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RESUMEN

Antecedentes: La enfermedad renal crénica (ERC) es una pérdida progresiva de la
funcion renal que conduce a una acumulacién de toxinas urémicas, en la que esta
Involucrada la disbiosis intestinal. La terapia de trasplante de microbiota fecal (TMF)
puede ser una alternativa prometedora para restaurar la microbiota intestinal y tratar
la ERC. Este estudio evalué los cambios en la progresion de la ERC y la seguridad
de la intervencién en pacientes tratados con TMF en comparacion con un grupo
placebo. Métodos: En este ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con
placebo y de un solo centro, se asigné aleatoriamente a pacientes con diabetes y/o
hipertension con estadios clinicos de ERC 2, 3 y 4 en una proporcién de 1:1 para
recibir FMT o cépsulas de placebo durante 6 meses. Se realizaron analisis de
laboratorio durante las visitas programadas de los pacientes en los dias 0, 10, 30,
90, 120 y 180. También se evaluaron los efectos adversos después del tratamiento
con FMT. Se recogieron muestras de heces para analisis metagendmico en los dias
0, 30y 90. Resultados: Un total de 28 pacientes completaron el estudio (15 del grupo
FMT y 13 del grupo placebo). Independientemente de los estadios de ERC, los
pacientes respondieron de manera similar al tratamiento con FMT. Mas pacientes
(53,8%) del grupo placebo progresaron a ERC en comparacion con el grupo FMT
(13,3%). El grupo FMT mantuvo pardmetros de funcién renal estables. como
creatinina sérica y nitrébgeno ureico, en comparacién con el grupo placebo. Los
eventos adversos después del tratamiento FMT fueron sintomas gastrointestinales
leves o moderados. La abundancia de Firmicutes y Actinobacteria disminuyd
mientras que Bacteroidetes, Proteobacteria y Roseburia spp. aumentaron en el
grupo FMT.Conclusiones: Los pacientes con ERC mostraron una menor progresion
de la enfermedad y los parametros de funcién renal se mantuvieron estables 6
meses después de la administraciéon de FMT. La administracién de EMT oral en
pacientes con ERC es una estrategia segura, no representa un riesgo y tiene
beneficios potenciales. Se requiere mas investigacion en esta area.

INTRODUCCION

La enfermedad renal crénica (ERC) es una pérdida progresiva de la funcién renal
que conduce a una acumulacioén de toxinas urémicas (Lim et al., 2021) y un posible
aumento del riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular, principalmente
debido a diabetes tipo 2, hipertension, obesidad y envejecimiento (Badro, 2023,
Botelho et al., 2023). Se estima que en todo el mundo se asocian hasta un millén
de muertes con la enfermedad renal crénica (Botelho et al., 2023). Aunque la
enfermedad renal crénica tiene una alta morbilidad y mortalidad. las opciones de
tratamiento son limitadas (Bian et al., 2022). Las pautas actuales de tratamiento de
la enfermedad renal crénica se centran en prevenir la progresion de la enfermedad
(The Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO), 2013). Las
Intervenciones farmacolégicas incluyen bloqueadores del sistema renina-
angiotensina-aldosterona, estatinas y el control de la enfermedad subyacente y la
presion arterial.

La microbiota intestinal tiene funciones protectoras. estructurales y metabdlicas que
ayudan a mantener una homeostasis intestinal saludable (Sabatino et al., 2015). Un



desequilibrio en la comunidad microbiolégica, también Ilamado disbiosis, esta
Involucrado en la progresiéon de enfermedades crénicas, incluidas la enfermedad
renal crénica, la diabetes mellitus y la hipertensién arterial, entre otras (Noce et al.,
2019). En pacientes con ERC, la uremia altera la composicién y el metabolismo de
la microbiota intestinal (Lau et al., 2018). Por lo tanto, restaurar la comunidad
microbiana intestinal saludable es una estrategia terapéutica optimista en
enfermedades asociadas con disbiosis intestinal (Smits et al., 2013, Choi y Cho,
2016).

El trasplante de microbiota fecal (TMF) es la infusién de una suspensién fecal
recuperada de un donante sano directamente en el intestino de un receptor (Choi y
Cho, 2016). La administracion de la suspensién fecal puede ser por via
hasogastrica, colonoscépica u oral. El TMF se utiliza principalmente para el
tratamiento de infecciones recurrentes por Clostridioides difficile con una alta tasa
de éxito y seguridad (Choi y Cho, 2016). El FMT también se propone como un
tratamiento emergente para varios trastornos gastrointestinales Y Nno
gastrointestinales, incluida la enfermedad inflamatoria intestinal, el sindrome
metabdlico, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis multiple, la obesidad, la
resistencia a la insulina y el autismo, entre otros (Marotz y Zarrinpar, 2016, Choi y
Cho, 2016). Sin embargo, actualmente hay pocos estudios clinicos disponibles que
utilicen FMT para tratar la ERC, y los datos preliminares sugieren que el FMT puede
ser una alternativa prometedora para tratar la ERC (Bian et al., 2022). Este estudio
evalud los cambios en la progresién de la ERC y la seguridad de la intervencion en
pacientes tratados con FMT ademas de su atencidon estandar en un hospital de
tercer nivel en México.

MATERIALES Y METODOS /APROBACION ETICA

Este estudio se realiz6 con la aprobacion del Comité de Etica del Hospital
Universitario (IF18-00003), y también se registré en Ensayos Clinicos
(NCT04361097). Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado por
escrito. Todos los experimentos se llevaron a cabo de conformidad con las leyes y
pautas pertinentes, y con los estandares éticos de la Declaracién de Helsinki.

DISENO DEL ESTUDIO

Este estudio fue un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego y controlado con
placebo, de un solo centro. Los participantes fueron asignados aleatoriamente en
una proporcion de 1:1 para recibir FMT o placebo durante seis meses. Ni los
pacientes ni los médicos que realizaban las evaluaciones de los pacientes sabian
de las asignaciones grupales. Los participantes recibieron instrucciones dietéticas
durante las entrevistas programadas. La informacién sobre la calidad de vida se
obtuvo mediante la prueba de evaluacién de salud funcional Dartmouth Coop
Functional Health Assessment/World Organization of National Colleges, Academies
and Academic Association of General Practitioners (COOP/WONCA) (Lennon et al.,
2011). La deteccion de posibles efectos adversos se realizé los dias 0, 10, 30, 90 y
180.



LUGAR DEL ESTUDIO

El estudio se realizé en el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez, un
hospital académico con un promedio de 1500 consultas ambulatorias por
enfermedad renal crénica por afio. El entorno fue una unidad de hemodialisis con
20 maquinas de hemodialisis con un promedio de 12 500 sesiones de hemodialisis
por ano.

GRUPOS DE ESTUDIO

Se invitd a participar a pacientes con ERC en estadios clinicos 2, 3 y 4, segun la
clasificacion Kidney Disease Improving Global QOutcomes (KDIGO), con edades
comprendidas entre 18 y 80 afios. Se excluyeron aquellos pacientes con un tumor
maligno en el que su Ultimo tratamiento fuera hace menos de cinco afios, que
hubieran recibido antibidticos por cualquier motivo durante el mes anterior al
reclutamiento, que hubieran recibido probiéticos en los Gltimos tres meses, que
hubieran sido diagnosticados de infeccién por Clostridioides difficile en el tltimo afo,
que se hubieran sometido previamente a TMF, que hubieran presentado
exacerbaciones de la ERC durante los tres meses anteriores al reclutamiento y si el
clinico preveia que el paciente se someteria a terapia de reemplazo renal en los
siguientes 6 meses. Después de que los pacientes firmaran el consentimiento
informado por escrito, fueron aleatorizados de manera ciega en una proporcion de
1:1 para recibir TMF o capsulas de placebo (Fig. 1).

SELECCION DE DONANTES DE FMT

Actualmente, en el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas del Hospital
Universitario se encuentra almacenado un banco de heces de donantes
previamente evaluados (Gutiérrez-Delgado et al., 2016). Los donantes fueron de
ambos sexos y mayores de 18 afios, no gestantes, con un indice de masa corporal
de 20-25 kg/m2, con hemograma normal y enzimas hepaticas séricas normales. Los
criterios de exclusion fueron consumo de inhibidores de la bomba de protones,
antibidticos, medicaciéon inmunosupresora, hospitalizacion y diarrea tres meses
antes de la donacién. Otros criterios de exclusion fueron conducta sexual de alto
riesgo, tener un familiar de primer grado con diabetes mellitus. cirugia abdominal y
cualquier enfermedad gastrointestinal o cancer.

Se tomaron muestras de sangre de los posibles donantes antes de la recoleccién
de muestras fecales. Se realiz6 un hemograma completo para excluir a aquellos
participantes con resultados anormales. Se realizaron pruebas serologicas para
hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, virus de inmunodeficiencia humana (VIH) tipo 1
y 2, Trypanosoma cruzi, Brucella sp., Treponema pallidum en todos los posibles
donantes. También se evalud la presencia de citomegalovirus y virus de Epstein-
Barr en muestras de sangre de posibles donantes mediante PCR en tiempo real
(TIB BIOMOL LightMix Kit, Roche, Mannheim, Alemania).

Se recogieron muestras de heces y se realizdé un examen de huevos y parasitos, un
cultivo bacteriano y una prueba de antigenos en heces para Helicobacter pylori. El
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analisis de PCR en tiempo real se realizé utilizando BioFire FilmArray
Gastrointestinal Panel (BioFire Diagnostics, Salt Lake City, UT, EE. UU.) para
detectar patégenos enteropatégenos como Campylobacter spp. (C. jejuni, C. coliy
C. upsaliensis), C. difficile, Plesiomonas shigelloides, Salmonella spp., Yersinia
enterocolitica, Vibrio spp. (V. parahaemolyticus, V. vulnificus y V. cholerae), E. coli
(enteroagregativa, enteropatdgena, enterotoxigénica, productora de toxina similar a
Shiga, 01357, Shigella/enteroinvasiva), Cryptosporidium = spp., Cyclospora
cayetanensis, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, adenovirus, astrovirus,
norovirus, rotavirus y sapovirus. La deteccion del ARN del coronavirus 2 del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) en muestras de heces mediante
PCR en tiempo real no fue necesaria ya que las muestras se recolectaron antes del
afio 2019.

PREPARACION DE CAPSULAS DE FMT

De cada donante, se recolectaron tres muestras de heces dentro de las 2 semanas
posteriores a la evaluacion inicial del donante. Las heces frescas se resuspendieron
en solucion salina al 0,9% vy se filtraron tres veces a través de una gasa estéril para
eliminar particulas > 330 pm. Luego, se agregé glicerol al 15% (v/v) como
crioprotector bacteriano. Luego, se depositaron 500 pL de solucién fecal (capsulas
de FMT) o solucion salina (capsulas de placebo) en capsulas de gelatina disponibles
comercialmente (Encapsuladoras México, S.A. de C.V, México), primero en
capsulas de tamarfio O y luego en capsulas de tamafio 00. Las capsulas se
almacenaron congeladas a -80 °C. Cada capsula de FMT contenia 0,5 g/mL de
materia fecal, lo que correspondia a 4,3 x 1010 de células bacterianas totales por g
de materia fecal).

ADMINISTRACION DE CAPSULAS DE FMT O PLACEBRO

Los participantes de ambos grupos (FMT o placebo) recibieron 15 capsulas
administradas por via oral cada 12 h cuatro veces en cada periodo de dosificacion.
Los periodos de dosificacion se administraron los dias 0, 10 y 30. Cada paciente
recibié 180 capsulas de FMT o placebo durante el estudio. Cada dosis de 15
capsulas se administré por via oral en menos de 1 h. Las visitas programadas de
los pacientes se programaron para los dias 0, 10, 30, 90, 120 y 180 después de la
aleatorizacion. Los analisis de laboratorio se midieron durante las visitas
programadas de los pacientes. Consistieron en aclaramiento de proteinas vy
creatinina en orina de 24 h, creatinina sérica, nitrbgeno ureico en sangre,
bicarbonato, fésforo, recuento de células sanguineas y proteina C reactiva (PCR).
Se recogieron muestras de heces para el andlisis genémico los dias 0, 30 y 90.

ANALISIS METAGENOMICO DEL MICROBIOMA INTESTINAL

Se seleccionaron ocho pacientes del grupo de tratamiento con FMT y seis del grupo
placebo para el analisis metagendémico. Se analizaron las heces recogidas antes
del tratamiento (dia 0) y los dias 30 y 90 después del tratamiento con FMT o placebo.
Se extrajo el ADN de las muestras de heces utilizando el kit DNeasy PowerSoil
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(QIAGEN, Hilden, Alemania). Las muestras se procesaron y analizaron utilizando
un instrumento MiSeq (lllumina) en Molecular Research LP (Shallowater, Texas, EE.
UU.), siguiendo el protocolo del fabricante. Primero, se amplificé la regién V4 del
gen 16S rRNA de cada muestra utilizando cebadores descritos previamente (Dowd
etal., 2008). La PCR se realizé utilizando el kit HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen,
Valencia, CA, EE. UU.) y las siguientes condiciones: 95 °C durante 5 min, 35 ciclos
de 95 °C durante 30 s; 53 °C durante 40 s y 72 °C durante 1 min; y 72 °C durante
10 min. Todos los productos de amplicén se purificaron utilizando perlas SPRI
calibradas. Las muestras se secuenciaron utilizando la quimica lllumina NovaSeg
siguiendo el protocolo del fabricante. Los datos de secuencia Q25 resultantes se
procesaron utilizando un proceso de analisis patentado (http://www.mrdnalab.com,
MR DNA, Shallowater, TX). Se eliminaron los cédigos de barras y los cebadores de
las secuencias; se eliminaron las secuencias cortas (<200 pb) con llamadas de
bases ambiguas o ejecuciones de homopolimeros que excedian los 6 pb. Se eliminé
el ruido de las secuencias y también se eliminaron las quimeras. Después de la
eliminacion de secuencias singleton, las unidades taxonémicas operativas (OTU) se
definieron como agrupaciones con una divergencia del 3 % (similitud del 97 %).
Luego, las OTU se clasificaron utilizando BLASTn en una base de datos
seleccionada del NCBI y se compilaron en cada nivel taxonémico. La diversidad alfa
se definid como la diversidad dentro de un area especifica. La diversidad beta se
definié como el analisis de la estructura de la comunidad microbiana.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron pruebas de hipétesis y la diferencia de dos proporciones para grupos
Independientes con un valor a de 0,05, un error B de 0,2, una potencia del 80% y
una desviacion estandar de 0,5; se necesitaron 15 sujetos por grupo. Las variables
continuas se describieron como medias y desviaciones estandar: se utilizaron
porcentajes y frecuencias para las variables categoéricas. Se utilizé la prueba U de
Mann-Whitney o la prueba t de Student para comparar medias. Se utilizé la prueba
de Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher para comparar proporciones. Se
utilizé IBM SPSS versiébn 20 (IBM Corp., Armonk, NY). En los analisis
metagenomicos, el analisis estadistico se realiz6 utilizando XLstat, NCSS 2007, "R"
y NCSS 2010. El analisis de diversidad alfa y beta se realizd6 como se describié
anteriormente utilizando Qiime 2 (Dowd et al.,, 2008). Las comparaciones
estadisticas se realizaron utilizando ANOVA de medidas repetidas. Se realizaron
comparaciones por pares post hoc utilizando la prueba de Tukey. Las
comparaciones de la diversidad alfa de las muestras se evaluaron mediante
comparaciones de caracteristicas observadas (variantes de secuencia de
amplicones, ASV) e indices de diversidad de Shannon, que se llevaron a cabo
mediante comparaciones por pares de Kruskal-Wallis. La diversidad beta de las
muestras se analiz6 utilizando una matriz de distancia UniFrac ponderada para
analizar la estructura de la comunidad microbiana. Se utilizé un analisis por pares
de similitudes (ANOSIM) para determinar si habia diferencias significativas entre las
comunidades microbianas. Un valor p < .05 se considerd significativo.
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RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes con ERC

Seleccionamos a 273 pacientes, de los cuales 84 cumplieron con los criterios de
inclusion y 30 aceptaron participar. Se eliminaron dos pacientes del grupo placebo
porque se los clasifico retrospectivamente como insuficiencia renal aguda crénica.
Un total de 28 pacientes completaron el estudio (15 del grupo de tratamiento con
FMT y 13 del grupo placebo). La mediana de edad del grupo FMT fue de 57 afios
frente a 56 del grupo placebo. El género masculino predominé en el grupo FMT
(61,5% frente a 40% en el grupo placebo). La diabetes tipo 2 fue la enfermedad
subyacente mas frecuente (n = 25, 89,2%), que fue mas frecuente en el grupo FMT
(93,3% frente a 84,6%). Se observé hipertensién en 3 (10,7%) pacientes (6,6%
frente a 15,3%). Los pacientes se clasificaron en estadios de ERC seguin sus valores
de tasa de GFR, que fueron estadio 1 (n=1),2 (n=3),3a(n=5),3b (n=5),4 (n =
12) y 5 (n = 2). No hubo diferencias significativas en los estadios de ERC entre los
grupos. En cuanto a los estadios de albuminuria, 12 pacientes se encontraban en el
nivel A2 y 16 en el A3, y no se observaron diferencias significativas entre los grupos
de tratamiento y placebo (Tabla 1).

Analisis de laboratorio de pacientes con ERC después del tratamiento con
FMT

Los niveles basales medios de leucocitos fueron mayores en los pacientes del grupo
FMT en comparacién con el grupo placebo (8,72 K/uL + 2,21 frente a 6,81 K/uL +
1,67, p = .01, Tabla 1). Los valores elevados de leucocitos continuaron en el grupo
FMT en comparacion con el grupo placebo después de los dias 10, 30 y hasta 120
(p < .05, Tabla S1). Los niveles de glucosa también aumentaron en el grupo FMT
despues del dia 90 (123,39 mg/dL + 30,71 frente a 99,54 mg/dL + 26,61, p = .04,
Tabla S1). y hasta 180 dias post-tratamiento (127,23 mg/dL + 44,71 vs. 94,85 mg/dL
+ 13,63, p =.02, Tabla S1). El nitrégeno ureico en sangre mostro diferencias solo el
dia 10 despues del tratamiento y fue mayor que el grupo placebo (40,93 mg/dL +
15,67 vs. 30,31 mg/dL + 9,87, p = .04, Tabla S1). Los niveles basales de acido Grico
tambien fueron mas altos en el grupo FMT (7,79 mg/dL + 1,79 frente a 6,27 mg/dL
t 1,96, p = 0,02), que disminuyeron del dia 10 al 180 (p = 0,02) en comparacién con
el grupo placebo (6,21 mg/dL + 1,04 frente a 7,28 mg/dL + 1,53, p = 0,04, Tabla S1).
La PCR fue mas alta en el grupo FMT en comparacion con el grupo placebo en el
dia 120 (0,88 mg/dL £ 0,49 frente a 0,57 mg/dL + 0,14, p = 0,04, Tabla S1). En
cambio, los valores basales medios de bicarbonato (HCO3) fueron inferiores en el
grupo FMT en comparacién con el grupo placebo (22,98 mEq/L * 3,25 frente a 26,32
mEq/L +2,77, p = 0,008), lo que continud hasta el dia 60 (20,99 mEq/L + 2,55 frente
a 24,46 mEq/L £ 2,69, p = 0,002, Tabla S1) y hasta el dia 180 (20,85 mEq/L + 3,59
frente a 24,54 mEq/L + 3,03, p = 0,01, Tabla S1). La hemoglobina, las plaquetas, la
proteina en orina de 24 horas, el aclaramiento de creatinina, la creatinina sérica, el
potasio y los niveles de fésforo no mostraron diferencias estadisticas entre los
grupos a lo largo del estudio. La prueba COOP/WONCA para la calidad de vida no
mostro diferencias entre los grupos. Se observé progresién de la ERC expresada
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como una disminucién de la TFG >1mL/min/1,73 m2 en 2 (13,3%) pacientes
tratados con FMT en comparacion con 7 (53,8%) pacientes en el grupo placebo
(p=.04, Fig. 2).

Eventos adversos después del tratamiento con FMT

Los eventos adversos (EA) que ocurrieron en el grupo FMT en comparacién con el
grupo placebo fueron distensién abdominal (n =5 en FMT vs. n = 0 en placebo),
diarrea (n = 3 en FMT vs. n = 4 en placebo), estrefiimiento (hn=2enFMTvs.n=3
en placebo), aumento de la frecuencia de los movimientos intestinales (n =2 en
FMT vs. n = 0 en placebo), flatulencia (n =1 en FMT vs. n =0 en placebo) y fiebre
(n=0en FMT vs. n = 1 en placebo). Todos los EA se clasificaron como de grado 1
(leves) o grado 2 (moderados), y no hubo eventos adversos graves en ninguno de
los grupos (Tabla 1).

Analisis del microbioma

Se selecciond un total de 14 pacientes (8 del grupo de tratamiento con FMT y 6 del
grupo placebo) para el analisis metagendmico. Se analizaron un total de 1.574.970
secuencias y se agruparon 1.279.144. Se realizaron analisis de la microbiota
utilizando 1.208.102 secuencias identificadas dentro del dominio de las bacterias.
Las lecturas promedio por muestra fueron 27.456. Se evalué y compard la
composicion bacteriana promedio a nivel de filo en ambos grupos (Fig. 3).
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria fueron los filos mas
abundantes en ambos grupos. Se detectaron pocos cambios entre los grupos. En
general, la proporciéon promedio de Firmicutes y Actinobacteria disminuyé en el
grupo de FMT en comparacién con el placebo. En cambio, la proporcion promedio
de Bacteroidetes y Proteobacteria fue ligeramente mayor en el grupo FMT que en
el grupo placebo. Firmicutes fue el filo mas abundante en los donantes, aunque la
proporcion fue menor que en los grupos FMT o placebo. De manera similar, las
muestras de heces de los donantes tuvieron una abundancia relativa baja de
Proteobacteria, al igual que las muestras de pacientes en ambos grupos de
tratamiento. Sin embargo, fueron menores que la proporcién observada en los
donantes. Los donantes también tuvieron una mayor proporcion de Bacteroidetes y
Actinobacteria que los grupos FMT o placebo. La composicion bacteriana promedio
a nivel de género también se evalué y compard en ambos grupos (Fig. 4).

Con base en la abundancia relativa de los géneros especificos de destino
dentificados, se realiz6 un analisis para determinar si algun genero especifico fue
significativamente diferente entre los grupos de tratamiento a lo largo del tiempo.
Solo un género, Roseburia spp., fue significativamente diferente entre los grupos
(Tabla 2). La comparacién de la abundancia relativa media de Roseburia spp. entre
los grupos placebo y FMT mostraron diferencias después de 30 y 90 dias de
tratamiento (p < .0001). La abundancia relativa media de Roseburia spp. fue mayor
en el grupo FMT, similar a las muestras de heces de los donantes.

Para el analisis de diversidad alfa y beta, las muestras se enrarecieron a 15.000
secuencias. Con base en el nimero de caracteristicas observadas y los indices de
diversidad de Shannon, la diversidad microbiana no difirid entre el tratamiento, los
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grupos FMT y placebo (p > .05, Fig. S1). El analisis de la estructura de la comunidad
microbiana no mostré ninguna distincién aparente en el ensamblaje filogenético
entre los grupos de tratamiento. Con base en los valores ANOSIM, la diversidad
microbiana no difirié entre el tratamiento, los grupos FMT y placebo (p > .05).

DISCUSION

Se prevé que la ERC se convierta en uno de los principales problemas de salud
mundial en este siglo. La diabetes, la hipertensién u otras causas de la ERC
provocan una perdida progresiva e irreversible de nefronas, una capacidad
regenerativa renal reducida, dafio microvascular, cambios metabdlicos, estrés
oxidativo e inflamacion, lo que en ultima instancia da lugar a fibrosis (Ruiz-Ortega
et al., 2020). La microbiota intestinal es crucial para la salud humana y la
enfermedad renal (Margiotta et al., 2020). El papel de la microbiota intestinal en el
desarrollo y la progresion de la ERC implica provocar inflamacién, proteinuria,
hipertension y enfermedad renal (Kanbay et al., 2018, Wu et al., 2023). En la ERC,
el aumento de los niveles de urea induce un aumento de bacterias con actividad
proteolitica (encargadas de producir toxinas urémicas) y una disminucién de
bacterias con actividad sacarolitica (Noce et al., 2019, Rayego-Mateos y Valdivielso,
2020). Las toxinas urémicas, como el indoxil sulfato (IS), el p-cresol sulfato (PCS) y
el trimetilamina-N-6xido (TMAO) pueden promover la inflamacién crénica (Lim et al.,
2021). Se observé una composicién intestinal alterada en pacientes con ERC en
hemodialisis (Vaziri et al., 2013), y después de seis meses de tratamiento con
probidticos, los niveles de Firmicutes aumentaron y algunas toxinas urémicas
disminuyeron, especialmente en pacientes no diabéticos (Liu et al., 2020). La
administracion de un gel simbibtico a pacientes en hemodialisis provocé un aumento
de la poblacion de Bifidobacterium y la preservacion de Lactobacillus spp (Cruz-
Mora et al., 2014). En concreto, Holdemanella spp., Megamonas spp., Prevotella
spp., Dielma spp. y Scardovia spp. se asociaron a la progresiéon de la ERC y la
hemodialisis (Lun et al., 2019). Por tanto, los cambios en la microbiota intestinal
podrian mejorar la funcioén renal al disminuir las toxinas urémicas y la fibrosis,
basandose también en estudios en los que se administraron probibticos, prebiéticos
y fiboras (Rayego-Mateos y Valdivielso, 2020).

La restauracion de la comunidad microbiana intestinal saludable en enfermedades
asociadas con la disbiosis podria ser una estrategia terapéutica para la prevencién
y el tratamiento de la ERC (Kanbay et al., 2018, Smits et al., 2013, Choi y Cho,
2016). De hecho, la terapia con FMT puede ser una alternativa prometedora para
restaurar la microbiota intestinal beneficiosa y tratar la ERC (Bian et al., 2022,
Benech y Koppe, 2022). Estudios previos en modelos de ratones con enfermedad
renal diabetica o ERC muestran que la administracion de FMT previno el aumento
de peso corporal, redujo la albuminuria y la inflamacion intestinal y mejord la
resistencia a la insulina (Bastos et al., 2022). La administracién de FMT retraso el
desarrollo de la ERC al alterar la microbiota intestinal y el metabolismo de los
aminoacidos microbianos (Liu et al., 2022). Dos estudios de casos clinicos previos
muestran una funcion renal mejorada después del tratamiento con FMT (Zhou et al.,
2021, Zhao et al., 2021a). En uno de los estudios, un paciente con nefropatia
membranosa aumento los niveles totales de proteina sérica y albimina y disminuyé
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la creatinina sérica y la proteina urinaria de 24 horas después de recibir dos
tratamientos de FMT (Zhou et al., 2021). En el otro estudio, dos pacientes con
nefropatia por inmunoglobulina A disminuyeron la proteina urinaria de 24 horas,
aumentaron la albdimina sérica y restauraron la microbiota intestinal despues de 6
a 7 meses de tratamiento con FMT (Zhao et al., 2021a). Estos datos sugieren que
el tratamiento con FMT puede alterar la composiciéon de la microbiota intestinal y
podria ser una opcién terapéutica prometedora para la ERC (Bian et al., 2022). Sin
embargo, se necesitan mas estudios para evaluar la eficacia del FMT en
enfermedades asociadas con la disbiosis (D. Goldenberg y Merrick, 2021).

En nuestro estudio, comparamos los cambios en la progresiéon de la ERC vy la
seguridad de la intervencién en 28 pacientes con diabetes o hipertension tratados
con FMT o placebo. Nuestros resultados muestran que, independientemente de la
etapa de la ERC, los pacientes respondieron de manera similar al tratamiento con
FMT. Mas pacientes (53,8%) del grupo placebo progresaron a ERC en comparacion
con el grupo FMT (13,3%). Ademas, el grupo FMT mantuvo parametros de funcion
renal estables, como la creatinina sérica y el nitrégeno ureico, en comparacion con
el grupo placebo. Segln los niveles de aclaramiento de creatinina en orina de 24
horas después de la administracion de FMT, se observé una mejora en la funcion
renal en comparaciéon con el grupo placebo en contraposicion a la disminucion
progresiva esperada en la ERC con proteinuria. En cambio, los niveles de fosforo
aumentaron durante el seguimiento en el grupo placebo, al contrario de una
reducciéon en el grupo FMT. La microbiota intestinal modula la eliminacion y
absorciéon de fosfato en la dieta, y algunos microorganismos acumulan polifosfato,
lo que facilita la excrecion de fosfato en las heces (Favero et al., 2021). Cuando el
FG disminuye, el fosfato sérico aumenta porque la filtracion de fosfato disminuye.
La ERC y los trastornos éseos minerales provocan enfermedades 6seas minerales,
calcificacion cardiovascular y aumento de la morbilidad y la mortalidad (Iseri et al.,
2020).

El grupo KDIGO define la progresion de la ERC como una disminucion en el estadio
de la ERC, o una reduccién del 25 % o mas de la funcién basal, como resultado de
la evaluacién de la TFG y la albumina.

(The Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO), 2013). KDIGO tambien
afirma que las pequenas fluctuaciones en la TFG son relativamente comunes y no
necesariamente indican progresion de la enfermedad. Sin embargo, estas
fluctuaciones podrian indicar inflamacién crénica en pacientes con ERC, donde el
microbioma intestinal esta gravemente alterado. Por lo tanto, estas pautas podrian
necesitar una revisioén para considerar estos problemas.

La disbiosis intestinal en la ERC se caracteriza por un aumento de los filos
Proteobacteria y Fusobacteria y la familia Enterobacteriaceae y una disminucion de
los géneros Roseburia, Faecalibacterium y Prevotella (Zhao et al.,, 2021b). En
nuestro estudio, todos los pacientes con ERC presentaron disbiosis intestinal antes
del tratamiento con FMT, lo que influyé en la acumulaciéon de toxinas urémicas.
Después del tratamiento con FMT, la abundancia de los filos Firmicutes y
Actinobacteria disminuy6 en el grupo FMT en comparacion con el placebo, mientras
que la abundancia de Bacteroidetes y Proteobacteria aument6. Ademas, la
abundancia de Roseburia spp. Se observé que la concentracion de Roseburia spp.
era mayor en donantes sanos en comparacion con los pacientes con ERC.
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Roseburia son bacterias anaerobicas grampositivas obligadas que forman parte de
la microbiota comensal intestinal. Este género se informé anteriormente como un
posible marcador de salud debido a la produccién de acidos grasos de cadena corta,
principalmente butirato, que puede afectar las propiedades antiinflamatorias
(Tamanai-Shacoori et al., 2017). Se encontr6 una correlacion negativa entre
Roseburia spp. y PCR, lo que sugiere que la reduccion de las bacterias productoras
de butirato puede contribuir a la inflamacién asociada a la ERC y la progresion de
la enfermedad (Jiang et al., 2016). Ademas, los niveles mas altos de glucosa estan
relacionados con una menor abundancia de Roseburia spp. (Tamanai-Shacoori et
al., 2017), que en nuestro estudio se observo el dia 90 en el grupo FMT, a pesar de
que hubo una mayor abundancia de Roseburia spp. en donantes asociados con
niveles mas altos de glucosa. Ninguno de los grupos mostré una diferencia en las
concentraciones de PCR en el dia 90. Este hallazgo difiere de un informe anterior,
en el que una alta abundancia de Roseburia spp. se correlacioné con
concentraciones de PCR mas bajas en comparacion con los controles (Jiang et al.,
2016). Estas discrepancias sugieren que otros mecanismos podrian influir en la
abundancia de PCR y Roseburia spp. en pacientes con ERC.

Reconocemos algunas limitaciones de este estudio, como el pequeiio tamaiio de la
muestra, ademas de no poder realizar el analisis metagenémico en todos los
participantes. Ademas, las toxinas urémicas como el sulfato de indoxilo (IS), el
sulfato de p-cresol (PCS) y el 6xido de trimetilamina-N (TMAO), descritas
previamente como biomarcadores inflamatorios, no se midieron en este
estudio.Este ensayo clinico también proporciona datos de seguridad a largo plazo
para la aplicacion clinica del FMT en la ERC. Los eventos adversos despuées de
administrar FMT fueron solo leves o moderados (distensién abdominal, diarrea,
estrefiimiento, aumento de la frecuencia de las deposiciones y flatulencia) y no
fueron diferentes de los grados 1 y 2 informados en otros estudios (Jiang et al.,
2015). No hubo eventos adversos de grado 3 y 4, y nuestro ensayo se considero
una intervencion segura.

CONCLUSIONES

Este estudio representa el primer ensayo clinico de la administracion de FMT en
capsulas congeladas a pacientes con ERC secundaria a diabetes e hipertension.
Los pacientes con ERC mostraron una menor progresion de la enfermedad a los 6
meses de la administracion de FMT. Los parametros de funcion renal se
mantuvieron estables durante el seguimiento de los pacientes. Ademas, el
tratamiento con FMT con capsulas congeladas es una estrategia segura y no
representa un riesgo en pacientes con ERC. La inflamacién, el estrés oxidativo y la
fibrosis de la nefrona se pueden evitar previniendo o corrigiendo la disbiosis
intestinal para prevenir y detener la progresion de la ERC. La administracion de FMT
oral en pacientes con ERC tiene beneficios potenciales y se requiere mas
investigacion en esta area.
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Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas basales entre los pacientes con ERC del

grupo FMT y el grupo placebo

Characteristic Eg: {(: S]l)? ﬁl?,;fb; g;)) 13) p value
Demographic data |
Age In years (range) 57 (44-71) 56 (32-76) ND
Male gender 8 (61.5) 6 (40.0) ND
Etiology
Type 2 diabetes 14 (93.3) 11(84.6) ND
Hypertension 1(6.6) 2(153) ND
CKD stages (GFR, mL/min per 1.73m?)
G1 (> 90) 0 (0.0) 1(7.14) 48
G2 (60—-89) 2(12.5) 1(7.14) 99
G3a (45-59) 2 (12.5) 3(21.4) .63
G3b (30—44) 3(25.0) 2(14.2) 99
G4 (15-29) 6 (37.5) 6 (50.0) 99
G5 (<19 2 (12.5) 0 (0.0) 48
Albuminuria stages (ACR, mg)
A2 (30-300) 6 (37.5) 6 (50.0) 99
A3 (> 300) 9 (62.5) 7 (50.0) .99
Laboratory results
Hemoglobin, g/dL 11.02 (= 1.80) 11.46 (+ 1.96) 54
Leukocytes, K/uL 8.72 (£ 2.21) 6.81 (= 1.67) 01
Platelets, K/uL 227.00 (= 93.50) 205.53 (+49.44) 44
Glucose, mg/dL 130.93 (£ 51.07) 123.76 (= 73.30) .76
Urine protein, g/24 h 2.05 (£ 2.68) 1.67 (= 2.04) .68
Creatinine clearance, mL/min 3241 (= 15.84) 42.15 (= 25.71) 23
Blood urea nitrogen, mg/dL 38.93 (= 15.90) 32.76 (= 14.10) 29
Creatinine, mg/dL 2.30 (£ 0.62) 2.26 (£ 0.75) .86
Uric acid, mg/dL 7.79 (= 1.79) 6.27 (= 1.56) .02
C-reactive protein, mg/dL 0.79 = 1.18) 0.54 (+ 0.08) 44
Potassium, mmol/L 5.14 (£ 0.77) 4.97 (= 0.64) 53
Phosphorus, mg/dL 4.20 (= 0.39) 4.14 (£ 0.88) .82
HCO3; mEq/L 22.98 (£3.25) 26.32 (£2.77) 008
Adverse events
Abdominal distention 3{33.3) 0 (0.0) ND
Diarrhea 3 (20.0) 4 (30.8) ND
Constipation 2 (13.3) 3 (23.1) ND
Increased frequency of bowel movements 2(13.3) 0 (0.0) ND
Flatulence 1 (6.7) 0 (0.0) ND
Fever 0 (0.0) 1 (7.7} ND

ACR: albumin-creatinine ratio; CKD: chronic kidney disease; FMT: fecal microbiota

transplant; GFR: glomerular filtration rate; ND: not determined: SD: standard deviation.

Statistically significant differences are remarked in bold letters.
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Figura 1. Tratamiento de pacientes con Enfermedad Renal Crénica mediante
Trasplante de Microbiota Fecal. Los pacientes (n=28) con enfermedad renal crénica
(ERC) fueron tratados por via oral con cépsulas congeladas de trasplante de microbiota
fecal (FMT) obtenidas de un donante sano o con capsulas de placebo durante 6 meses. Se
observo disbiosis intestinal en pacientes antes de la administracién de FMT, que cambid
después del tratamiento con FMT y se restablecié la microbiota saludable.
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Figura 2. Estimaciones de la tasa de filtracion glomerular de pacientes con
Enfermedad Renal Crénica después de un Trasplante de Microbiota Fecal. Se muestra
la progresion de la ERC en pacientes después de un trasplante de microbiota fecal (FMT)
o de un tratamiento con placebo, expresada como una disminucion de la tasa de filtracién
glomerular (TFG) > 1 ml/min/1,73 m2. En pacientes con tratamiento de ERC, la pérdida de
TFG estimada es de 2,3 a 4,5 ml/min1,73 m2 por afio. La progresion rapida se define como
una disminucion sostenida de la TFG > 5 ml/min/1,73 m2 por afo (The Kidney Disease:
Improving Global Outcomes (KDIGQ), 2013).
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Figura 3. Composicion bacteriana promedio a nivel de Phylum. Se recolectaron
muestras de heces de pacientes (n = 8) sometidos a tratamientos de trasplante de
microbiota fecal (FMT) o placebo (n = 6) antes (dia 0), 30 (dia 30) y 90 (dia 90) dias después
del tratamiento. Después del analisis metagendmico, se evalud y comparé la distribucion
de la composicién bacteriana a nivel de filo en ambos grupos. También se compard la
distribucién de los donantes de FMT.
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Figura 4. Composicion bacteriana promedio a nivel de Genera. Se recolectaron
muestras de heces de pacientes (n = 8) sometidos a tratamientos de trasplante de
microbiota fecal (FMT) o placebo (n = 6) antes (dia 0), 30 (dia 30) y 90 (dia 90) dias después
del tratamiento. Después del analisis metagenémico, se evalué y compard la distribucién
de la composicion bacteriana a nivel de Genera en ambos grupos. También se comparé la
distribucion de los donantes de FMT.

28



Tabla complementaria S1. Evolucion de los parametros bioquimicos de los pacientes
con ERC del grupo FMT y del grupo placebo.

Days after FMT (n=15)
treatment Mean (SD)
Hemoglobin, g/DI

Day 10 11.02 (= 1.98)
Day 30 10.98 (£ 1.95)
Day 60 10.91 (£ 1.73)
Day 90 11.25 = 1.30)
Day 120 11.32 (:1.32)

p value 91

Leukocytes, K/ Ul

Day 10 8.22 (£ 1.41)
Day 30 8.46 (+ 1.93)
Day 60 8.67 (£ 1.83)
Day 90 8.09 (x 1.55)
Day 120 8.26 (£ 1.92)
Day 180 8.65 (£2.23)

p value A2

Platelets, K/ Ul

Day 30 235.80 (+ 81.78)
Day 60 223.07 (£ 94.85)
Day 90 224.46 (+ 62.31)
Day 120 218.69 (£ 64.25)
Day 180 218.92 (+ 68.64)
p value 30

Glucose, mg/DI

Day 10 111.20 (= 31.04)
Day 30 111.27 (= 34.18)
Day 60 110.13 (£ 46.79)
Day 90 123.39 (= 30.71)
Day 180 127.23 (+ 44.71)
p value .61

Urine protein, g/24 h

Day 10 1.96 (+ 2.44)
Day 30 2.20 (£ 2.40)
Day 60 2.35 (+:2.55)
Day 90 2.14 (£ 2.02)
Day 120 2.54 (£ 2.25)
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Placebo (n=13)
Mean (SD)

1133 ¢

- 1.82)

11.42 (-
11.50 (=
11.56 (=
11.92 (-

- 1.91)
- 1.95)
- 1.86)
- 1.65)

11.58 (=
40

6.89 (£
6.72 (%
L1l (=
L19(E
6.74 (£
.23 [
.63

- 1.64)

1.46)
1.24)
2.28)
1.56)
1.49)
1.30)

201.62 (+ 43.02)
210.77 (£ 51.19)
201.77 (= 39.73)
205.31 (+ 51.70)
204.39 (+ 40.48)
215.00 (+ 46.87)

L)

96.23 (-

- 18.59)

94.54 (-

- 14.26)

108.08 (+ 28.43)
99.54 (+ 26.61)
119.77 (+ 53.43)

94.85 (-

29

- 13.63)

1.74 (£ 2.17)
1.33 (£ 1.74)
1.71 (+ 1.95)
199 2.17)

p value

67
o [
41
.60
31
.80

02
01
.06
1.3
03
05

41
39
45
40
90
.86
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10
.89
.04
.88
02

.80
28
46
.83
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Day 180 3.01 (£2.73)

p value 44
Creatinine clearance, Ml/min

Day 10 35.73 (£ 17.17)
Day 30 35.83 (:: 20.09)
Day 60 37.40 (= 20.45)
Day 90 40.41 (+ 18.90)
Day 120 41.23 ( 20.07)
p value 23

Blood urea nitrogen, mg/DI

Day 10 40.93 (£ 15.67)
Day 60 40.40 (= 18.93)
Day 90 36.69 (= 15.77)
Day 120 38.85 (= 18.42)
p value S1

Creatinine, mg/DI

Day 30 2.20 (= 0.80)
Day 60 2.41 (= 0.99)
Day 90 2.12 (= 0.89)
Day 120 2.31 (:: 1.21)
Day 180 2.34 (:: 1.09)

p value 47

Uric acid, mg/DI

Day 10 7.09 (= 1.46)
Day 30 6.99 (+ 1.46)
Day 60 7.00 (= 1.65)
Day 90 6.92 (= 1.38)
Day 120 6.77 (£ 1.36)
Day 180 6.21 (= 1.04)

p value .02

C-reactive protein, mg/DI

Day 10 0.80 (= 0.68)
Day 30 0.98 (+ 0.91)
Day 60 0.99 (£ 0.94)
Day 90 0.71 (+ 0.26)
Day 120 0.88 (= 0.49)

p value N

Potassium, mmol/L

30

2.34 (+
odid

40.92 (-

2.14)

- 24.00)

40.00 (+ 19.36)

41.15 (-
42.15 (-
46.69 (=

- 21.93)
- 19.04)
- 29.01)

42.08 (-
44

30.31 (-
30.62 (-

- 25.88)

- 9.87)
- 10.62)

34.00 (=

- 14.58)

34.62 (+ 15.22)

32.31 (=

- 14.12)

32.15 (-
52

213 (&
2-20 (:|:
232 (=
222
2.26 (+
2.335
;31

6.24 (=
6.59 (£
6.95 (=
0.57 (&
113 ¢
7.28 (£
I

0.51 (£
0.63 (+
1.05 (=
0.62 (£
057 (&
0.56 (
38

- 11.52)

0.59)
0.61)
0.74)
0.77)
0.85)
0.91)

1.63)
1.93)
1.30)
1.46)
1.21)
1.53)

0.03)
0.30)
1.94)
0.16)
0.14)
0.14)
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D1
D8
.64
81
D38
92

.04
A3
33

.76
D
58

44
99
79
-
91
98

15
23
93
4
48
.04

A8
20
91
33
.04
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Day 10 4.81 (£ 0.64) 4,72 (£ 0.69) A2
Day 30 4.99 (= 0.75) 4.89 (£ 0.68) .69
Day 60 5.04 (£0.47) 5.15 (£ 0.93) .69
Day 90 5.20 (£ 0.60) 4.86 (= 0.87) 26
Day 120 5.02 (= 0.59) 4.79 (= 0.61) 33
Day 180 5.25 (£0.65) 5.08(x0.87) 56
p value 41 41

Phosphorus, mg/DI]

Day 10 4.48 (£ 0.57) 4.02 (£ 0.73) .07
Day 30 4.25 (£ 0.59) 4.40 (= 0.90) .61
Day 60 4.48 (+ 0.39) 4.39 (£ 0.87) A2
Day 90 4.35 (= 0.72) 4.25 (£ 0.75) 13
Day 120 4.26 (£ 0.62) 4.23 (= 0.81) 91
Day 180 4.22 (= 0.38) 4.39 (£ 0.86) 54
p value 40 05

HCO3 mEq/L

Day 10 22.44 (= 4.37) 24.52 (£ 3.00) 16
Day 30 21.97 (x 4.25) 22.53 (= 3.88) 71
Day 60 20.99 (£ 2.55) 24.46 (£ 2.69) 002
Day 90 20.84 (£ 2.84) 22.20 (£ 6.80) 49
Day 120 21.84 (£ 4.28) 24.40 (£ 3.04) .09
Day 180 20.85 (= 3.59) 24.54 (£ 3.03) 01
p value .36 14

SD: standard deviation. Statistically significant differences are remarked in bold letters.
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Figura complementaria S1. Analisis de diversidad alfa del microbioma intestinal después del
tratamiento con FMT. Se evaluaron muestras de heces de pacientes después de un trasplante de
microbiota fecal (FMT) o tratamientos con placebo mediante analisis metagendémico. La diversidad
alfa de las muestras se evalu6 mediante comparaciones de variantes de secuencia de amplicones
(ASV)y indices de diversidad de Shannon. A. Diagrama de caja de caracteristicas observadas (ASV).
Segun el nimero de ASV, la diversidad microbiana entre los grupos de FMT y placebo no fue
significativamente diferente (p > 0,05). B. Diagrama de caja de diversidad de Shannon. El analisis de
los indices de diversidad de Shannon mostré que la diversidad microbiana entre los grupos de FMT

y placebo no fue significativamente diferente (p > 0,05).
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