentes al 4cido gastrico y
enzimas digestivas. Oligosacéridos, sirven de alimento para bacterias que expresan enzimas como beta fructofuranosidasa,
alfa y beta galactosidasas y otras carbohidrasas. Se llama efecto bifidogénico. Fermentacion de prebiéticos en el colon
promueve la producciéon de AGCC (butirico, lactico, acético, propidnico). &

» Tras el trasplante, debido a la terapia con farmacos inmunosupresores y de antibiosis profilactica, el perfil de la microbiota
intestinal se modifica, sobre todo en el primer mes tras el trasplante. Esta modificacion puede influir en los resultados del injerto
provocando rechazo agudo, infecciones, fibrosis renal y modificaciones del metabolismo de farmacos, incluidos los
inmunosupresores. Es posible modificar una microbiota anormal con el uso de prebidticos, probiéticos y modificacion de la
dieta.

» Cabe destacar que todos los estudios referentes a la microbiota en el trasplante renal son escasos, se refieren a un nimero
reducido de pacientes, muchas veces retrospectivos. Ademas, muchos de estos estudios se han realizado en animales. Por
ello, la microbiota en general y en el trasplante de érganos soélidos en particular, puede considerarse una nueva frontera en los
estudios meédicos.
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ANEXOS

TRATAMIENTO NUTRICIO Sl

30-35 Kcal/kg peso ideal (peso

OBJETIVOS POSTRASPLANTE INMEDIATO JRistado en obesidad)
* Adecuada cicatrizacion IR en

Promocion de anabolismo R plante cronico.

* Prevencion de infecciones h PROTEINA
¢ Disminucion de efectos farmacolégicos {’ 1.3 g/kg peso ideal (T.R.1.)
0.8-1.0(T.R.C.)
OBJETIVOS POSTRASPLANTE CRONICO -
i : J'h/ HIDRATOS DE CARBONO
+ Evitar obesidad

50-65 % GET
* Corregir complicaciones

cardiovasculares y metabdlicas
* Disminucion de efectos farmacologicos

* Proteccion de la funcion renal Le,/

LIPIDOS
30-35% GET

HIPERINSULINEMIA/(______ OBESIDAD REABSORCION TUBULAR

RESISTENCIAA LA ) INCREMENTADA
INSULINA HIPERTENSION

FUERZA FiSICA INTRARRENAL
ALBUMINURIA DISFUNCION RENAL ANORMAL




