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INFORMACION RESUMEN

La microbiota intestinal, el total de microorganismos en nuestro tracto gastrointestinal podria tener
una implicacién en la esclerosis multiple (EM), una enfermedad neurolégica desmielinizante.
Nuestro estudio incluy6 a 50 pacientes con EM y 21 controles sanos (CS). Veinte pacientes
recibieron una terapia modificadora de la enfermedad (TME), interfer6n betala o teriflunomida, 19
pacientes recibieron TME con homeopatia y 11 pacientes aceptaron ser tratados Unicamente con
homeopatia. Recolectamos un total de 142 muestras intestinales, dos para cada individuo: en el
momento de la inscripcion en el estudio y ocho semanas después del tratamiento. Comparamos la
microbiota intestinal de pacientes con EM (esclerosis mdultiple) con CS (controles sanos),
analizamos su evolucién en el tiempo y el efecto del interferon betala, la teriflunomida y la
homeopatia. No hubo diferencia en la diversidad alfa, solo dos resultados de diversidad beta
relacionados con la homeopatia. En comparacion con CS, los pacientes con EM no tratados
tuvieron una disminucién de Actinobacteria, Bifidobacteria, Faecalibacterium prauznitzi y aumento
la Prevotella estercorea, mientras que los pacientes tratados presentaron disminucion en
Ruminococcus y Clostridium. En comparacién con la muestra inicial, los pacientes con EM tratados
tuvieron una disminucién de Lachnospiraceae y Ruminococcus y un aumento en Enterococcus
faecalis. Eubacterium oxidoreducens redujo después del tratamiento homeopéatico. El estudio
reveld que los pacientes con EM pueden presentar disbiosis en la microbiota intestinal. El
tratamiento con interferén betaia, teriflunomida u homeopatia implicé varios cambios taxonémicos.
Los TME y la homeopatia podrian influir en la microbiota intestinal.
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1. Introduccién
vida, alcanza una estabilidad parcial, con continuos

La microbiota intestinal humana, compuesta por
una gran diversidad de microorganismos que residen
dentro de nuestro tracto gastrointestinal, se clasifica
taxonbmicamente en especies, géneros y filos, que
contienen microbios tanto benéficos como patégenos
(Rinninella et al., 2019; Camara-Lemarroy et al., 2018).
Se forma principalmente en los primeros afios de vida
de la nifiez dependiendo de varios factores, como el
tipo de parto, la alimentacién con leche, el destete y la
medicacion. Después de los primeros tres afios de

cambios sutiles provocados por factores externos:
dieta, ejercicio, indice de masa corporal, medio
ambiente y exposicion a medicamentos (Rinninella et
al., 2019). Un microbioma esta formado por el total de
genes, proteinas y metabolitos de todos los
organismos (Maglione et al., 2021).

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad
autoinmune del sistema nervioso central, donde las
susceptibilidades genéticas se encuentran con
factores ambientales. Incluye alteracion de la
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integridad de la barrera hematoencefalica, inflamacion,
desmielinizacion, pérdida de oligodendrocitos, gliosis y
degeneracion axonal. La enfermedad es considerada
con tres etapas principales, una etapa preclinica donde
la combinacién de factores genéticos y ambientales
podria ser un desencadenante patoldgico, una etapa
inflamatoria donde nos encontramos con episodios de
disfuncién neuroldgica, como neuritis Optica, piramidal,
cerebelosa o deterioro del tronco encefalico, sintomas
sensoriales, disfuncidbn de la vejiga y una etapa
neurodegenerativa final de progresibn de la
enfermedad cuando encontramos una discapacidad
progresiva, como la capacidad de caminar del
paciente, principalmente. La enfermedad tiene
diferentes formas clinicas: sindrome clinicamente
aislado (SCA), EM remitente-recurrente (EMRR), EM
progresivo secundario (SPMS) y EM progresiva
primaria (PPMS). Los factores de riesgo modificables
relacionados con la EM se han analizado a profundidad
para encontrar un papel especifico en el proceso
patolégico, incluida la composicion de la microbiota
(Baecher-Allan et al.,, 2018). Estudios recientes
describen que los pacientes con EM tienen una
composicién de microbiota distinta en comparacion
con los controles sanos (CS) (Mirza et al., 2020).
Debido a que la microbiota es Unica para cada
individuo y contiene una enorme variedad de
microorganismos, es dificil describir una microbiota
saludable especifica (Rinninella et al., 2019). Una
microbiota sana proporciona muchas funciones
esenciales, incluidas la permeabilidad y la motilidad
intestinal, la sintesis y la absorcién de vitaminas, pero
también el desarrollo del sistema inmunitario innato
(Chu et al,, 2018). En base a este papel en la
inmunomodulacién, estudios recientes indican una
posible conexion entre la microbiota y algunas
patologias neurolégicas inmunomediadas (Mirza et al.,
2020).

El concepto de eje microbiota intestino-cerebro hace
referencia a diferentes mecanismos de comunicacion
entre el sistema gastrointestinal y el nervioso
(Strandwitz, 2018). La microbiota puede influir en el
sistema nervioso central (SNC) por diferentes vias. En
primer lugar, se relaciona con las redes cerebrales,
modula diferentes neurotransmisores (como el acido
gamma aminobutirico, la serotonina, la dopamina, la
histamina) y esta conectado con el sistema nervioso
simpatico o parasimpatico, especialmente con el nervio
vago. En segundo lugar, esta involucrado en la via
endocrina, como respuesta al estrés. Los corticoides
liberados por el eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal
pueden alterar la composicion de la microbiota y
aumentar la permeabilidad intestinal. Otro mecanismo
por el cual los microbios pueden alterar el sistema
nervioso es la inmunorregulaciéon. Esto incluye
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presentacion antigénica alterada, produccion de
citoquinas y linfocitos, diferenciando diferentes tipos de
células T en el tejido linfoide asociado al intestino
(GALT) (Chu et al., 2018). Los microorganismos
intestinales pueden liberar metabolitos
(lipopolisacéaridos, peptidoglicanos) y el metabolismo
de los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) estan
involucrado en la activacion de las células microgliales
y la fuga de la barrera hematoencefalica (Strandwitz,
2018).

La medicina complementaria y alternativa, incluida la
homeopatia, se asocia principalmente con las formas
convencionales de terapia para aliviar los sintomas
generales, el dolor, la espasticidad, los problemas de
sensibilidad, la dificultad para caminar, la fatiga y la
pérdida de memoria. De todos los pacientes con EM,
hasta el 30% usa o ha usado alguna forma de medicina
complementaria y alternativa (Kim et al., 2018). Se
estima que el 70-80% de los pacientes con EM
presentaron una mejoria en su estado general (Olsen,
2009). El principio de la homeopatia “dejar que lo
similar sea tratado por lo similar’ se basa en la idea de
que una enfermedad puede ser tratada con sustancias
que desencadenan los mismos sintomas patologicos
en individuos sanos (Fisher y Ernst, 2015). Los
remedios homeopaticos son sustancias naturales
altamente diluidas (Manzalini y Galeazzi, 2019), se
considera que una solucion mas diluida tiene mayor
potencia (Chikramane et al., 2010). La eleccion de la
potencia esta relacionada con el nivel de salud: un
nivel de salud mas bajo implica una potencia baja,
como 30C, durante un periodo de tiempo mas largo,
hasta 3 meses, mientras que un tratamiento de 200C
se limita a unos pocos dias. Se prescriben caso por
caso, teniendo en cuenta otros aspectos ademas de
signos meédicos especificos, asi como detalles
psicolégicos particulares o habitos cotidianos
relevantes del paciente (Whitmarsh, 2003). Algunos
sintomas de la EM suelen mejorar con algunas
sustancias: Causticum para la disfuncién urinaria,
Phosphorus para la neuritis 6ptica, Cuprum Metallicum
y Nux Vémica para los espasmos, Secale para los
sintomas sensoriales (Whitmarsh, 2003).

Como se presenta mas adelante en este manuscrito,
numerosos estudios destacaron que los pacientes con
EM tienen una microbiota distinta en comparacién con
los pacientes del grupo CS. Se observd que los
tratamientos de la EM pueden modificar la microbiota
intestinal, pero la homeopatia no ha sido estudiada en
este campo.

Los objetivos de este estudio son investigar si la
microbiota intestinal de los pacientes con EM cambia
debido a los fa&rmacos inmunomoduladores o a los
tratamientos homeopaticos complementarios, incluido
el tratamiento homeopatico, y evaluar las diferencias
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en la taxonomia microbiana y la diversidad entre el
grupo de la EM y el grupo CS.

2. Material y métodos

2.1 Sujetos

El estudio fue de tipo prospectivo, longitudinal,

analitico, observacional y de casos y controles. Incluy6
a 50 pacientes diagnosticados con EM, del
Departamento de Neurologia del Hospital de
Emergencias Cluj-Napoca, entre enero de 2019 y
mayo de 2020. Se reclutaron 21 CS. Se obtuvo la
autorizaciébn  ética  (numero  2394/28.01.2020,
Emergency Hospital Cluj-Napoca) y cada sujeto firmé
un consentimiento informado.
El grupo de EM incluy6 pacientes adultos con EM
remitente recurrente confirmada (RRMS) o sindrome
clinicamente aislado (SCA), segun los criterios
diagnésticos de McDonald (Thompson et al., 2018),
con una puntuacion EDSS de un méaximo de 5 puntos,
que no se hayan sometido a una terapia modificadora
de la enfermedad (TME) un afo antes de la inscripcidon
en el estudio. Se excluyeron pacientes con EM
progresiva, criterios diagnésticos poco claros,
patologias gastrointestinales activas, que estuvieran
embarazadas, amamantando o0 que estuvieran en
tratamiento prolongado con probibticos, antivirales,
antibiéticos, antiinflamatorios no esteroideos o
inhibidores de la bomba de protones en los ultimos 6
meses. De todos los pacientes, 7 presentaron
patologias géstricas leves transitorias en el pasado,
pero sin sintomas gastrointestinales activos al
momento de la inscripcion, 4 pacientes tenian cirugias
abdominales en su historial médico y 4 pacientes
tenian patologias endocrinas (en su mayoria
relacionadas con la tiroides) bajo control médico. Otras
patologias (hipertensidén arterial, diabetes) fueron
casos aislados y clinicamente compensados al inicio
del estudio. El grupo CS estaba compuesto por
individuos sanos sin EM, emparejados por edad y sexo
con los pacientes con EM, sin diagnostico de ninguna
patologia y sin tratamiento cronico. Todos los sujetos
declararon que no se produjeron cambios importantes
en su dieta o estilo de vida durante el estudio.

Al inicio del estudio, cada sujeto proporcioné una
muestra intestinal. Después de la primera muestra, se
les prescribi6é una forma de tratamiento dependiendo
de varios factores, como la gravedad de Ila
enfermedad, el consentimiento de los pacientes, las
comorbilidades, la seguridad del medicamento y la
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accesibilidad (Chikramane et al., 2010). Algunos
rechazaron una terapia convencional por el momento;
aceptaron sin embargo el tratamiento homeopatico. La
segunda muestra se obtuvo 2 meses después del inicio
del tratamiento.

En cuanto a Ila distribucion del tratamiento
homeopético, cada paciente recibi6 una medicacion
individualizada diferente, de acuerdo con sus sintomas
de EM, incluyendo alguno de Ilos siguientes
medicamentos homeopaticos: Phosphorus,
Lycopodium, Natrum Muriaticum, Lac Caninum, Nux
Vomica, Lachesis, Nitricum  Acidum, Rhus
Toxicodendron, Tarentula Hispanica, Pulsatilla,
Calcarea Carboénica, Sulphur, Ignatia, Aconitum o
Causticum, con una concentracion de 20CH o 200CH.
Las sustancias fueron prescritas por un neurblogo
acreditado en Homeopatia y se tomaron diariamente,
7 granulos por via sublingual, 3 dias consecutivos para
los pacientes asignados con una concentracion de
200CH y de 1 a 3 meses para aquellos con la
concentracién de 30CH.

Nuestros pacientes con EM se dividieron en grupos
separados, de acuerdo con su tratamiento, como se
presenta en la tabla 1. El grupo G-TME recibi6é un
tratamiento modificador de la enfermedad: interferon
beta 1a intramuscular, 30 pg/0,5 ml una vez a la
semana (subgrupo G-IFN) o teriflunomida oral 14 mg
diarios (subgrupo G-TER). El grupo G-TME + HOM
recibi6 un TME combinado con homeopatia: G-IFN +
HOM interfer6n betala y homeopatia, G-TER + HOM
teriflunomida y homeopatia. El grupo G-HOM consistié
en tratamiento homeopatico. El grupo control, G-CS
estaba formado por controles sanos (CS), sin
tratamiento.

2.2 Sujetos

Todos los sujetos proporcionaron muestras de
heces de acuerdo con las instrucciones del laboratorio:
en cualquier momento del dia, sin restricciones,
utilizando recipientes especiales para heces. Las
muestras proporcionadas se almacenaron a menos 20
grados centigrados y luego se enviaron al laboratorio
para la extraccion de ADN. Cada sujeto recolect6 dos
muestras fecales: una antes del tratamiento (muestra
1, S1) y otra dos meses después de comenzar la
terapia o inscripcion al estudio (muestra 2, S2).

2.3 Secuenciacion de ARN16 y analisis estadistico



El andlisis metagenémico del gen del ARN
ribosomal (ARNTr) de la subunidad 16S universalmente
presente, utilizd regiones hipervariables especificas
(V1-V3, V3- V4, ITS1 e ITS2) en toda la plataforma
lllumina MiSeq. Los resultados son presentados en
OoTuU (unidades taxondmicas operativas),
microorganismos que tienen una similitud de ADN de
al menos 97% a una base de datos de laboratorio,
clasificados en taxones especificos, con su frecuencia
y abundancia relativa.

La diversidad de la microbiota intestinal es una medida
matematica de la variabilidad, caracterizada por la
riqueza (el numero de especies diferentes) y la
uniformidad (la uniformidad de las diferentes
especies). Para la diversidad alfa, la diversidad dentro
de la muestra, el indice de Chao es un estimador de la
riqueza de especies. Shannon y Simpson son
parametros tanto de riqueza como de uniformidad, sus
valores aumentan con el numero de especies y una
distribucion mas uniforme (Kim et al., 2017).
Utilizando las matrices de frecuencia, cada
combinacion de pares se analizé mediante la prueba
de suma de rangos de Wilcoxon. Para la diversidad
beta, la diversidad entre muestras, utilizamos los
indices de Bray-Curtis y Jaccard, donde la distancia
gréfica entre ellos indica la diferencia. El analisis de
coordenadas principales (PCoA) se obtuvo a partir de
matrices de abundancia relativa. Las cifras del tamafio
del efecto del andlisis discriminante lineal (LEfSe)
utilizan matrices de abundancia relativa para calcular
la abundancia diferencial de organismos entre EM y
CS, con un valor alfa de 0,05 y un umbral de
puntuacion del andlisis discriminante lineal logaritmico
(LDA) de 2,0. Todas las funciones tienen una
puntuacion inferior a — 2,0 o superior a 2,0. Las
bacterias aumentadas en pacientes con EM se
representan en rojo, mientras que las mas abundantes
en CS se colorean en verde. En la relativa abundancia
de barras apiladas, cada barra representa la
abundancia relativa promedio de las 25 especies
principales, seleccionadas segln las mas abundantes
en relacion con ambos grupos. También se generaron
mapas de calor.

3. Resultados

El grupo de EM estaba formado por 31 mujeres y
19 hombres, con una mediana de edad de 30,5 afios
+9,9 afios, 44 de ellos con diagnostico de EMRR y 6
de SCA, una puntuacién media en la Escala Expandida
del Estado de Discapacidad (EDSS) de 1,8 puntos y
una duracion media de la enfermedad de 3,4 afios.
Todas las caracteristicas especificas de la EM se
presentan en la Tabla 2. La mayoria de ellos eran
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pacientes limpios (sin tratamiento modificador de la
enfermedad (TME) previo), solo 4 pacientes recibieron
tratamiento interrumpido en el afio anterior.

El grupo de control sano (CS) se armd considerando
personas con caracteristicas demograficas similares al
grupo de EM: 62% mujeres y 38% hombres, una
mediana de edad de 28 afios +9,7 afios.

3.1 Diversidad en la microbiota

Estudiamos las diferencias generales en la

composicién microbiana utilizando diversidad alfa y
beta. No hubo una diferencia estadisticamente
significativa en la diversidad alfa entre pacientes con
EM y CS antes (p = 0,85) y después del tratamiento (p
= 0,95). Ademas, no hubo diferencia entre otras
combinaciones de grupos para la muestra 2 (S2): G-
TME vs G- TME + HOM (p=0,89), G-TME + DOM frente
a G-HOM (p=0,98), G-TME frente a G-HOM (p= 0,64),
y sus subgrupos, G = IFN + HOM vs G-TER + HOM
(p=0,23), G-IFN frente a G-IFN + HOM (p=0,06) entre
la muestra 1 (S1) y S2 para pacientes con EM (p=0,93),
G-TME + HOM (p=0,38) o0 G- HOM (p=0,79). Ademas,
no hubo diferencia en la diversidad alfa entre los
pacientes con EM tratados con TME (G-TME
combinado con G-TME + HOM) y los pacientes que no
siguieron TME (G-HOM),p=0.81. Todos los valores se
presentan en la Tabla 3.
A medida que analizamos la diversidad beta, hubo una
diferencia para S2 entre G-HOM y G-TER + HOM
(p=0.007) (Figura 1) y entre G-HOM y G-IFN (p=
0.012), pero ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre los pacientes con EM y CS o entre
las dos muestras para pacientes con EM (todas las p >
0,05). Otros resultados se describen en la Tabla 3 y
Figura 1*(*archivos de datos complementarios).

3.1 Diferencias Taxondmicas

Los resultados del analisis 16S incluyen la
frecuencia y abundancia relativa de la especie.
Para la cohorte de EM, identificamos 51 unidades
taxonomicas operativas (OTU) a nivel de filo, con la
mayoria compuesta por Firmicutes (49,45%),
Bacteroidetes (34,3%), Actinobacteria (4,77%) y
Proteobacteria (3,6%). A nivel de especie, analizamos
1505 UTO, con la mayor abundancia relativa para
Prevotella copri (10,75%) y Bacteroides (10,3%),
seguido de Faecalibacterium prausnitzii (6,63%) vy
Viautia (4,49%).
Analizamos las diferencias taxonomicas entre nuestra
cohorte de EM (G-MS) y CS (G-HC) antes de cualquier
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Tabla 1 Tabla 2

X Caracteristicas especiticas de la esclerosis maltiple (EM) de nuestra cohorte.
Convencion de nomenclatura de grupos.

Grupo Sujetos Subgrupo Sujetos Caracteristicas pacientes con EM (n=50)
Tipo de EM, n (%)
RRMS 44 (88%)
G-TME (TME) 20 G-IFN (interferén betaia) 10 SCA 6 (12%)
G-TER (teriflunomida) 10 Puntuacién EDSS, media (rango) 1,8 (0-5)
G2-TME + HOM 19 G-IFN + HOM (interferon 9 Duracion de la enfermedad confirmada, media (DE) 34(6.2)
(TME+ betala + homeopatia) (y) Namero de recaidas, media (DE) 25(213)
homeopatia) G-TER + HOM 10 Puntuacién EMRR, media 29.4
(teriflunomida+ Tratamiento, n (%)
homeopatia) teriflunomida 10(14,28%)
G-HOM 1 interfer6n betala 10 (14,28%)
(homeopatia) Teriflunomida+ homeopatia 10 (14,28%)
G-CS (C8) 21 Interferon beta+ homeopatia 9(12,8%)
G-MS (todos los MS 50 Homeopatia 11(15,7)
pacientes)

Abreviaturas: MS = esclerosis maltiple, n = nimero de pacientes, SD = desviacion
estandar, y = afios, EMRR = EM recurrente-remitente, SCA = sindrome
clinicamente aislado, EDSS = escala ampliada del estado de discapacidad, EM
progresivo secundario (SPMS) y EM progresiva primaria (PPMS)

Tabla 1 Resume las siglas que utilizamos para la identificacion de grupos.
Abreviaturas:TME = tratamiento modificador de la enfermedad, CS = controles
sanos.

Tabla 3

tratamiento (S1). Los pacientes con EM no tratados
Resumen de todos los valores de p para la diversidad microbiana.

presentaron, en comparacion con los CS, una mayor
Comparacion Diversidad Alpha Diversidad Beta abundancia relativa de Phylum Lentisphaerae (p =

Chao  Shannon  Simpson  Bray-Curti Jaccard 0,005), especies de Prevotella stercorea (p = 0,02)
(phylum Bacteroidetes). Tenian un nivel disminuido del

GG S i e ke s PR3 filo Actinobacteria (p = 0.01), con sus especies
GCSfrente a G-MS (52) p= p=0.16  p=0.39 p= p=0.12 Bifidobacterium (p = 0.01) y Bifidobacterium
e ree s e g-is 05 pe0so 2'14 — adolescentis (p = 0.007), también nivel disminuido de
—_— 0.89 085 Bacteroides coprophilus (p = 0.02) (del filo
G-TME + HOM frente a G- p= p=0.97 p=0.87 p= p=0.2 Bacteroidetes). El filo Firmicutes ha reducido la
GTME et GHOM (52 2'28 vl o glz o abundancia relativa de Faecalibacterium prausnitzii (p
0,64 ’ 0.15 ' = 0,03), Lachnospiraceae (p = 0,01), Staphylococcus
G-TME combinado con p= p=0.91 p=091  p= p=0,2 hominis (p = 0,02) y bacteria Staphylococcus (p =
G-TME + HOM frentea G- 0.81 0.19 0,02). El filo proteobacteria tiene una disminucion en
Peommamasron  p=  pei  poss  p=  peoos Haemophilus (p = 0,04) y Escherichia coli (p = 0,04).
(s2) 0.06 0.06 Las otras diferencias estadisticamente significativas se
GTERfreneaG-TER+HOM  p=  P<088  p=068 p= p=0.35 presentan en la Fig. 2A, fig. 2*-4*.
G..(stz LM frente a G.HOM 2'33 P-041 D  poss g.is —_ Cuando analizamos Ias_ segundas muestras, los
(s2) 0.47 0.06 resultados para los pacientes tratados con EM en
G-TER + HOM frente a G- p= =039 p=047 p= p= comparacion con los CS fueron ligeramente diferentes,
HOMBRE (52 09 soiy  mom con una reduccion de Bifidobacterium (p = 0,02),
S Py PR R B B Ruminococcus (p = 0,04) y Clostridiales (p = 0,01) y
G-TER frente a G-HOM (S2) p= p=062 p=072 p= p=0,33 una mayor prevalencia. de Gemella (p = 0,04),
0,62 0,62 Megaspherae (p = 0,02) y Prevotella stercorea (p =
G.TNH; ::anf(r:;wae.ma 8.53 p=0,14  p=0,14 8.66 p=0.11 ?li_(.)z)ngr? pasii(;r:t)es con EM en comparacién con HC
S1 contra S2 (G-MS) p= p=0.26 p=0.36 p= p=0,93 1g. , 11g. - .
0.93 0.88 Analizamos diferentes comparaciones entre grupos
VORISR P, PR BN RS PO después de un tratamiento de dos meses. Al analizar
51 frene 8 52 (GHOM) p= p=04 p=0.44 p= p=0,98 la microbiota de los pacientes con EM que recibieron
0.79 0.98 DMT (G-DMT) en comparacion con los pacientes en
BTN SZ{CHPIHHOM) g=96 pORST PGB 8;7 083 tratamiento homeopatico complementario (G-DMT +
R " p058  p=068 p= =008 HOM), destacamos los siguientes resultados. En
HOM) 0.24 0,96 comparacion con G-DMT + HOM, G-DMT habia

* Los valores en negrita son estadisticamente significativos. Esta tabla presenta comparaciones enriquecido la abundr.:lncia relativa de CatenibaCterium
especificas entre nuestras cohortes y los indices de diversidad aplicados, junto con el valor p de (p = 0,02), Lachnospiraceae (p = 0,02), Sharpea (p =

cada prueba. Abreviaturas: S1 = muestra 1; S2 = muestra 2. 5
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0,02) y Gammaproteobacteria (p = 0,02) y un nivel
reducido de Shuttleworthia (p = 0,04), Cytophaga (p =
0,03) y Rumen (p = 0,02). Cianobacterias (p = 0,002),
Catenibacterium (p = 0,01), Alloprevotella (p = 0,03),
Lachnospiraceae (p = 0,003), Clostridium (p = 0,01),
Prevotella copri (p = 0,04), Prevotella stercorea (p =
0,03) son mas abundantes en el subgrupo G-IFN en
comparacion con G-IFN + HOM, después del
tratamiento. Por otro lado, G-IFN + HOM muestra
niveles mas altos de Proteobacteria (p = 0,02),
Escherichia shigella (p = 0,01), Barnesiella (p = 0,03),
Serratia (p = 0,008), Lactobacillus zeae (p = 0,02). En
el grupo G-TER Escherichia shigella (p = 0,007),
Lactobacillus (p = 0,01), Enterobacteria (p = 0,02),
Enterococos faecalis (p = 0,03) es mas prevalente que
en G-TER + HOM, mientras que G-TER + HOM
muestra signos superiores de Rickenellaceae (p =
0,01) y Lachnospiraceae (p = 0,02). También
comparamos los dos grupos que habian recibido
tratamiento homeopatico, G-DMT + HOM y G-HOM.
Destacamos que G-DMT + HOM presentd una mayor
abundancia relativa para Megasphaera (p = 0,04),
Eubacterium oxidorreducens (p = 0,02),
Veillonellaceae (p = 0,02) y Gardnerella (p = 0,02), en
comparaciéon con G-HOM . G-HOM estaba enriquecido
en Faecalibacterium prausnitzii (p = 0,01),
Akkermansia muciniphila (p = 0,02), Lachnospiraceae
(p = 0,003), Bacteroides acidifaciens (p = 0,04) y
pectinophilus (p = 0,03), Veilonella (p = 0,01), en
comparacion con G-DMT + HOM (fig. 8*-20%).

Otro punto de interés de nuestra investigacion fue
enfatizar cdmo cambia la microbiota en el tiempo,
desde que se prescribe a los pacientes un esquema
terapéutico (S1) hasta dos meses después de iniciado
el tratamiento (S2). Para la cohorte EM, los cambios
taxondémicos se muestran en la Fig. 3 con los 25
organismos mas abundantes. Las diferencias
estadisticamente significativas entre las dos muestras
fueron mas prevalentes para el filo Firmicutes, ya que
se identificaron niveles reducidos para Ruminococcus
(p = 0,03), Oscillospira (p = 0,0004), Anaerotruncus (p
=0,02), Lachnoclostridium (p = 0,01), Lachnospiraceae
(p = 0,02) y Eubacterium oxidoreducens (p = 0,04) en
los pacientes con EM después del tratamiento en
comparacion con la muestra inicial. Los pacientes
tratados con EM presentaron cambios bacterianos mas
diversos, con aumento en el filo Firmicutes
(Sulfobacillus p = 0,02, Enterococcus faecalis p =

0,02), Bacteroidetes (Hymenobacter p = 0,04),
Proteobacteria (p = 0,04), Actinobacteria
(Amycolatopsis p = 0,04), Fusobacterium

(Leptotrichiaceae p = 0,04) después del tratamiento en
comparacion con antes (fig. 21*-25%).

El grupo G-DMT + HOM present6 una menor
abundancia relativa en algunos componentes de
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Firmicutes (Oscillospira p = 0,01, Lachnoclostridium p
= 0,03, Lachnospiraceae p = 0,03) y Proteobacteria
(Helicobacteraceae p = 0,01, Undibacterium p = 0,03)
después del tratamiento, en comparacion con la base.
El grupo con solo tratamiento homeopatico (G-HOM)
tuvo Eubacterium oxidorreducens reducido después
del tratamiento, en comparacibn con la primera
muestra (p = 0,03) (fig. 25*-32%).

4. Discusién

Nuestros datos no revelaron cambios
importantes en la diversidad entre pacientes con EM y
CS, antes o después de cualquier tipo de tratamiento.
En comparacion con CS, los pacientes no tratados
presentaron un aumento de Prevotella estercérea y
una disminucion de los niveles de Actinobacteria y
Faecalibacterium prausnitzii. Los cambios
taxonomicos después de dos meses de tratamiento
fueron ligeramente diferentes, con un aumento en las
concentraciones de Gemella y una disminucién en
Ruminococus para sujetos con EM. Las
comparaciones entre grupos después del tratamiento
enfatizan diferentes modificaciones taxonémicas. Por
ejemplo, los pacientes tratados con tratamiento
homeopético tuvieron un aumento de
Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila
y Bacteroides en comparaciébn con la terapia
combinada. Ademas, hubo resultados significativos de
diversidad beta para el tratamiento con homeopatia
versus homeopatia combinada con teriflunomida y
también para homeopatia versus interferén betala.
Analizando los cambios que han ocurrido en el tiempo,
entre las dos muestras, notamos una disminucion de
los niveles de Ruminococus, Lachnospiraceae y
Eubacterium oxidorreducens entre los pacientes
tratados con EM en comparacién con su muestra
inicial. La homeopatia indujo con el tiempo la reduccion
de Eubacterium oxidoreducens.

Existe consenso en que una microbiota
saludable se caracteriza por un equilibrio entre los
microorganismos y el huésped, con una gran
diversidad, resiliencia y estabilidad, para mantener la
homeostasis y las funciones inmunitarias del huésped
(Freedman et al., 2018). Aunque los factores externos
pueden modificar rapidamente la microbiota, las
bacterias sanas y estables vuelven a su composicion
original y cambian solo con habitos persistentes. Una
mayor biodiversidad significa mayores diferencias en
las especies vy, por lo tanto, mas funciones biolégicas
pueden ejercer, una mejor estabilidad, la capacidad de
resistir a los cambios y recuperarse (Riccio y Rossano,
2018). La disbiosis se refiere a un desequilibrio en la
composicién bacteriana, con un aumento de
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microorganismos nocivos y una disminucion de las
especies beneficiosas con un cambio hacia un estado
inflamatorio (Freedman et al., 2018).

Notamos en los perfiles de microbiota de nuestra
cohorte de EM un aumento en Firmicutes y
Actinobacteria 'y una disminucibn en el filo
Bacteroidetes. Estos cambios son especificos para
una dieta occidental tipica alta en grasas y azlcar,
donde Firmicutesson son mas capaces de exiraer
energia de los alimentos, promoviendo el aumento de
peso. Por otro lado, una dieta basada en hidratos de
carbono complejos, rica en fibras, favorece el aumento
de Bacteroidetes y metabolitos benéficos (Magne et
al., 2020).

Las terapias de EM podrian modular la microbiota
intestinal, pero la evidencia no est4 bien establecida en
estudios humanos hasta el momento. El interferon beta
inhibe las células T y las citoquinas proinflamatorias,
estimula las células T reg. y las células B supresoras,
modula la interaccion entre los microbios y las células
epiteliales y estabiliza la barrera intestinal mediante la
regulacion positiva de las proteinas de union estrecha
en las células endoteliales. La teriflunomida inhibe la
dihidrofolato deshidrogenasa, la sintesis de pirimidina
y las citoquinas proinflamatorias y podria influir en la
microbiota intestinal al suprimir la via de sefalizacion
STAT-6, aumentando las células T reg. especificas
(Camara-Lemarroy et al., 2018; Baecher-Allan et al.,
2018).

4.1 Comparacion entre pacientes con EM y pacientes

CS al inicio del estudio

En nuestro estudio, ninguna de las métricas de
diversidad alfa o beta difiri6 significativamente entre los
pacientes con EM y los CS, antes de iniciar el
tratamiento. Esto sugiere que la microbiota de los
pacientes con EM no muestra signos de tendencias
inusuales, lo que concuerda con la investigacion
bibliogréafica (Mirza et al., 2020). A nivel de taxonomia,
observamos varios organismos que tenian una
abundancia relativa significativamente diferente entre
los casos de EM y los de CS. Actinobacteriaes un
microorganismo beneficioso que tiene un papel en la
formacion del sistema inmunolégico (Adamczyk-Sowa
et al.,, 2017) y es menor entre los pacientes con EM.
Bifidobacteria se reduce entre nuestra cohorte de EM.
La literatura proporciona datos contradictorios con
respecto a su papel en las enfermedades inmunitarias,
pero la mayoria de los estudios han demostrado que
Bifidobacteria induce una respuesta inmune
antiinflamatoria (Budhram et al., 2017;Tankou et al.,
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2018). El género Prevotella es una bacteria bien
estudiada en la EM, implicada en el metabolismo de
los fitoestrégenos, generalmente aceptada como
menos prevalente en la EM y mas presente en los
pacientes tratados. Chen et al., 2016; Marrén et al.,
2021). Nuestros pacientes con EM presentaron niveles
mas altos de una especie Prevotella estercorea en
comparacion con CS, antes o después del tratamiento,
pero no hay datos relevantes sobre el género
Prevotella. Esto probablemente se deba al hecho de
que este género tiene varias especies con diferentes
roles (Mirza et al., 2020).

Algunos metabolitos bacterianos pueden influir
directamente en el sistema nervioso central, como los
acidos grasos de cadena corta (AGCC) que tienen un
papel inmunosupresor en la mucosa intestinal.
Faecalibacterium prausnitzii y Bacteroides coproéfilos
participan en el metabolismo de SCFA (Freedman et
al., 2018). Bacteroides es una bacteria beneficiosa que
promueve la IL-10 y generalmente esta presente en
niveles mas bajos en los casos de EM.
Faecalibacterium prauznitzii se establece como un
marcador de una microbiota saludable y se encuentra
empobrecido entre los pacientes con EM, como se
puede observar en la literatura (Tremlett et al., 2016) y
también en nuestra cohorte. Todas estas diferencias
en la taxonomia bacteriana en comparacién con la CS
sugieren una disbiosis para la microbiota de la EM.

4.2. Comparacion entre grupos después del

tratamiento

Al analizar si el tratamiento (de cualquier tipo)
en el caso de la EM modifica significativamente la
microbiota, destacamos que no hay un cambio
importante en la diversidad alfa o beta para los
pacientes con EM en comparacion con los CS, en los
dos meses posteriores al inicio de cualquier forma de
terapia. como lo sugiere la investigacion bibliogréfica
(Mirza et al.,, 2020). En cuanto a los cambios de
taxonomia, Ruminococus es una bacteria beneficiosa
y generalmente se restaura en casos de EM después
de TME (Zhu et al., 2020), nuestros datos reflejan una
menor abundancia relativa entre los pacientes con EM
en comparacion con los CS de la segunda muestra.
Clostridium es una bacteria productora de butirato
involucrada en la produccion de células T reguladoras
y la citocina antiinflamatoria IL-10 (Miyake et al., 2015)
y se reduce entre los pacientes con EM después del
tratamiento.

Las diferencias entre grupos después de dos
meses de terapia perfilan una posible intervencion de
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Figura 1. Analisis de las coordenadas principales de Bray-Curtis (PCoA), homeopatia + teriflunomida (G-TER + HOM) vs grupo de homeopatia (G-HOM), muestra 2.
El valor de diversidad de Bray-Curtis cuantifica la diferencia entre el grupo con homeopatia y teriflunomida y el grupo con homeopatia, después de dos meses de
tratamiento. La figura de la derecha muestra una elipse de confianza del 95% para cada grupo. Los resultados de la prueba PERMANOVA se incluyen en la tabla.

factores de confusion: TME o tratamiento
homeopatico sobre el microbioma intestinal. La
homeopatia podria influir en la microbiota intestinal,
como sugieren nuestros datos. Los cambios entre los
pacientes que recibieron cualquier forma de TME (G-
TME) y una combinacién de TME y homeopatia (G-
TME + HOM) son sutiles, pero notamos una gran
cantidad de diferencias significativas con respecto a la
abundancia relativa de bacterias entre los subgrupos,
con cambios parcialmente inconsistentes vy
contradictorios. El par G- IFN y G-IFN + HOM destaca
una posible influencia de la homeopatia en los
pacientes tratados con interferén betala, mientras que
el par G-TER y G-TER + HOM sugiere su influencia en
los pacientes con teriflunomida.
En comparacion con la terapia combinada, los
pacientes que recibieron homeopatia presentaron un
aumento de Akkermansia muciniphila, una especia
polémica, con un papel desconocido en la maduracion
inmune, el cual estaba elevado entre los pacientes con
EM no tratados (Cekanavicute et al., 2017). Los
experimentos in  vitro destacan su papel
proinflamatorio, pero los estudios in vivo no han
reproducido estos efectos, sino todo lo contrario,
podria tener una funcion benéfica para algunos
trastornos metabdlicos. Aunque la eleccién terapéutica
no influencia la diversidad alfa para cualquier grupo,
encontramos diferencias aisladas en la diversidad
beta, similar a nuestra investigacién bibliografica
(Mirza et al., 2020). Nuestros hallazgos se relacionaron
con la homeopatia y el interferon betalA como
tratamientos que podrian modificar la diversidad del
microbioma. La diversidad beta del grupo que recibid
tratamiento homeopatico fue diferente a la del grupo
tratado con una combinacién de homeopatia y
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teriflunomida. Ademas, el grupo tratado con
homeopatia tuvo una diversidad beta diferente al grupo
tratado con interferdn beta1A, todos los valores de p se
presentan en Tabla 3. Con un valor de p
estadisticamente no significativo de 0,06, cercano a
0,05, el grupo tratado con interferén tuvo un cambio
menor en la diversidad beta en comparacion con el
grupo de interferébn y homeopatia. Estos resultados
sugieren que la homeopatia podria tener un papel en
la diversidad beta de los pacientes con EM, pero se
requieren mas estudios.

Analizando la abundancia relativa en los filos y

especies seleccionadas, notamos una disminuciéon
para Firmicutes para el grupo que recibi6 la terapia
combinada en comparacién con otros grupos, pero no
estadisticamente significativo. Los Firmicutes estan
relacionados con tiempos de recaida mas cortos en la
EM (Arena y Baranzini, 2018), por lo que la
combinacion de estas dos terapias podria ser
beneficiosa para retrasar el progreso de la
enfermedad.
Las dos bacterias beneficiosas involucradas en el
metabolismo de los SCFA, Bacteroides vy
Faecalibacterium prauznitzii, tienen abundancias
relativas similares para el grupo CS y homeopatia, de
aproximadamente 12% para Bacteroides vy
respectivamente 7% para faecalibacterium. Esto
sugiere que el tratamiento homeopéatico podria
desempefiar un papel en el mantenimiento del
equilibrio de estos microorganismos saludables.

4.3. Comparacion en el tiempo (entre la
segunda y la primera muestra)
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Se analizaron los cambios del microbioma en
el tiempo para la cohorte de EM, donde los resultados
describen los efectos de todos los tratamientos
aplicados en nuestro estudio: TME, homeopatia o una
combinacion de ambos. Los pacientes tratados con EM
presentaron cambios bacterianos mas diversos, de
multiples filos, lo que sugiere que el tratamiento puede
tener una influencia positiva en la microbiota en
general. Los pacientes tenian una menor abundancia
relativa de  Lachnospiraceae, = Ruminococcus,
Eubacterium oxidorreducens después del tratamiento,
como se esperaba por la investigacion de la literatura
(Mirza et al., 2020). Lachnospiraceae esta involucrado
en la reduccion de la permeabilidad de la mucosa a
través de la produccién de SCFA y el aumento de la
expresion de proteinas de union estrecha en las
células epiteliales (Rinninella et al., 2019).

Para los dos grupos que incluian homeopatia,

G-TME + HOM y G-HOM, las bacterias mas
prevalentes antes del tratamiento se atenuaron en la
segunda muestra. Esto sugiere que el tratamiento
homeopatico o su combinacibn con TME tuvo un
impacto en la microbiota intestinal después de dos
meses de tratamiento.
El tratamiento homeopético no se ha estudiado en la
microbiota intestinal entre los pacientes con EM y no
se encontraron estudios relevantes con los que
comparar nuestros hallazgos. Nuestros pacientes que
recibieron solo un tratamiento homeopéatico
presentaron una relativa estabilidad después de 2
meses de tratamiento, con la unica modificacion
estadisticamente  significativa de  Eubacterium
oxidorreducens, menos abundante en la segunda
muestra. Ademas, en el grupo tratado con una
combinacion de terapias, hay algunas especies
bacterianas que fueron menos abundantes en la
segunda muestra. Estos resultados sugieren que los
pacientes tratados con homeopatia podrian tener un
microbioma mas estable.

4.2. Fortalezas y limitaciones

Nuestro estudio tiene una contribucion en este
campo médico porque analiza muestras intestinales en
una forma dinamica, comparando no solo la exposicion
al tratamiento sino también los cambios que ocurren en
el tiempo. Ademas, es Unico porque también introduce
el tratamiento homeopéatico como un posible factor de
confusién.

Como posibles factores limitantes, no se pueden
excluir ni cuantificar todos los compuestos ambientales
y dietéticos que puedan interferir y modificar la
microbiota en dos meses. Se necesitan mas estudios.
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5. Conclusiéon

La microbiota de la EM se caracteriza por disbiosis,
con varios cambios taxonO6micos en comparacién con
la CS. En pacientes con EM no tratados encontramos
una mayor abundancia de Prevotella estercorea y una
reducciobn de actinobacterias, bifidobacterias y
cambios. Los pacientes tratados con EM tenian una
microbiota diferente en comparacién con los CS, con
Bifidobacterium, = Ruminococcus y Clostridiales
reducidos y una mayor prevalencia de Gemella,
Megaspherae y Prevotella estercorea.

Comparando la segunda muestra con la primera,
destacamos las modificaciones en la microbiota de la
EM en el tiempo, como la disminucion
Lachnospiraceae y Ruminicocus e incremento en la
Enterococcus faecalis. Estos cambios dinamicos
pueden deberse al tratamiento de la EM.

En general, la exposicion al tratamiento tuvo una
pequena influencia en la diversidad del microbioma.
Las Unicas modificaciones de diversidad
estadisticamente significativas que encontramos
implicaron el efecto del tratamiento homeopatico en los
indices de diversidad beta, en comparacién con el
efecto de los farmacos inmunomoduladores.

Eubacterium oxidorreducens también se redujo
después del tratamiento homeopatico. Nuestros
resultados sugieren que el tratamiento homeopético
también influye en la microbiota intestinal.

Este estudio destaca el importante papel de la
microbiota intestinal en la EM y plantea otras vias para
estudiar. El microbioma es un vasto ecosistema,
influenciado por numerosos factores que no se pueden
cuantificar por completo. Nuestro proyecto se centrd en
los cambios dinamicos en la microbiota y la posible
influencia de algunos TME especificos, asi como en la
homeopatia como medicina complementaria y
alternativa utilizada en la practica clinica.
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Aprobaci6n ética

El estudio se realiz6 de acuerdo con la Declaracién de
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