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RESUMEN

El estudio de la microbiota intestinal ha recibido una importancia creciente durante los
ultimos afios; reconociéndose cada vez mas la relacion entre la microbiota intestinal y
la salud humana. Actualmente esta bien establecido que una microbiota intestinal
saludable es en gran parte responsable de la salud general del huésped, y su alteracién
se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades mas alla de las enfermedades
infecciosas clasicas. Entre ellas destacamos el carcinoma colorrectal (CCR) siendo cada
vez mas claros los roles de los microorganismos intestinales que inician y facilitan el
proceso de CCR mediante diferentes mecanismos.

Ademas, el CCR es la neoplasia que con mayor frecuencia se asocia al déficit de vitamina
D. Muchos estudios muestran que la vitamina D inhibe la proliferacion y promueve la
diferenciacidn epitelial de lineas celulares que expresan el receptor de vitamina D.

La importancia de estos estudios radica en que el CCR ocupa el tercer cancer mas
incidente en hombres y el segundo en mujeres. Siendo el segundo en
mortalidad causando hasta 690.000 muertes/afio.

ABSTRACT

The study of the intestinal microbiota has received increasing importance in recent
years; increasingly recognizing the relationship between the gut microbiota and human
health. It is now well established that a healthy intestinal flora is responsible for the
general health of the host, and its alteration has been related to the development of
diseases beyond classical infectious diseases. Among them, we highlight colorectal
carcinoma (CRC), with the roles of intestinal microorganisms that initiate and facilitate
the CRC process through different mechanisms becoming increasingly clear.

In addition, CRC is the neoplasm most frequently associated with vitamin D deficiency.
Many studies show that vitamin D inhibits proliferation and promotes epithelial
differentiation of cell lines that express the vitamin D receptor.

The importance of these studies lies in the fact that CRC is the third most common
cancer in men and the second in women. It ranks second in mortality causing up to
690,000 deaths/year.



INTRODUCCION

La Microbiota es clave en el mantenimiento de la salud humana ejerciendo un papel
crucial en la homeostasis inmunoldgica y metabdlica. Su alteracién (disbiosis), se ha
asociado con la patogenia de muchas enfermedades e infecciones y actualmente se
considera una fuente potencial de terapias novedosas (Thursby & Juge, 2017). Aunque
la microbiota intestinal se ha estudiado durante varias décadas ha sido durante los
ultimos 15 afios cuando ha recibido una atencién creciente (Cani, 2018).

En esta revisiéon trataremos el impacto de la microbiota intestinal en el céncer
colorrectal (CCR) al ser una de las enfermedades gastrointestinales malignas mas
estudiadas por su elevada prevalencia y debido a la evidencia experimental del papel
clave que ejerce la microbiota intestinal en su desarrollo (Tilg et al., 2018). Ademas,
trataremos también el efecto antitumoral de la vitamina D debido a los hallazgos de que
la microbiota intestinal se ve alterada por deficiencias en vitamina D y que la disfuncién
del receptor de la vitamina D origina disbiosis (Song et al., 2020).

OBJETIVOS Y METODOLOGIA

El objetivo de este trabajo es realizar una exhaustiva revisién bibliografica sobre los
articulos y estudios publicados hasta la fecha acerca del papel de la microbiota intestinal
en el cancer colorrectal y del papel que juega la microbiota intestinal y las deficiencias
de vitamina D en el desarrollo de disbiosis y tumorogénesis. Para recopilar toda esta
informacién se han usado bases de datos como PubMed y UptoDate, haciendo una
seleccion de articulos que son citados en el apartado de bibliografia. Ademas, para el
desarrollo de la revisidn se han consultado también libros y fuentes de soporte digital.

LA MICROBIOTA INTESTINAL

El tracto gastrointestinal humano presenta un microbioma diverso y dinamico que
comprende bacterias, arqueas, virus y microbios eucariotas, que varian en composicién
de un individuo a otro (Shabana et al., 2018). Esta poblacion de microorganismos se
denomina microbiota intestinal y ha evolucionado conjuntamente con el huésped
durante miles de afios para formar una relaciéon compleja y mutuamente beneficiosa. Se
ha estimado que el nimero de microorganismos que habitan el tracto gastrointestinal
supera los 10 4. Anteriormente se habia estimado que habia 10 células procariotas por
cada célula eucariota, pero cdlculos recientes han demostrado que la proporcion es
aproximadamente 1:1 (Thursby & Juge, 2017). Este dato viene de que la microbiota
intestinal del colon es la que mas contribuye al niimero total de bacterias: 3,8x 10 3 (el
resto de bacterias en otros drganos es menor de 10%?) y algo parecido ocurre con las
células humanas: 3x 1013, de las que las células sanguineas son las que més contribuyen
con 25 x10 *? y las demads células con 5 x10 12, total células humanas: 3x 103,



Los dominios Eukarya y Archaea también estdn presentes en el intestino, pero son las
bacterias las que predominan claramente. Los humanos adultos son colonizados por
microbios de 12 phylum y al menos una divisién de Archaea. La microbiota intestinal
estd dominada por 3 phyla bacterianos: Firmicutes (Gram-positivas) (60%),
Bacteroidetes (Gram-negativas) (25%) y Actinobacteria (Gram-positivas) (8%) y ya en
menor proporcidn estdn Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Cyanobacteria,
Actinobacteria y Spirochaetes (Thursby & Juge 2017).

METODOS DE DETECCION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Antes de la llegada de las tecnologias de secuenciacidon masiva, la elaboracion de perfiles
precisos de las composicion microbiana era un desafio siendo solo una pequeia
proporcién los microorganismos que podian cultivarse (Malla et al., 2019). Utilizando
técnicas basadas en cultivos, se pueden aislar solo entre el 10% y el 25% de la
microbiota, y esto se debe a que la mayoria de los microorganismos en el intestino son
anaerdbicos. Posteriormente, con las mejoras en las técnicas de cultivo anaerdbico, se
identificaron géneros como Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium (Jandhyala, 2015).

La presuncién de que una gran proporcion de la microbiota intestinal humana no estaba
aun cultivada impulsé el desarrollo de enfoques independientes del cultivo como la
metagendmica, metatranscriptémica, metaprotedmica y metaboldmica para descubrir
las identidades y funciones de los microorganismos no cultivados hasta ahora (Milani
et al., 2017).

Una técnica que se sigue empleando basada en el cultivo es denominada culturémica.
Consiste en la siembra de diluciones seriadas de la misma muestra en agar con
diferentes condiciones de cultivo y después del crecimiento se aisla cada colonia. El
primer paso de identificacién de cada colonia se completa mediante espectrometria de
masas (MALDI-TOF). Cuando no es posible la identificacion por MALDI-TOF, la colonia
bacteriana se analiza mediante amplificacion de ARN 16S y se secuencia,
proporcionando su denominacién taxonémica (Amrane et al., 2018). Con este avance se
ha conseguido que la diferencia entre las especies bacterianas que residen en el
intestino humano y que aun no habian sido cultivadas y las que se han aislado y cultivado
disminuya. Se ha informado que aproximadamente el 56% de las bacterias intestinales
detectadas mediante enfoques NGS tienen representantes cultivados (Milani et al.,
2017).

Con la disponibilidad de tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento, el estudio de
la microbiota intestinal actualmente consta de dos etapas principales: secuenciacion de
genes bacterianos y analisis bioinformatico (Jandhyala, 2015). La secuenciacién dirigida
(ARN 16Sr) y la secuenciacion del metagenoma completo son dos enfoques de
secuenciacion diferentes utilizados para estudiar la microbiota (Malla et al., 2019).

La secuenciacidon del gen de ARNr 16S como marcador filogenético conservado
representa la metodologia estandar actual para identificar la taxonomia microbiana
(Milani et al., 2017). Esta técnica hace coincidir la secuencia de ADN amplificada usando
un conjunto de cebadores universales basados en el ARNr 16S altamente conservado
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con secuencias de taxones bacterianos conocidos (Malla et al., 2019). La secuenciacidn
de genes bacterianos implica el andlisis metagendmico del ADN que codifica el ARNr
16S. La region 16S del gen bacteriano es pequeiia (tamafio de 1,5 Kb) y muy conservada,
con 9 sitios hipervariables que son suficientes para diferenciar varias especies
bacterianas. Las regiones comunes para la identificacién bacteriana en el ARNr 16S son
V3, V4, V6 y V8 (Jandhyala, 2015).

Las regiones del gen ARNr 16S bacteriano, se agrupan por dos enfoques principales.
Primero, las secuencias se pueden agrupar en filotipos de acuerdo con su similitud con
secuencias previamente anotadas en una base de datos de referencia. En segundo lugar,
las unidades taxondmicas operativas (OTU) que representan microorganismos similares
se pueden construir agrupando secuencias de novo, basado puramente en su similitud.
Por tanto, se recomienda un método hibrido que combine ambos enfoques (Jovel et al.,
2016).

Con el desarrollo de la tecnologia biomédica, la secuenciacidon de genes bacterianos ha
evolucionado rapidamente desde la secuenciacién de Sanger a varias variaciones de
secuenciacion de nueva generacion (NGS) (Jandhyala, 2015). Las técnicas basadas en
NGS se pueden usar para secuenciar el gen 16s ARN y para la secuenciacion de todo el
ADN mediante el método “shotgun” que consiste en secuenciar fragmentos aleatorios
(Malla et al., 2019).

Con el método shotgun se puede secuenciar todo el ADN mediante fragmentos
extraidos de la muestra a analizar. Supone una ventaja respecto a la amplificacién del
ARNr 16S al proporcionar mas informacién al incluir aspectos funcionales de la
composicidon microbianay al no sufrir los sesgos de amplificacién del ARNr 16S. Los datos
que aporta esta técnica se pueden emplear para explorar genes que participan en
procesos metabdlicos como los involucrados en la biosintesis, para establecer aspectos
funcionales del microbioma intestinal, como la resistencia a los antibidticos y para
reconstruir genomas completos o parciales de taxones no cultivados hasta ahora (Milani
et al., 2017).

Se han desarrollado varias plataformas NGS diferentes de uso comun. Algunas de ellas
son Roche 454 GS FLX, Illumina (MiSeq y HiSeq), lon Torrent, lon Proton, SOLiD 5500
series y Oxford Nanopore (Malla et al., 2019).

Aunque las tecnologias NGS son muy potentes tienen el inconveniente de que usan
lecturas cortas de unos 150-300 bp. Los NGS dependen de la amplificacién por la
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y cuando el contenido en G+C es alto, la PCR
es ineficiente. Ademas, los genomas a veces tienen secuencias repetidas que pueden
dar lugar a ensamblajes incorrectos.

Recientemente se ha introducido la secuenciacién Single-Molecule Real-Time
Sequencing (SMRT) o secuenciacién de tercera generacién (TGS) comercializada por
Pacific Biosciences (PacBio) con capacidad para generar lecturas largas de hasta 30,000
pb gue no requiere amplificacién por PCR y permite secuenciar DNAs que contienen
elementos altamente repetitivos (van Dijk et al.,, 2018). Otra tecnologia introducida
recientemente que permite lecturas largas y que no requiere amplificacion por PCR es



la secuenciacién con nanoporos de Oxford Nanopore (ONT). Ambas tecnologias
permiten obtener ensamblajes de genomas de una altisima calidad y detectar
directamente modificaciones epigenéticas en el DNA.

La metabolémica es otro campo en rapida expansion de la investigacidn de la microbiota
intestinal que evalla las pequefias moléculas asociadas con el metabolismo bacteriano
huésped que tiene implicaciones en la salud y la enfermedad. Los datos compuestos de
la microbiota intestinal y el metaboloma proporcionan actualmente la mejor evidencia
que puede demostrar la asociacion de la salud y con los diferentes estados de
enfermedad (Jandhyala, 2015). Otras técnicas de alto rendimiento son la
metatranscriptdmica para analizar los genes expresados y la metaprotedmica para la
deteccion e identificacion de proteinas (Shabana et al., 2018).

ESTABLECIMIENTO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Anteriormente se pensaba que el tracto gastrointestinal (TGI) era colonizado por
microbios después del nacimiento, sin embargo, se ha visto que hay una translocacién
de bajo nivel de algunas bacterias de la madre al feto a través de la placenta, ya que se
han detectado muchos microbios no patdgenos de los phyla Firmicutes, Tenericutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes y Fusobacteria en las primeras heces (meconio) de bebés
recién nacidos sanos. El intestino del bebé es colonizado rdpidamente por
microorganismos de la madre y del medio ambiente (Shabana et al., 2018). Los tipos de
microorganismos que colonizan varian influidos por factores placentarios en la etapa
prenatal, por el modo de parto y la edad gestacional en la etapa neonatal y en la etapa
postnatal es modificado por diferentes factores destacando la lactancia materna (Milani
et al., 2017).

Los bebés nacidos por via vaginal entran en contacto con la microbiota vaginal y fecal
materna, lo que resulta en la colonizacidn del intestino neonatal por microorganismos
asociados a la vagina como Lactobacillus y Prevotella. Por el contrario, los bebés que
nacen por cesarea tienen mas probabilidades de ser colonizados por microorganismos
ambientales de la piel materna, el personal del hospital o el entorno hospitalario
predominando Staphylococcus, Corynebacterium y Propionibacterium (Milani et al.,
2017).

Como hemos comentado, la leche materna ejerce un papel crucial en la composicion de
la microbiota a través de la transmisidon de la microbiota de la leche al intestino del
lactante. Ademas, sirve de proteccion contra especies nocivas gracias a los anticuerpos
maternos secretados y ademads, los oligosacdridos de la leche seleccionan ciertas
especies (Donaldson et al., 2016).

En las primeras etapas del desarrollo, la microbiota es generalmente baja en diversidad
y esta dominada por dos phyla principales: Actinobacteriay Proteobacteria. Durante el
primer afio de vida, la diversidad microbiana aumenta y la composicion de la microbiota
converge hacia un perfil microbiano distinto similar al de un adulto con patrones
temporales que son Unicos para cada bebé. Alrededor de los dos afios y medio, la
composicion, diversidad y capacidades funcionales de la microbiota infantil se asemejan
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a las de la microbiota adulta. Aunque, en la edad adulta, la composicion de la microbiota
intestinal es relativamente estable, todavia esta sujeta a cambios (Thursby & Juge,
2017).

En general, la microbiota intestinal sana esta constituida predominantemente por los
phyla Firmicutes y Bacteroidetes. A esto le siguen los phyla Actinobacteria y
Verrucomicrobia. Aunque este perfil general permanece constante, la microbiota
intestinal presenta diferencias temporales y espaciales en la distribucidn a varios niveles
(Jandhyala, 2015).

BIOGEOGRAFIA DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Se ha descrito una variacidn en la localizacion y densidad microbiana dentro del tracto
digestivo tanto a lo largo del intestino (desde la boca hasta el recto) como en la seccién
transversal (desde el lumen hasta la superficie mucosa del intestino), siendo influida por
gradientes quimicos como el pH, niveles de oxigeno, disponibilidad de nutrientes y
efectores inmunes (Tropini et al., 2017).

A medida que se avanza desde el esofago distalmente al recto, hay una marcada
diferencia en el nimero de bacterias que van desde 10 * por gramo de contenido en el
esdéfago y el estdmago a 10 2 por gramo de contenido en el colon y el intestino distal
(Jandhyala, 2015).

El intestino delgado es mas acido y tiene niveles mas altos de oxigeno y antimicrobianos
que el colon. Por lo tanto, la comunidad microbiana del intestino delgado esta dominada
por anaerobios facultativos de rdpido crecimiento como Proteobacteria y Lactobacillales
que toleran los efectos combinados de los acidos biliares y los antimicrobianos mientras
compiten de manera efectiva tanto con el huésped como con otras bacterias por los
carbohidratos simples que estan disponibles en esta regidon del tracto gastrointestinal
(Donaldson et al., 2016, Tropini et al., 2017).

Por el contrario, en el intestino grueso el flujo es mas lento y el metabolismo favorece
la fermentacidon de polisacdridos complejos derivados del material vegetal no digerido
(fibra) o del moco del huésped (Tropini et al., 2017) . Los phyla predominantes que
habitan el intestino grueso incluye Firmicutes y Bacteroidetes (Jandhyala, 2015). Y los
ordenes predominantes son Bacteroidales y Clostridiales (Tropini et al., 2017).

El colon humano también alberga patdgenos primarios como Campylobacter jejuni,
Salmonella enterica, Vibrio cholerae, Escherichia coli y Bacteroides fragilis, pero con
poca abundancia (0,1% o menos de todo el microbioma intestinal). La abundancia del
phylum Proteobacteria es generalmente baja; y su ausencia junto con una gran
abundancia de géneros como Bacteroides, Prevotella y Ruminococcus sugiere una
microbiota intestinal saludable (Jandhyala, 2015).

Ademas de la variacion en la composicidn microbiana longitudinalmente, varios factores
del huésped impulsan las diferencias sobre el eje transversal desde el lumen hasta la
superficie mucosa del intestino (Donaldson etal., 2016) (Fig.1). Bacteroides,



Bifidobacterium, Streptococcus, géneros de la familia Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Clostridium, Lactobacillus y Ruminococcus son los géneros microbianos luminales
predominantes (se pueden identificar en las heces). Clostridium, Lactobacillus,
Enterococcus y Akkermansia son los géneros predominantes asociados a la mucosa
(detectados en la capa mucosa y en las criptas epiteliales del intestino delgado)
(Jandhyala, 2015).

La asociacién cercana de bacterias con la superficie epitelial y las criptas parecen ser
caracteristicas comunes del colon proximal y ciego donde la capa interna de moco es
menos densa y mas penetrable por bacterias que el colon distal (Tropini et al., 2017).

Dominant gut phyla:

Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia

Predominant families in the:

Small intestine Colon
Lactobacillaceae, Bactercidaceae, Prevotellaceae,

Enterobacteriaceae Rikenellaceae, Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae Inter-fold regions
Lachnospiraceae,
Bile \l Ruminecoccaceae
-y ;

duct

Ascending

Digesta
Bacteroidaceae,
Prevotellaceae,
Rikenellaceae

M Appendix
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Figura 1. Habitats microbianos en el tracto gastrointestinal inferior humano. Los phyla dominantes en
el intestino son Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia. Las familias
bacterianas dominantes del intestino delgado y del colon reflejan diferencias fisioldgicas a lo largo del
intestino. Gradiente de oxigeno, péptidos antimicrobianos (incluidos los acidos biliares, secretados por el
conducto biliar) y el pH limitan la densidad bacteriana en el intestino delgado, sin embargo, en el colon se
observa una alta carga bacteriana. En el intestino delgado, dominan las familias Lactobacillaceae y
Enterobacteriaceae, mientras que el colon se caracteriza por la presencia de especies de las familias
Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae, Lachnospiraceae y Ruminococcaceae.. (Adaptado de
Donaldson, et al 2016).



VARIACION GLOBAL DE LOS METAGENOMAS INTESTINALES. ENTEROTIPOS

La secuenciacion masiva de ADN ha sido empleada en estudios a gran escala como el
Proyecto Human Microbiome (HMP) con sede en EE. UU (HMP Consortium) y el
metagenoma del tracto gastrointestinal humano (MetaHit) con sede en Europa. Tanto
el MetaHit como el HMP han caracterizado la microbiota intestinal saludable y cdmo se
altera ésta en estado de enfermedad (Costea et al., 2018). El HMP tuvo una duracion de
10 afios organizandose en 2 fases: HMP1 y HMP2. EI HMP1 se centré en la
caracterizacion de los microorganismos de diversos sitios del cuerpo en sujetos adultos
sanos e incluyd un conjunto de proyectos que se centraron en enfermedades o
trastornos especificos. EIl HMP2 estudié los cambios en tres situaciones: embarazo,
enfermedades inflamatorias del intestino y prediabetes (Fig. 2), (The Integrative
HMP (iHMP) Research Network Consortium, 2019).

El MetaHIT se centré en la correlacién entre el microbioma y las enfermedades
intestinales sobre todo la obesidad y la Ell. EIl MetaHIT mostré que el 40% de los
genes se compartian entre la mayoria de los individuos y representaban un
metagenoma central. Ademas, demostré que el 99.1% de los genes eran de origen
bacteriano y la mayoria de los genes restantes eran de arqueas y un numero
relativamente pequeio de genes eucariotas y virales (The Integrative HMP (iHMP)
Research Network Consortium, 2019).
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composition pathways sequences genomes
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Figura 2. Organizacion del Proyecto de Microbioma Humano (HMP) de NIH en dos fases (HMP1 y HMP2).
El HMP1 se centrd en caracterizar comunidades microbianas de numerosos sitios del cuerpo (oral, nasal,
vaginal, intestinal y de la piel). El HMP2 se centré en afecciones asociadas con el microbioma:
embarazo, enfermedades inflamatorias intestinales y prediabetes («The Integrative Human Microbiome
Project», 2019).



Los datos de MetaHIT y del Proyecto de Microbioma Humano identificaron 2172
especies, clasificadas en 12 phyla, de las cuales el 93,5% pertenecen a Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes. Tres de los 12 phyla identificados contenian
s6lo una especie aislada de humanos, incluida una especie intestinal, Akkermansia
muciniphila, el Unico representante conocido del phylum Verrucomicrobia. En los seres
humanos, 386 de las especies identificadas son estrictamente anaerdbicas y por tanto,
se encuentran generalmente en regiones mucosas como cavidad oral y tracto
gastrointestinal (Thursby & Juge, 2017).

La microbiota se puede estratificar en enterotipos lo que resulta util para comprender
mejor los procesos que participan en la salud y enfermedad humana. El concepto
enterotipo fue establecido en 2011 por Arumugam y colaboradores (Arumugam et al.,
2011) al observar que la microbiota intestinal se podria estratificar en 3 enterotipos
segun la abundancia de los 3 géneros siguientes: Bacteroides (enterotipo 1), Prevotella
(enterotipo 2) y Ruminococcus (enterotipo 3). Estos enterotipos pueden diferir en
propiedades funcionales y ecoldgicas. Se ha demostrado que Prevotella aumenta en
individuos con dietas no occidentales y/o ricas en fibras ya que las hidrolasas de
Prevotella estan especializadas en la degradacion de fibras vegetales. Bacteroides se ha
asociado con dietas enriquecidas en proteinas animales y grasas saturadas debido a la
presencia de enzimas especializadas en degradar carbohidratos animales (Cheng & Ning,
2019).

Esta estratificacion es a nivel de género sin tener en cuenta las variaciones a nivel de
especie y cepa. Existen limitaciones ya que la estratificacion sdélo refleja la estructura
mas compleja dentro del espacio poblacional (Costea etal.,, 2018). Ademads, el
enterotipo estd influenciado por varios factores no siendo constantes para los
individuos. La ingesta dietética y la administracion de antibidticos tienen un impacto
significativo en la microbiota. Otros factores como la dieta, el estilo de vida y el estrés
ambiental varian con la edad haciendo de la edad una combinacién de estos factores
con influencia en los enterotipos (Cheng & Ning, 2019). Se habia especulado que la
estratificacidn en enterotipos se podria utilizar en la practica clinica de forma andloga al
indice de masa corporal donde los limites son una guia para el riesgo de enfermedad del
paciente (Costea et al. 2018). Sin embargo, la evidencia que rodea la existencia y la
formacidn de estos enterotipos es controvertida y no explica la distribucidn relativa de
las diferentes clases de organismos en los distintos individuos observandose incluso que
los enterotipos son mas continuos que discretos, como se ve en la Figura 3 (Cheng &
Ning, 2019).
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Figura 3. Los enterotipos podrian ser continuos mas que discretos, (Adaptado de Cheng and Ning 2019).

FUNCIONES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

La microbiota intestinal mantiene una relaciéon simbidtica con la mucosa intestinal e
imparte funciones metabdlicas, inmunolégicas y protectoras que son fundamentales
para una correcta homeostasis (Jandhyala, 2015). La disbiosis puede provocar
alteraciones inmunoldgicas y una mayor susceptibilidad a presentar infecciones y otras
patologias como obesidad, sindrome metabdlico, diabetes, enfermedades
cardiovasculares...

La composicién y la diversidad funcional de la microbiota sigue siendo objeto de estudio.
Se ha visto que los perfiles de genes funcionales presentan una gran similitud entre
individuos, en contraste con la alta diversidad de la composicién de la microbiota. Por
tanto, se estd intentando identificar los microorganismos que tienen funciones similares
y puedan sustituirse entre si (Shabana et al. 2018).

Proteccion

La microbiota proporciona una barrera fisica contra los patdégenos mediante la
produccién de compuestos antimicrobianos y la exclusién competitiva como la
ocupacién de los sitios de unién y el consumo de nutrientes (Sekirov et al., 2010).

Por medio de los componentes estructurales y metabolitos, la microbiota induce la
sintesis de proteinas antimicrobianas (AMP). Los AMP ejercen su funcion por via de un
mecanismo mediado por el receptor de reconocimiento de patrones (PRR) que incluye
receptores tipo Toll (TLRs) y receptores tipo NOD (NDR) y estos a su vez se activan por
patrones moleculares asociados a microbios especificos del organismo (MAMP). La
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interaccion de PRR-MAMP provoca la activacion de varias vias de sefializacién esenciales
para la produccién de AMP, glicoproteinas e IgA. Dado que las células de Paneth residen
en la base de las criptas del intestino delgado, la concentracién de AMP es maxima en
esta ubicacion (Jandhyala, 2015)

Varias cepas probidticas comunmente utilizadas previenen la unién e invasidon de
patégenos bacterianos; asi Lactobacillus y Bifidobacterium han demostrado prevenir la
infeccion por Listeria. Compuestos secretados por Lactobacillus también han
demostrado la disminucién de la colonizacidn por E. coli. Ademds, mediante la
produccién de acido lactico se produce un entorno inhibidor del crecimiento de muchas
bacterias y se potencia la actividad antimicrobiana de la lisozima del huésped al alterar
la membrana externa bacteriana (Sekirov et al., 2010).

Otro mecanismo para el control de cepas patdgenas es la expresion de IgA. La
microbiota, especialmente los Gramnegativos como Bacteroides activan las células
dendriticas que inducen a las células plasmaticas para la produccién de IgA (Jandhyala,
2015).

Inmunomodulacion

El sistema inmunoldgico de las mucosas debe ser tolerante con la microbiota para evitar
la induccion de una respuesta inmune sistémica excesiva y perjudicial, pero debe ser
capaz de controlar la microbiota para evitar su sobrecrecimiento y translocacion a sitios
sistémicos (Sekirov et al., 2010). B. fragilis es una de las bacterias intestinales mas
estudiadas en cuanto a inmunomodulacién. El polisacarido A (PSA), que es un
componente de su capsula envia sefiales a través de células presentadoras de antigenos
para estimular la producciéon de IL-10 por las células T reguladoras. Las bacterias
filamentosas segmentadas (SFB) se intercalan entre las microvellosidades de las células
epiteliales y estimulan el desarrollo de células T helper (TH17) 17, que son importantes
para la inmunidad de la mucosa a los patégenos extracelulares (Donaldson et al. 2016).

Los componentes y las células del sistema inmune que participan en el proceso
inmunomodulador incluyen tejidos linfoides asociados al intestino (GALT), células T
efectoras y reguladoras, células plasmaticas productoras de IgA , células linfoides
innatas del Grupo 3 y macréfagos y células dendriticas de la lamina propia (Jandhyala,
2015). Estas células inmunes estan en contacto con el resto del sistema inmunolégico a
través de los ganglios linfaticos mesentéricos locales (MLN). Ademas de las células
inmunes, el epitelio intestinal también juega un papel en la generacion de respuestas
inmunes a través del muestreo de antigenos extrafios a través de TLR y NLR (Sekirov et
al., 2010).
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Metabolismo

El papel beneficioso de la microbiota en el metabolismo estd involucrado en Ia
adquisicion de nutrientes y en el procesamiento xenobidtico.

Se ha implicado a muchas especies bacterianas en el metabolismo de la fibra dietética a
acidos grasos de cadena corta (AGCC 6 SCFAs) como butirato, propionato y acetato que
representan una importante fuente de energia humana y contribuyen a la prevencién
de acumulacion de subproductos metabdlicos potencialmente tdxicos como el lactato
(Sekirov et al., 2010). Bacteroides, Roseburia, Bifidobacterium, Faecalibacterium se
encargan de la fermentacion de carbohidratos que no tienen una digestion proximal y
oligosacaridos no digeribles dando como resultado AGCC (Jandhyala, 2015). El
propionato y el butirato son reconocidos por receptores acoplados a proteina G como
GPR-41y GPR-43 expresados por las células L- enteroendocrinas (Fig. 4). La estimulacién
de estos receptores desencadena la secrecién de péptidos intestinales implicados en el
metabolismo de la glucosa o en la ingesta de alimentos, tales como el péptido similar al
glucagon (GLP-1) y el péptido YY (PYY). Esto contribuye a reducir la ingesta de alimentos
y acelera el metabolismo de la glucosa. Cambios en el microbioma intestinal inducidos
por desdrdenes metabdlicos dan lugar a una menor produccién de butirato vy
propionato. Estos cambios inducen el paso del LPS a la sangre dando lugar a una
inflamacién de grado medio (Cani, 2018).
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Figura 4. Comunicacion entre microbios y huésped y su impacto en el metabolismo en la salud y en
desérdenes metabdlicos (Adaptado de Cani. 2018).

La microbiota intestinal tiene un impacto positivo en la captacion de los lipidos de la
dieta al suprimir la inhibicion de la actividad de la lipoproteina lipasa en los adipocitos.
Ademas, se ha demostrado que Bacteroides thetaiotaomicron aumenta la eficiencia de
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la hidrdlisis lipidica al regular la expresién de una colipasa, cofactor requerido por la
lipasa pancreatica para la digestion de los lipidos (Jandhyala et al. 2015). La microbiota
intestinal también estad implicada en la regulacién del cotransportador de glucosa/Na en
el epitelio intestinal con un aumento en la captacion de glucosa (Sekirov et al., 2010).
Ademas, se ha visto que los microorganismos de la microbiota son capaces de adaptar
su metabolismo a la disponibilidad de sustrato (Sekirov et al., 2010).

Otra funcién importante es la reduccién del riesgo de formacion calculos de oxalato en
el rifidn. El oxalato que se sintetiza en el intestino como resultado de la fermentacién de
carbohidratos y el metabolismo es contrarrestado por Oxalobacter formigenes, especies
de Lactobacillus y especies de Bifidobacterium (Jandhyala et al. 2015).

En cuanto al metabolismo de la proteinas, la microbiota ejerce su funcion via proteinasas
y peptidasas microbianas junto con las proteinasas humanas. Varios transportadores de
aminodcidos en la pared celular bacteriana facilitan la entrada de aminoacidos desde el
lumen a las bacterias, donde productos génicos convierten los aminodacidos en pequefias
moléculas de senalizacion y péptidos antimicrobianos (Jandhyala et al. 2015).

La sintesis de vitamina K y varios componentes de la vitamina B es otra funcion
metabdlica importante de la microbiota intestinal. Se ha demostrado que miembros del
género Bacteroides sintetizan acido linoleico conjugado que es antidiabético,
antiaterogénico, antiobesogénico, hipolipidémico y que tiene propiedades
inmunomoduladoras. Bacteroides intestinalis, Bacteroides fragilis y también E. coli,
tienen la capacidad de desconjugar y deshidratar los acidos biliares primarios vy
convertirlos en &cidos biliares secundarios, desoxicélicos y litocélicos en el colon
humano (Jandhyala, 2015). La microbiota intestinal normal también juega un papel
importante en el metaboloma saludable ya que aumenta las concentraciones de acido
piravico, acido citrico, dcido fumarico y acido malico en el suero, todos los cuales son
indicadores de un metabolismo de mayor energia. La microbiota intestinal también
participa en la descomposicion de varios polifenoles que se consumen en la dieta. Los
polifenoles, que generalmente permanecen inactivos en la dieta, se biotransforman en
compuestos activos después de la eliminacién del resto de azucar por la microbiota
intestinal (Jandhyala et al. 2015).

Metabolismo de farmacos y xenobidticos

Se ha sugerido que las diferencias interindividuales e interpoblacionales en los
microbiomas con las consiguientes diferencias en los metabonomas explican las
diferentes toxicidades de las terapias de uso comun en diferentes poblaciones
geograficas y culturales (Sekirov et al., 2010, Cani and Jordan 2018).

El papel de la microbiota en el metabolismo de los xenobidticos (Fig.5) puede tener un
fuerte impacto en las terapias de diversas enfermedades en el futuro. Estudios recientes
han demostrado que un metabolito microbiano, el p-Cresol puede reducir la capacidad
del higado para metabolizar el acetaminofeno (paracetamol) debido a la inhibicién
competitiva de las sulfotransferasas hepaticas (Jandhyala, 2015).
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Figura 5. Produccion de metabolitos activos por la microbiota intestinal, (Adaptado de Cani and Jordan
2018).

Integridad de la barrera intestinal y estructura del tracto gastrointestinal

La microbiota intestinal participa en el mantenimiento de la estructura y funcion del
tracto gastrointestinal. Se ha demostrado que varios miembros de la microbiota inducen
la transcripcion de la proteina angiogenina-3 con actividad angiogénica implicada en el
desarrollo de la microvasculatura intestinal y que esta en relacién con la sefializacion a
través de las células de Paneth (Sekirov et al., 2010). Bacteroides thetaiotaomicron
induce la expresion de una pequefa proteina rica en prolina 2A (SPRR2A), que se
requiere para el mantenimiento de los desmosomas en las vellosidades epiteliales. Otro
mecanismo que mantiene las uniones estrechas es la sefializacién mediada por TLR2 que
es estimulada por el peptidoglicano de la pared celular microbiana. Ademas, la cepa
Lactobacillus rhamnosus GG produce dos proteinas solubles, que pueden prevenir la
apoptosis inducida por citoquinas de las células epiteliales intestinales (Jandhyala,
2015).

FACTORES QUE DETERMINAN EL CANCER COLORRECTAL (CCR)

A nivel mundial, el CCR (cancer colorrectal) es la tercera neoplasia maligna diagnosticada
con mayor frecuencia y la segunda causa de muerte por cancer (N. Keum & Giovannucci,
2019). Representa aproximadamente el 10% de todos los casos nuevos de cancer
diagnosticados a nivel mundial (Wong & Yu, 2019). Aproximadamente el 75% de las
muertes por CCR ocurren en personas mayores de 65 afios, con una mortalidad mas alta
en hombres. En Europa, la mortalidad por CCR esta mostrando una tendencia a la baja
en paises como Austria, Francia, Irlanda, Suecia y Noruega, a diferencia de paises del
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Este y Mediterraneo como Espafia, Italia y Grecia que muestran una tendencia en
ascenso. Las diferencias en la incidencia entre paises se atribuyen principalmente a la
dieta (Nistal etal., 2015). Se cree que hasta el 90% del riesgo se debe a factores
ambientales (Janney et al., 2020).

Alrededor del 75% de los casos de CCR no son hereditarios y ocurren de manera
espontanea, mientras que el 25% tienen antecedentes familiares, lo que muestra la
contribucidn combinada de factores genéticos y ambientales (Fig. 6). Sin embargo, solo
entre un 5y un 6% se deben a alteraciones genéticas de alta penetrancia (Nistal et al.,
2015).
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Diet (red meat, fat)
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Figura 6. Factores implicados en el desarrollo de cancer colorrectal. (Nistal et al., 2015).

Tener un familiar de primer grado afectado aumenta al doble el riesgo de desarrollar
CCR, y hasta 4 veces con tres o mas parientes de primer grado afectados. Las formas
mas comunes de CCR hereditario estan relacionadas con sindromes familiares incluido
el cancer de colon hereditario sin pdélipos (HNPCC o sindrome de Lynch) asociada con
mutaciones en la via de reparacion del ADN, genes MMR (mismatch repair),
principalmente MLH1 y MLH2 que desencadenan inestabilidad de microsatélites y la
poliposis adenomatosa familiar (PAF) por mutaciones en el gen supresor de tumores
APC (Adenomatous Polyposis Coli) (Grazioso et al., 2019).

La carcinogénesis colorrectal abarca tres aberraciones genéticas y epigenéticas globales
importantes: la inestabilidad cromosdmica CIN, fenotipo metilador de CpG (CIMP) y
inestabilidad de microsatélites (MSI). La CIN se produce por anomalias en el nimero de
copias cromosdmicas y en la estructura causadas seguramente por errores durante la
mitosis (N. Keum & Giovannucci, 2019). Representa aproximadamente un 80% de todos
los CCR y pueden afectar a la expresién de importantes genes supresores de tumores
como APC, TP53 y SMAD4 (Grazioso et al., 2019). CIMP se trata de una forma de
modificacion epigenética de hipermetilacién en dinucleétidos CG en regiones
promotoras de genes supresores de tumores que silencian la expresion genética. MSI se
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caracteriza por alteraciones en la longitud de microsatélites impulsada por la pérdida
funcional de genes de reparacion de errores de ADN (N. Keum & Giovannucci, 2019).

La APC esta mutada en el 80-90% de los casos hereditarios y espontaneos de CCR. Las
mutaciones de la linea germinal en APC son responsables de PAF, mientras que el 80%
de todas las formas espontaneas de CCR presentan mutaciones somaticas en APC
(Grazioso et al., 2019).

La mayor parte de la carcinogénesis del CCR se debe a la presencia de una lesiéon
precursora benigna definida como un pdlipo. Las lesiones intermedias visibles son
facilmente removibles durante una endoscopia de deteccién y su progresion a CCR
generalmente se produce en menos de 10 afos. Por lo tanto, existe una ventaja para la
prevencion secundaria del CCR (Keum & Giovannucci, 2019).

La progresion de pélipo a cancer implica no sélo acumulacién de multiples mutaciones,
sino también alteracion de diferentes moléculas. Aunque las bases gendmicas y
moleculares pueden diferir, la via convencional para el CCR comienza como un pélipo
adenomatoso benigno que progresivamente se convierte en un adenoma avanzada con
displasia de alto grado y finalmente en un tumor invasivo que conduce a la pérdida del
epitelio epitelial, estructural y funcién (Grazioso et al., 2019).

Otras vias cancerigenas son la via serrada y la via inflamatoria. La via serrada representa
el 10-15% de los CCR esporadicos se produce por la progresién de células normales a
polipos hiperpldsicos, adenomas serrados, sésiles y finalmente cancer. La via
inflamatoria supone menos del 2% de todos los CCR y se relaciona con enfermedades
inflamatorias intestinales. Se produce por una inflamacién crénica, en la que las células
normales progresan a displasia de bajo grado, alto grado y finalmente a cancer (Fig. 7).
El 20% de los pacientes con colitis ulcerosa desarrollan CCR dentro de los 30 afios
posteriores al inicio de la enfermedad (Raskov et al., 2017).
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Figura 7. Vias de carcinogénesis colorrectal (Keum & Giovannucci, 2019).

16



La mayoria de los cdnceres colorrectales (CCR) (> 90%) son adenocarcinoma, una
neoplasia maligna que se desarrolla a partir de células epiteliales glandulares del colon
y el recto; otros tipos raros incluyen carcinoma de células escamosas, carcinoma
adenoescamoso, carcinoma de células fusiformes y carcinoma indiferenciado (Keum &
Giovannucci, 2019).

PAPEL DE LA DIETA Y ESTILO DE VIDA EN EL CCR

Numerosos estudios han identificado factores dietéticos y de estilo de vida que
promueven o protegen contra el CCR. Por ejemplo, el consumo de carnes rojas y grasas
animales aumentan el riesgo, mientras que la fibra dietética lo reduce. El balance
energético es importante y la epidemia de obesidad tiene un impacto adverso
significativo. Aunque la incidencia de CCR ha alcanzado una meseta y ha disminuido
durante las ultimas décadas en paises como EE. UU ha habido un aumento concomitante
en los casos de inicio temprano no asociado con sindrome de cancer familiar y se cree
gue esta tendencia es debida a la mayor prevalencia de obesidad (Bultman, 2017). El
aumento del IMC se asocia con un aumento del 5% en el riesgo de desarrollar un CCR
por cada 5kg/m. Los factores implicados son cambios en la sefializacion del factor de
crecimiento similar a la insulina, las adipocinas, hormonas sexuales, la inflamacién
sistémica, cambios en la microbiota y sus metabolitos (Song et al., 2020).

El papel de la fibra dietética en el metabolismo del tracto gastrointestinal ha sido objeto
de investigacion durante muchos afios. La hipdtesis de que una mayor ingesta de fibra
protege contra el CCR se origind a partir de la observacién de tasas bajas de CCR en
africanos que consumen una dieta rica en fibra. Aunque numerosos estudios
epidemioldgicos han probado esta hipdtesis, ninguno ha arrojado resultados
concluyentes (Song et al., 2020). La fibra dietética, particularmente la insoluble, reduce
la exposicion del epitelio colorrectal a carcindgenos en la luz al disminuir el tiempo de
transito y aumentar el volumen de las heces. La fibra soluble que llega al colon sin digerir
es fermentada por la microbiota anaerébica en acidos grasos de cadena corta,
principalmente acetato, propionato y butirato (Keum & Giovannucci, 2019). Una
intervencion dietética consistente en una mayor ingesta de fibra aumenté la
fermentacion sacarolitica y la butirogénesis y suprime la sintesis de acidos biliares
secundarios, lo que resulté en la reduccién del riesgo de presentar biomarcadores de
cancer del colén (Sanchez-Alcoholado et al., 2020). A pesar de la asociacién que vincula
la ingesta de fibra y el riesgo de CCR, los estudios han mostrado resultados divergentes
segun las fuentes de fibra. En un metaanalisis de estudios observacionales prospectivos,
la fibra de cereales se asocié inversamente con el riesgo de CCR; pero las fibras de frutas,
verduras y legumbres no lo fueron. En los pacientes diagnosticados con CCR en estadios
I 'alll, lareduccion de la mortalidad por CCR se limité a la fibra de cereales. Sin embargo,
en un estudio con suplementos de fibra de trigo no se obtuvo beneficios contra la
recurrencia del adenoma colorrectal. Con toda esta incertidumbre el informe de WCRF-
AICR paso del papel protector de la fibra de convincente en 2011 a considerarse como
probable en 2017 (N. Keum & Giovannucci, 2019).
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Los polifenoles dietéticos que incluyen flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas y
ligninas presentes en el té, vino, frutas, nueces y verduras han sido estudiados debido a
los efectos protectores en modelos de ratéon y estudios de epidemiologia humana. Asi
por ejemplo el acido elagico es un polifenol presente en ciertas bayas y frutos secos con
propiedades preventivas del cancer por su efecto antioxidante, las urolitinas mediante
la regulacién negativa de la COX-2 reducen la produccion de prostaglandinas y por tanto
la inflamacidon, por lo que sus efectos anticancerigenos involucran multiples vias
(Bultman, 2017).

La carne roja y la carne procesada se consideran asociadas al desarrollo de CCR con
distinto nivel de evidencia. La IARC publicé en 2015 un resumen de los hallazgos sobre
esta asociacién donde se concluyd que existe una evidencia por la cual la carne roja se
considera de Grupo 2 A “probablemente carcinégeno para los humanos”, la carne
procesada tiene una asociacion mas fuerte considerdndose de riesgo elevado
convincente (Kruger & Zhou, 2018). En el metaanadlisis de estudios prospectivos
realizado por el Fondo Mundial para la Investigacién del Cancer (WCRF) y el Instituto
Americano de Investigacion sobre el Cancer (AICR), el denominado informe WCRF-AICR,
se muestran las asociaciones entre los factores protectores y factores de riesgo en el
cancer colorrectal ( Keum & Giovannucci, 2019). Segun ese informe, cada aumento de
100g por dia en la ingesta de carne roja y procesada se asocié con un aumento del 12%
de riesgo de CCR. La influencia de la carne roja y la carne procesada pueden ocurrir a
través del hierro hemo, de compuesto nitrogenados exdgenos de la carne procesada, de
los acidos grasos ionizados, los acidos biliares secundarios atribuibles a la grasa de las
carnes y las aminas heterociclicas y los hidrocarburos aromaticos policiclicos ( Keum &
Giovannucci, 2019).

Varias formas de vitamina B, como folato, riboflavina, piridoxina y cobalamina resultan
esenciales para la metilacidn, sintesis, estabilidad y reparacién del ADN y por tanto se
cree que desempefian un papel beneficioso en el mantenimiento de la homeostasis
intestinal. Entre ellos, el folato ha demostrado tener un papel protector en el desarrollo
de CCR y tanto los ensayos clinicos aleatorizados como los estudios de cohortes han
demostrado los efectos beneficiosos del folato en la prevencidon primaria del CCR
(Grazioso et al., 2019).

En ensayos clinicos que incluyeron pacientes con CCR confirmado histoldgicamente y
controles con afecciones agudas no neopldsicas mostraron que las vitaminas A, Cy E por
sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios se correlaciona de forma inversa con el
riesgo de CCR (Grazioso et al., 2019).

El papel del calcio en el desarrollo del CCR es controvertido y aun se necesitan mas
estudios para dilucidar completamente el papel del calcio. Los estudios realizados en
modelos animales apoyan el papel del Ca en la supresién de tumores, pero los ensayos
clinicos no apoyan plenamente su funcién beneficiosa. La revisién Bolland et al. describe
una reduccién no significativa del 17% en el riesgo de CCR, en mujeres tratadas durante
7 ainos con 1 g de Ca+2 (Bolland et al., 2011, Grazioso et al., 2019). Otro nutriente
relacionado con el calcio es la vitamina D y se ha demostrado que un alto nivel de
vitamina D antes del diagndstico de CCR estd asociado con una mayor supervivencia de
los pacientes con CCR (Murphy et al., 2019).

18



Ensayos observacionales y de intervencién sugieren que la aspirina y otros AINES
(medicamentos antiinflamatorios no esteroideos) protegen contra el desarrollo de
adenomas de colon y cancer. El uso regular de aspirina y otros AINES se asocia con una
reduccion del 20 al 40 por ciento en el riesgo de adenomas coldnicos y CCR en personas
con riesgo promedio (Macrae, s. f.). En el Women’s Health Study, el uso en dias alternos
de dosis bajas de aspirina (100mg) no tuvo ningun efecto sobre la incidencia de CCR
durante 10 afios de intervencion activa, pero redujo el riesgo después de 8 afios
adicionales de seguimiento observacional postprueba. Se sugirié una latencia de 10 afos
en un estudio observacional posprueba; el efecto retardado implica que la aspirina
podria actuar en las primeras etapas de la carcinogénesis colorrectal. La dosis y la
duracion o6ptimas del uso de aspirina para la prevenciéon del CCR siguen sin ser
concluyentes (Keum & Giovannucci, 2019).

El etanol presente en las bebidas alcohdlicas es un factor de riesgo para el CCR porque
su primer metabolito, el acetaldehido es considerado como cancerigeno para los seres
humanos por la Agencia internacional de investigacion. Incluso el consumo ligero se
asocid con un riesgo de CCR leve pero significativamente mayor en comparacion con el
consumo ocasional o nulo de alcohol (Keum & Giovannucci, 2019).

El humo del cigarro contiene una mezcla de compuestos que pueden llegar a la mucosa
colorrectal a través del sistema circulatorio o por ingestién directa e inducir alteraciones
genéticas y epigenéticas. En metaanalisis de estudios observacionales se mostré que el
riesgo de CCR aumenta con los paquetes-afio y disminuyen con la edad de inicio del
habito tabaquico (Keum & Giovannucci, 2019).

El exceso de grasa corporal es un factor de riesgo establecido para el CCR. Las dos
medidas mas utilizadas son el IMC y la circunferencia de la cintura (CC) (N. Keum &
Giovannucci, 2019). Una revision sistemdtica y un metaandlisis de datos de 13 estudios
obtuvieron como resultado que un aumento de peso entre la edad adulta tempranay la
mediana de edad se asocid a un aumento significativo en el riesgo de CCR. El riesgo fue
mas alto para quienes aumentaban mas de peso. La obesidad también parece aumentar
la probabilidad de morir de CCR. El exceso de riesgo asociado a la obesidad se reduce
después de la cirugia bariatrica y al menos un informe sugiere que las tasas de CCR se
aproximan a las de la poblacidn general dentro de los cinco o seis anos tras la cirugia
(Macrae, s. f.).

Datos observacionales y varias revisiones sistematicas han concluido que la actividad
fisica regular esta asociada con la proteccidén contra el CCR. En un metaanalisis de 21
estudios, hubo una reduccidn significativa del 27 en el riesgo de cdncer de colon
proximal al comparar a los individuos mads activos con los menos activos y una reduccién
de 26 % para el cancer de colon distal. Se desconoce el mecanismo subyacente a la
aparente asociacion protectora de la actividad fisica (Macrae, s. f.). Se ha sugerido que
los efectos beneficiosos sobre la motilidad intestinal, el sistema inmunoldgico, la
inflamacién y las hormonas metabdlicas son algunos de los factores que intervienen en
esta asociacion. No existe una respuesta definitiva para la cantidad e intensidad de
actividad fisica para la prevencién del CCR. La Sociedad Estadounidense de Cancer
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recomienda que los adultos realicen al menos 150 minutos de actividad moderada ( de
3 a 5,9 equivalentes metabdlicos de tarea (MET), 75 minutos de actividad de intensidad
vigorosa (> 6 MET) o una combinacion de las dos a lo largo de la semana (N. Keum &
Giovannucci, 2019).

La diabetes mellitus se asocia con un riesgo elevado de CCR. Un metaanalisis de 14
estudios concluyd que el riesgo de cadncer de colon entre los diabéticos era
aproximadamente un 38% mas alto que en de los no diabéticos y para el cdncer de recto
fue un 20 % mas alto. Una posible explicacion es la hiperinsulinemia, porque la insulina
es un factor de crecimiento importante para las células de la mucosa del colon y estimula
las células tumorales del colon (Macrae, s. f.).

MICROBIOTA INTESTINAL ASOCIADA AL CANCER COLORRECTAL

Los cambios en la microbiota intestinal en pacientes con CCR sugieren un posible papel
de interaccién huésped-microbiota en su origen y desarrollo y al mismo tiempo
impulsan nuevas formas de prevenir, diagnosticar o tratar esta enfermedad (Saus et al.,
2019).

La evidencia actual indica que la ruptura de la barrera protectora de la mucosa intestinal
tiene un papel en el desarrollo del CCR. La inflamacion y el estrés oxidativo en el epitelio
coldnico estan involucrados en la carcinogénesis colorrectal y la ruptura de la integridad
de la barrera coldnica puede aumentar la exposicién de los colonocitos a las toxinas
dando lugar a procesos inflamatorios y a la liberacidén de especies reactivas de oxigeno
(ROS). También se reconoce cada vez mas la importancia etioldgica del microbioma
intestinal y su composicién influenciada por diversos factores destacando el consumo
de carnes procesadas, carnes rojas, bebidas alcohdlicas y tabaquismos; la invasién
microbiana hacia el epitelio colénico puede promover la inflamacidn y el estrés oxidativo
e incluso la translocacién de especies a través de la luz del colén (Genua et al., 2021).

A pesar de las variaciones en la microbiota intestinal, varias especies bacterianas
individuales se han asociado con CCR. Se ha visto que Streptococcus bovis es un factor
de riesgo que representa un signo temprano de CCR. Bacteroides fragilis
enterotoxigénico (ETBF) a través de la produccion de toxinas puede producir diarrea y
enfermedad inflamatoria intestinal y se detecta en el 90% de los pacientes con CCR.
Fusobacterium nucleatum se ha visto aumentado en adenomas y carcinomas
colorrectales e indica peor prondstico al contribuir a la progresién de adenoma a cancer.
Algunos estudios indican que la infeccidn por Enterococcus faecalis es mayor en los
pacientes con CCR que en los controles sanos, esta correlaciéon se produce por la
produccién de superéxido que dafia el ADN. E. coli y Peptostreptococcus anaerobius
también estan presentes a niveles mas altos en pacientes con CCR (Cheng et al., 2020).

Los hongos también tienen un papel clave en el mantenimiento del equilibrio en el
microbioma. Estudios que analizan la composicion principal han mostrado diferentes
componentes fungicos en los controles sanos, los pacientes con CCR en etapa temprana
y CCR en etapa tardia (Saus et al., 2019). La relacién Basidiomycota: Ascomycota es
mayor en los pacientes con CCR en comparacion con los sujetos sanos. La clase
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Malasseziomycetes también esta mas presente en pacientes con CCR mientras que las
clases Saccharomycetes y Pneumocystidomycestes estan disminuidas en estos
pacientes. Sin embargo, todavia hay informacién muy limitada sobre la participacion de
la comunidad fungica en los procesos carcinogénicos, particularmente en el CCR (Cheng
et al., 2020).

Aunque existe un interés significativo en identificar microbios especificos, no se ha
encontrado que una sola especie esté presente universalmente en todos los individuos
con CCR y existe una variacion significativa en la composicién microbiana entre los
individuos. Esto sugiere que diferentes combinaciones de microorganismos pueden
actuar sinérgicamente (Saus et al., 2019).

Se han propuesto diferentes hipdtesis para explicar el papel del desequilibrio
microbiano en la carcinogénesis. Algunos autores proponen que ciertos tipos de
microbiota intestinal disbidtica originan un desequilibrio funcional que desencadena
respuestas proinflamatorias sostenidas y transformacién de células epiteliales, lo que
conduce a cancer (Saus et al., 2019).

Una hipdtesis es la teoria “driver-passenger” (Figura 8). Segun este modelo, algunas
bacterias “driver” desencadenan el dafio del ADN en las células epiteliales, lo que a su
vez contribuye a la iniciacién del cancer. En un segundo paso, la tumorogénesis en curso
altera el microambiente circundante, favoreciendo la proliferacion de bacterias
oportunistas, denominadas bacterias “Passenger” (Saus et al., 2019).

Gut ) p Chronic ) - COLORECTAL
. . Driver bacteria = Passengerbacteria
dysbiosis inflammation CANCER
Tumor dysbiosis Feces dysbiosis
Equally expressed Firmicutes Bacteroidetes
Firmicutes Fusobacteria Staphylococcaceae (+) Alistipes spp (+)
Faecalibacterium spp (+) F Nucleatum Enterococcus faecalis (+) Porphyromonadaceae (+)
Streptococcus spp (+) Parvimonas micra (+) Proteobacteria
Bacteroidetes Solobacterium moorei (+) Shigella spp (+)
Firmicuites BFT-producing-B.fragilis Peptostreptococcus stomatis (+) Other _
Pseudobutyrivibrio (-) Prevotella spp. Akkermansia (+)

Methanombacteriales(+)
Firmicutes

) Lactobacillus . L .
Proteobacteria RosEhiitld Actinobacteria Bifidobacteriumspp (-)

Shigella spp (-) Other Treponema spp (-)
Firmicuites Ruminococcus spp (-)

Figura 8. Disbiosis del microbioma en CCR. La dishiosis favorece la colonizacién por bacterias “driver”
que inducen inflamacion crénica del epitelio. Esta inflamacidon cambia el microambiente y permite la
colonizacién por bacterias “Passenger” (Saus et al., 2019).

Segun esta hipotesis, bacterias autdctonas que colonizan el intestino grueso pueden
producir genotoxinas como la toxina de B. fragilis (BFT) , la colibactina y la toxina de
distension citoletal (CDT). Las alteraciones en el microambiente tumoral causadas por
un patdégeno driver inducen respuestas proinflamatorias que pueden contribuir a la
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presion selectiva e inducir cambios posteriores en la abundancia de miembros
patégenos intrinsecos (ETBF u otros patdgenos driver) en la comunidad microbiana del
colon. Esto a su vez podria conducir a un aumento del nimero de patdgenos
oportunistas (passenger), como Fusobacterium spp. o Streptococcus spp que podrian
colonizar la mucosa, promoviendo la progresidon del CCR y superando al ETBF. Las
bacterias drivers quedarian sustituidas por las bacterias passenger, las cuales muestran
una ventaja adaptativa y competitiva en el microambiente tumoral, siendo capaces de
favorecer la progresion tumoral (Li et al., 2017).

Otra hipodtesis es la del a-bug 6 “microbios alfa”. Segln esta hipotesis Bacteroides fragilis
enterotoxigénico induce rdpidamente la activacion de transductores de seiial y
activacion de la transcripcién-3 (STAT3) con respuesta T helper 17 que podrian
promover el cdncer en cooperacion con el epitelio colénico modificado (Saus et al.,
2019). Sin embargo, no solo inducen tumores, sino que también remodelan la
comunidad bacteriana provocando un desplazamiento selectivo de las bacterias
intestinales que se consideran como protectoras ante el CCR. Ademas de ETBF otras
posibles candidatos de bacterias alfas son: S.bovis, E. coli y E. faecalis productor de
superoxido ( Cheng et al., 2020).

Aunque el aspecto bacteriano del modelo “driver-passenger” estd relacionado con la
hipotesis del a-bug, difiere de este modelo. La hipdtesis “driver-passenger” destaca que,
aunque las bacterias conductoras inician el CCR, estas bacterias al final son
reemplazadas por bacterias pasajeras, mientras que la hipétesis del a-bug postula que
las bacterias conductoras colonizan persistentemente los tumores en desarrollo. Por lo
tanto, estos autores sugieren que las bacterias conductoras y pasajeras tienen
asociaciones temporales distintas con el tejido del CCR (Cheng et al., 2020).

Varios mecanismos, incluidos la inflamacidn, las bacterias patégenas, las genotoxinas, el
estrés oxidativo y los metabolitos estan estrechamente relacionados con la microbiota
intestinal implicada en la carcinogénesis del CCR (Figura 9). La microbiota intestinal
interactla estrechamente con el sistema inmunoldgico del huésped. La estimulacién
bacteriana en la respuesta inmunitaria puede causar una inflamacién continua de bajo
grado, que resulta en tumorogénesis. Por el contrario, la inflamacién no puede inducir
el CCR sin la microbiota o los compuestos derivados de bacterias (Cheng et al., 2020).

La microbiota presenta una composicién diferente a lo largo del eje proximal-distal.
Existen hallazgos controvertidos en las tasas de supervivencia de los pacientes con CCR
en lo que respecta a la ubicacién del tumor. Varios estudios han mostrado un peor
prondstico de los tumores localizados en el lado derecho (ciego a colon ascendente y
transverso), mientras que otros un peor prondstico de los tumores localizados en el lado
izquierdo (angulo esplénico y colon descendente a unidén rectosigmoidea). La
inestabilidad de microsatélites, la metilacion CpG y las mutaciones en BRAF disminuyen
desde el colon ascendente hasta el recto. Por todo ello, es importante considerar los
microbiomas del lado derecho e izquierdo por separado para evaluar las diferentes
caracteristicas (Ternes et al., 2020).
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Figura 9. Mecanismos asociados a la microbiota en la carcinogénesis colorrectal. 1) La inflamacion de
bacterias comensales o sus productos activa las células mieloides asociadas a tumores e induce la
inflamacidn promotora de tumores. Il) Las bacterias patdgenas y sus factores de virulencia se adhieren a
las células epiteliales intersticiales (IEC) y promueven la tumorogénesis. lll) Las genotoxinas producidas
por bacterias inducen dafios en el ADN en los IEC e inician el desarrollo del CCR. IV). Bajo la estimulacidn
de la inflamacién crdnica, las células inflamatorias pueden producir especies reactivas de oxigenos (ROS)
y especies reactivas de nitrégeno (RNS), que a su vez inducen dafio al ADN. V) Varios metabolitos
bacterianos, incluidos los acidos biliares secundarios, SH, y NOCs (nitrosaminas, nitrosamidas) pueden
causar dafio al ADN que promueve la carcinogénesis del CCR. V1) Biofilms promueven la carcinogénesis a
través de IL-6 y su efector STAT-3 (Cheng et al., 2020).

Las distribuciones espaciales bacterianas no siempre muestran interacciones directas
con el tumor. Por ejemplo, B. fragilis es abundante en el colon proximal, sin embargo, la
expresion de IL-17 dependiente de la activacion de NF-kB induce un gradiente mucoso
de gquimiocinas de proximal a distal mediando asi la infiltracion de células inmunitarias
junto con la tumorogénesis del colon distal (Ternes et al., 2020).

PAPEL DEL BIOFILM EN LA INICIACION DEL CCR

Los biofilms son comunidades de microorganismos situadas en una matriz formada en
superficies bidticas y abidticas. Inicialmente pequefios agregados de células bacterianas
denominadas microcolonias se adhieren a las superficies. Las biopeliculas maduras
pueden desarrollarse cuando estas microcolonias adherentes se encapsulan en una
matriz de polisacaridos (Chew et al., 2020).

Los biofilms estan involucrados en infecciones crénicas que no son faciles de eliminar y
parecen ser un agente etioldgico significativo en enfermedades infecciosas,
particularmente fibrosis quistica y endocarditis. Actualmente se han relacionado con la
iniciacion y el desarrollo del CCR (Mirzaei et al., 2020).

La mayoria de los tumores CCR del lado derecho (89%) tienen biofilms en su superficie
epitelial en comparacién con sélo el 12% de los tumores del lado izquierdo. Ademas,
algunas personas sanas también tienen biofilms en las mucosas, lo que abre la
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posibilidad de que la formacién de biofilms sea un fendmeno especifico de la persona.
Bacterias potencialmente relacionadas con el CCR, incluidas las ETBF y E. coli productor
de colibactina se encontraron en todos los biofilms, lo que sugiere que la presencia de
biofilms contribuye a un estado pro-oncogénico (Tilg et al., 2018).

Por otro lado, también se han detectado biofilms en pacientes con poliposis
adenomatosa familiar que han heredado una mutacién en el APCy son propensos al CCR
debido al desarrollo de pdlipos y a la formacidon de adenomas como la etapa temprana
de la secuencia adenoma-carcinoma. Por tanto, los biofilms puede considerarse como
el impulsor de la secuencia en una etapa temprana de la progresién del CCR (Chew et al.,
2020).

Los biofilms podria estar relacionadas con ciertos fenotipos metaboldmicos, ya que los
canceres con biofilms se asocian con una regulacion positiva de metabolitos de
poliaminas como N1- o N12-diacetilspermina, que se redujo a niveles normales después
de la terapia con antibidticos (Tilg et al., 2018).

Se han propuesto numerosos mecanismos para ilustrar el papel de los biofilms en la
carcinogénesis del CCR. Tanto en personas sanas como en pacientes con CCR, los
biofilms pueden experimentar cambios bioldgicos pro-oncogénicos: aumento de la
proliferacién del epitelio del colon, de IL-6, activacién de STAT3, aumento de las sintesis
de poliamina y reduccion de E-cadherina (Figura 10).

Biofilm-driven CRC

carcinogenesis Pathogenic mixed

biofilm

Polyamine metabolism
‘F,-cadherin Th17 inflammation (IL-6, STAT3 activation)
Colonic epithelial cell proliferation

Dysbiosis
Onco-transformation

Figura 10. Carcinogénesis de CCR impulsado por biofilms. El biofilm da como resultado la pérdida de E-
cadherina de las células epiteliales del colon (compatible con la funcidn de barrera intestinal alterada),
aumento de la expresidn de IL-6 y activacidon de STAT3 contribuyendo a un estado pro-oncogénico y
proinflamatorio que junto con el aumento del metabolismo de las poliaminas en los tejidos del colon
resulta en disbiosis y onco-transformacion y conduce a la progresién del tumor (Chew et al., 2020).

Gene mutations

Se sugiere que los niveles aumentados de metabolitos de poliaminas actdan
sinérgicamente para promover la formacién de biofilms y la proliferacion celular,
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creando condiciones éptimas para la transformacién oncogénica en las células del colon
(Figura 11).
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Figura 11. Papel de los metabolitos de poliamina acetilada en el cancer colorrectal. Los niveles elevados
de poliaminas acetiladas en tejidos de pacientes con cancer de colon, especialmente en aquellos con
biofilms, sugieren una correlacidn positiva entre la patogénesis del CCR y la participacion de biofilms. No
se han detectado metabolitos de poliaminas acetiladas en tejido coldnico normal sin biofilms, lo que
sugiere un papel importante de los biofilms en el catabolismo de poliaminas (Li et al., 2017).

Otro aspecto importante relacionado con la formacién del biofilm es el papel del hierro
Algunas proteobacterias necesitan producir o incorporar metabolitos (incluidos los
mediados por el metabolismo de pirimidina y purina asociado al hierro) de su entorno
para colonizar el intestino o crecer en el torrente sanguineo. Se ha visto que los genes
bacterianos que codifican la adquisicion de hierro se sobreproducen en E.coli adherente
invasivo (ECAI). Ademas, la formacién de celulosa por ECAl depende del hierro. Por otro
lado, se sabe que patégenos como algunos miembros de la familia Enterobacteriaceae
muestran una mayor capacidad de absorcidon de hierro. Los estudios actuales han
indicado que la absorcién de hierro es un proceso critico para conferir virulencia a los
patdégenos dispersos en biofilms en pacientes con Ell (Mirzaei et al., 2020).

El papel de la microbiota tumoral humana en los biofilms se ha reforzado a través de
experimentos como el de reasociacidon que muestra el desarrollo de tumores de colon
en una nueva cohorte de ratones tras la inoculacion de tejidos de colon homogeneizados
proximales o distales procedentes de ratones biofilms positivos, indicando que la
microbiota intestinal biofilm positiva mantiene su capacidad tumorogénica (Chew et al.,
2020).
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Ademas, la microbiota oral en el CCR es distinta en funcion de las bacterias formadoras
de biofilms orales, lo que puede ser usado como una prueba para el CCR en el futuro
(Tilg et al., 2018). La hipdtesis para ilustrar la participacién de la microbiota oral en el
desarrollo del CCR es a través de una translocacion de las bacterias periodontopaticas
orales al colon y recto, contribuyendo a la disbiosis intestinal (Chew et al., 2020).

Dado que los biofilms desempenan un papel tan importante en la carcinogénesis de
colon, los enfoques preventivos dirigidos a la deteccién y erradicacidon de biofilms
podrian ser beneficiosos para personas con riesgo de CCR. Los biofilms producen una
mayor resistencia de las bacterias a los antibidticos y agentes microbianos. Hasta ahora
no existe ningun antibiético que haya demostrado su eficacia en el tratamiento de
infecciones relacionadas con biofilms debido a sus valores mds altos de concentracién
minima inhibitoria. Algunos estudios con antibidticos como la colistina y el imipenem,
han demostrado que son incapaces de eliminar el biofilm por completo y solamente lo
reducen. Estudios recientes también han demostrado que el uso de antibidticos de
amplio espectro no ha dado resultados clinicos favorables en pacientes con varios tipos
de cancer, incluidos el CCR (Chew et al., 2020).

MICROORGANISMOS RELACIONADOS CON EL CCR
Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium nucleatum, es una bacteria Gram negativa anaerobia cuya secuenciacién
del ARN 16S y del genoma completo ha mostrado estar aumentada en la mucosa
asociada al CCR y en la mucosa de pacientes con adenoma en comparaciéon con
individuos sanos. También se ha visualizado su aumento en los tumores usando
fluorescencia (Raskov etal., 2017). En condiciones normales F. nucleatum es un
comensal de la cavidad oral y no forma parte de la microbiota intestinal, pero en
condiciones patoldgicas (desde una inflamacién a un tumor) puede formar parte de la
microbiota intestinal.

Un estudio no sdélo reveld una mayor presencia de F. nucleatum en displasia de alto
grado y CCR, sino que también encontré una correlaciéon con la supervivencia. El
aumento de F. nucleatum en tejidos cancerosos se relaciona con una menor
supervivencia y por lo tanto puede actuar como posible marcador prondstico (Tilg et al.,
2018). También se relaciona con un mayor aumento de la progresion de la enfermedad
en la secuencia adenoma-cancer (Koliarakis et al. 2019).

La implicacion de F. nucleatum en la tumorogénesis se ve principalmente en el proceso de
la adhesion bacteriana. Asi F. nucleatum puede promover directamente la carcinogénesis
cuando FadA, la adhesina de anclaje secretada se une al dominio extracelular de la E-
cadherina en las células epiteliales que hace que el complejo adhesivo sea disfuncional.
El resultado son aberturas entre las células que pueden provocar el paso de patégenos
a los tejidos submucosos. La parte intercelular que funciona mal de los complejos de
adhesidén no puede unirse a la beta-catenina citoplasmatica libre que se transloca al
nucleo celular. Aqui la beta-catenina regula la sefializacion mitogénica a través de la via
Whnt, lo que conduce a una mayor expresiéon de factores de transcripcién, genes wnt,
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genes inflamatorios y estimulacién del crecimiento celular. La FadA puede comprometer
la reparacion del ADN ya que una elevada colonizacién de F. nucleatum se ha asociado
con inestabilidad de microsatélites. Los niveles de FadA en el colon de pacientes con
adenomas y adenocarcinomas son entre 10 y 100 veces mds altos en comparacién con
sanos (Raskov et al., 2017).

También se ha demostrado que los CCR con F. nucleatum presentan una mayor
estimulacion de TLR4 que mejora la expresion de micro ARN-21 aumentando la
proliferacion tumoral. La regulaciéon al alza de varias citocinas inflamatorias con
potencial tumorigénico, como IL-6, IL-8, factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a) y
ciclooxigenasa-2 (Cox-2) se ha detectado en muchos estudios utilizando cultivos in vitro
o técnica de inmunoensayo en muestras de tejido de CCR (Koliarakis et al., 2019).

Los tumores usan otra adhesina del F. nucleatum, la Fap2, para evadir el sistema
inmunolégico e inhibir la actividad de las células inmunes a través de TIGIT (Raskov et
al. 2017). Ademds, Fap2 se puede unir al disacarido Gal-GalNac (galactosa-N-acetil-D-
galactosamina), altamente expresado en la superficie de muchos tumores vy facilita la
union del F. nucleatum a las células del CCR (Ternes et al., 2020).

Ademas, F. nucleatum promueve la quimiorresistencia en el CCR al dirigirse a los
receptores inmunes innatos TLR4 y MYD88, asi como a los miARN especificos
responsables de la activacion de la autofagia (proceso de reciclado celular que afecta a
la supervivencia celular). Asi, los pacientes que presentan niveles elevados de F.
nucleatum son mds susceptibles al fracaso de la quimioterapia y la recaida de la
enfermedad (Ternes et al., 2020).

F. nucleatum claramente influye en la progresidén, metdstasis y quimiorresistencia del
CCR, sin embargo, su papel en la iniciacién del CCR todavia no estd totalmente claro y se
necesita mas investigacién (Wang et al.,, 2021). Las diferentes rutas moleculares de
tumorogénesis relacionadas con F. nucleatum se observan en la Figura 12:
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Figura 12. Vias moleculares de F. nucleatum en la tumorogénesis del CCR. F. nucleatum interviene en sus
propiedades oncogénicas a través de tres componentes principales: las moléculas Fap2 y FadA junto con
el LPS. Los LPS pueden interactuar con los TLR activando la via MyD88 y NF-kB. Esta interaccion conduce
a una actividad disminuida de caspasa y a un aumento de la autofagia, lo que resulta en una apoptosis
reducida. Ademas, FadA se une a E-cadherina, provocando desfosforilacién y activacion de B-catenina.
NF-kB y B-catenina alteran la expresidn génica, aumentando la sintesis de citocinas proinflamatorias (IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-18, TNF-a) y regulando positivamente las vias oncogénicas de Cmyc / CyclinD y miR-21. El
estado proinflamatorio se ve reforzado por la unién de Fap2 a Gal-GalNAc. Ademas, la interaccion de LPS
con el receptor TIGIT de células NKy T conduce a la supresiéon de la inmunidad antitumoral. Finalmente,
estos eventos crean inflamacion que altera el ADN, promueve la proliferacion celular y da como resultado
la tumorigénesis del CCR (Koliarakis et al., 2019).

Bacteroides fragilis enterotoxigénico (ETBF)

Bacteroides fragilis (BF) es un comensal anaerdbico comun en la mayoria de los seres
humanos que representa aproximadamente un 1% de la microbiota. Un subgrupo de BF
es el ETBF. ETBF tiene solo un factor de virulencia reconocido, la toxina BFT . La toxina
es una metaloproteasa dependiente del zinc que altera rapidamente la estructura y la
funcién de las células epiteliales del colon incluida la escisién de la E-cadherina y genes
supresores de tumores (Raskov et al., 2017). E-cadherina es una molécula de adhesién
celular dependiente de calcio con funciones fundamentales en el comportamiento de
las células epiteliales, la formacion de tejidos y la supresién del cancer. La pérdida de
esta proteina aumenta la permeabilidad de las células epiteliales polarizadas en el colon,
siendo este uno de los primeros pasos del desarrollo tumoral. BFT también activa el
factor de transcripcion NF-kb , dando como resultado la liberacién de citocinas que
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contribuyen a la inflamacion de la mucosa favoreciendo asi la aparicién del CCR (Nistal
et al., 2015).

ETBF también produce un aumento en la regulacién de la espermina oxidasa que genera
especies reactivas de oxigeno y produce dafo en el AND que propaga la inflamaciény la
tumorogénesis (Tilg et al., 2018).

Sin embargo, aunque BFT se considera una de las principales toxinas en el desarrollo del
CCR, estudios recientes han demostrado que las toxinas que se transcriben mas
activamente en los tejidos tumorales de los pacientes con CCR derivan de E. coli,
Salmonella entérica y Shigella flexneri. Esto sugiere la fuerte participacion de las toxinas
enterobacterianas en la tumorogénesis (Nistal et al., 2015).

E.coli con la isla genédmica de la poliquétido sintetasa

E. coli es una bacteria comensal anaerobia facultativa de la microbiota humana no muy
abundante en el colon pero que representa la bacteria Gram- cultivable mas comudn en
el intestino. A pesar de esto, varios estudios han demostrado un vinculo claro entre E.
coliy CCR. E. coli perteneciente a los grupos filogenéticos B2 y D comprenden la mayoria
de las cepas patdgenas que expresan factores de virulencia y algunas de estas especies
estan involucradas en enfermedades inflamatorias crdénicas del intestino, que son
factores de riesgo conocidos para CCR (Gagniere, 2016).

La cepa B2 alberga una isla gendmica denominada “pks” para la produccién de la
genotoxina colibactina (péptido policétido). La colibactina es capaz de penetrar en la
membrana celular de los colonocitos y translocar al nicleo celular y funcionar como una
ADNasa que causa roturas del ADN de doble hebra, detenciéon del ciclo celular y
reparacion incompleta del ADN, todo lo cual producira aberraciones cromosémicas (Fig.
13). Los micronucleos, la aneuploidia, los cromosomas en anillo y los puentes de anafase
persisten en las células en divisidn hasta 21 dias después de la infeccidn, lo que indica la
aparicién de roturas del ADN e inestabilidad cromosdmica. Las células infectadas
mostraron una frecuencia de mutacion significativa que demuestra el potencial
mutagénico y transformador de E.coli tipo B2 (Raskov et al., 2017, Garrett, 2019).
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Figura 13. Mecanismos implicados en la fisiopatologia del CCR. Tres posibles mecanismos por los que las
bacterias pueden influir en el cancer CCR. F. nucleatum expresa adhesinas y LPS que afectan al
comportamiento celular. ETBF recubre tumores y atrae otras bacterias para formar un biofilm. Ademas,
atrae células inmunes provocando inflamacién. E. coli (pks*) genera aductos de DNA potencialmente
mutagénicos implicados en la carcinogénesis, (Adaptado de Garrett, 2019).

A dia de hoy, no estd claro si estas 3 especies son capaces de interactuar en la
fisiopatologia del CCR y en caso de que lo hagan, si es de forma secuencial o lo hacen a
la vez. Lo que si estd claro es que no son las Unicas especies relevantes en el CCR. De ahi
gue sean importantes los estudios de microbiota-CCR para observar que
microorganismos estan presentes en un tumor o si estan dentro del tumor o sobre él, o
cémo interactldan entre ellos y con el hospedador, que microorganismos llegan al tumor
o cuales se van del tumor para configurar asi el microambiente del tumor (Garrett,
2019).

Ademads, todavia queda por resolver si la fisiopatologia observada en el CCR estd
relacionada con metabolitos producidos por la comunidad oncogénica, o bien es debida
a la actividad de ciertas cepas con caracteristicas genotoxicas (Janney et al., 2020).

IMPACTO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN LA EFICIENCIA Y TOXICIDAD DE LAS
TERAPIAS CONTRA EL CCR

Aparte de sus funciones en la carcinogénesis y la progresion tumoral, cada vez hay mas
pruebas de que la microbiota intestinal interviene en la eficacia y la toxicidad de la
quimioterapia y de la inmunoterapia. Esto permite que la microbiota intestinal se utilice
como biomarcador para predecir la respuesta al tratamiento o las reacciones adversas
y al mismo tiempo, permite una modulacidn para mejorar el tratamiento del cancer vy el
resultado del paciente (Wong & Yu, 2019).
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Quimioterapia

La evidencia actual sugiere que la microbiota intestinal puede mediar los efectos
anticancerigenos de algunos agentes quimioterapéuticos como el 5-fluorouracilo, la
ciclofosfamida, la gemcitabina y el oxaliplatino a través de varios mecanismos, como la
translocacién microbiana, la inmunomodulacién, el metabolismo y la degradacion
enzimatica (Wong & Yu, 2019).

El caso de toxicidad mas grave se notificd en Japdn después de la terapia con 5-
fluorouracilo y zidovudina. Bacteroides debido a su alta capacidad de convertir
zidovudina a un intermedio (BVU) que inhibe la degradacion de 5-fluorouracilo da como
resultado su acumulacién en la sangre y por tanto mayor toxicidad (Villéger et al., 2019).

Otras bacterias productoras de B-glucuronidasa como Faecalibacterium prausnitzii y
Clostridium spp se han asociado con la acumulacién del metabolito activo de irinotecan
en el intestino lo que provoca diarrea. A nivel farmacoldgico, el irinotecan es
glucuronizado por las enzimas del higado del huésped en un conjugado inactivo y al
llegar al intestino a través de la excrecion biliar, las enzimas glucuronidasas bacterianas
del intestino hidrolizan el conjugado con la consiguiente acumulacidon del metabolito
activo y la produccion de dafio intestinal y severa diarrea (Wong & Yu, 2019).

Efectos secundarios de la quimioterapia como la mucoistis intestinal inducida por
doxorrubicina, 5-FLU o irinotecan se han correlacionado con disbiosis en la microbiota
del intestino y la cavidad oral (Villéger et al., 2019).

Ademas de su papel en los efectos secundarios de la quimioterapia, la microbiota
también influye en la eficacia de la quimioterapia de diversos tumores sdlidos
subcutdneos como melanoma, cancer de pulmadn, colon y sarcoma. Se han identificado
dos mecanismos: modulaciones inmunes a distancia y translocaciones bacterianas en
organos linfoides (Villéger et al., 2019).

Entre los primeros estudios destacd la reduccién de la respuesta tumoral al tratamiento
con oxaliplatino como resultado de la terapia con antibiéticos , debido al agotamiento
de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) derivadas de la microbiota vy,
por tanto, a la reduccion de la apoptosis de las células tumorales (Koliarakis et al. 2019).

Se han observado resultados similares con la ciclofosfamida, un agente alquilante
utilizado para el tratamiento de linfomas y tumores sdélidos conocido por modular el
microambiente inmunitario de tumores al reducir las células T reguladoras y aumentar
las células Thl y Th1l7. Se ha demostrado que la eficacia de la ciclofosfamida se
correlaciona negativamente con la disbiosis inducida por el tratamiento con antibiéticos
(Villéger etal., 2019). Por otro lado, la introduccion de probidticos restaura la
composicion fisiolégica de la microbiota intestinal y estimula la respuesta inmune T
helper 17 (Th17), mejorando asi la eficacia del tratamiento con ciclofosfamida (Koliarakis
et al. 2019).

La eficacia de la quimioterapia también puede ser modulada directamente por bacterias
intratumorales a través de sus funciones metabdlicas activas. Los estudios in vitro
mostraron una disminucién de la eficacia antitumoral de los analogos de nucledsidos de
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pirimidina en células infectadas con Mycoplasma hyorhinis. De hecho, estos farmacos
anticancerosos pueden ser degradados directamente en las células tumorales por la
timidina fosforilasa del micoplasma (Villéger et al., 2019).

La microbiota intratumoral también puede afectar la eficacia de la quimioterapia a
través de la modulacién de la inmunidad innata TLR4/MyD88, que activaria la autofagia.
De hecho, se ha demostrado que la quimiorresistencia al 5-FU o al oxaliplatino estaba
mediada por la activacidon de la autofagia por Fusobacterium nucleatum en lineas
celulares colorrectales, modelos de ratones con xenoinjerto y pacientes con cdncer de
colon (Villéger et al., 2019).

Inmunoterapia

La inmunoterapia se ha convertido en un pilar fundamental en el tratamiento de muchos
tipos de cancer. En las estrategias basadas en la eficacia y la toxicidad de la
inmunoterapia es evidente que hay una interaccidén entre la microbiota intestinal y el
sistema inmune del huésped. Esto se puso de manifiesto con los inhibidores del punto
de control inmunoldgico (ICl) los cuales eliminan las sefiales inhibidoras de la activacién
de las células T para permitir que las células T reactivas al tumor armen una respuesta
antitumoral eficaz. En la inmunoterapia, la microbiota intestinal es necesaria para una
respuesta inmunitaria eficaz y puede afectar tanto a la respuesta a los inhibidores de
puntos de control inmunitarios dirigidos al ligando 1 de la muerte celular programada
(PD-L1) y al antigeno 4 asociado a los linfocitos T citotéxicos (CTLA-4) (Wong & Yu, 2019).

Varios estudios han sefialado la participacion de algunas bacterias intestinales
especificas, como Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides fragilis, especies del
género Bifidobacterium, Akkermansia muciniphila y Alistipes shahii, en respuesta a la
inmunoterapia. Como consecuencia, el agotamiento de la microbiota por el uso de
antibioticos reduce la eficacia y genera resistencia al tratamiento. Por ejemplo, se
demostré que con el conjunto de antibidticos formados por ampicilina, colistina y
estreptomicina o imipenem se abolié el bloque del antigeno 4 asociado CTLA-4 y
restablecidé la progresidn tumoral en modelos de sarcoma, melanoma y CCR. El
agotamiento de la microbiota mediada por antibidticos también puede exacerbar la
toxicidad del tratamiento, lo que en entornos clinicos conduce a la interrupcién o
reduccion de la dosis) (Fong et al., 2020).

De manera similar, en pacientes con exposicion a antibiéticos 30 dias antes del inicio de
la inmunoterapia, también tienen una mayor tendencia a experimentar resistencia
primaria y en general una supervivencia mas corta. Lo cual es consistente con los
hallazgos de otro estudio de que el uso de antibidticos es un predictor de resistencia a
la inmunoterapia basada en la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) (Fong
et al., 2020).

32



(b)

, lonizing /

radiation

8 thefactaomeron
8 fragns
B oepack 0 @

e

*CT
Anti-PD-L1 /

e pruys
T Anti-CTLA4

@ Treg Qo 4 DCs © ™ B inmsrmmatory myeicid cel [ Entecocyte

) o
- Blood vessel \ ¥ Lymgho orgars %‘ Microbiome ;ﬁ—_\ T umor cels B nammation
e -7 -n;‘, =

Figura 14. Impactos de la microbiota intestinal en la eficacia y toxicidad de las estrategias de
inmunoterapia. (a) La eficacia de la transferencia adoptiva (transferencia de CTL) de células T CD8+
antitumorales (CTL) ha sido estimulada por la translocacion de bacterias intestinales en el ganglio linfatico
mesentérico y un aumento de la concentracién de LPS sistémico inducido por la irradiacién corporal total
en el modelo murino. Esta estimulaciéon se ha asociado con un aumento del reclutamiento de CTL en un
microambiente tumoral. (B) Una disminucion en la carga bacteriana intestinal después de la terapia con
antibidticos (ATB) afectaria la eficacia de la inmunoterapia con oligodesoxinucledtidos (ODN) anti-IL-
10/CpG debido a la disminucion de las células mieloides (IM) productoras de citoquinas proinflamatorias
asi como el papel negativo de Lactobacillus fermentum. Alistipes shahii podria aumentar la IM
intratumoral y aumentar la eficacia de ODN. (C) Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides fragilis y
Burkholderia cepacia se asociaron con un aumento de células Thly células dendriticas (DC) en los érganos
linfoides, lo que llevd a un aumento en la respuesta anti-CTLA-4. Esta respuesta de inmunoterapia
mediada por microbiota también podria estar respaldada por el reclutamiento de CD maduras en el
microambiente tumoral. Ademas, la presencia de estas bacterias especificas podria estar asociada con
una disminucién de los efectos secundarios anti CTLA-4. (D) Bifidobacterium spp. se vinculé con una
respuesta anti-PD-L1 efectiva debido a la elevacion de CTLy DC intratumorales (Villéger et al., 2019).

Radioterapia

La radioterapia es un pilar fundamental en el tratamiento de muchos tumores
incluyendo el CCR. La respuesta tumoral al tratamiento radioterapico esta afectada por
la microbiota intestinal. En los ensayos que se han realizado en ratones se ha visto como
aquellos con alteraciones en la microbiota intestinal tienen menos respuesta a los ciclos
de radioterapia (Villéger et al. 2019).
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MECANISMOS DE ACCION DE LA VITAMINA D Y SU IMPACTO EN LA MICROBIOTA
INTESTINAL

La vitamina D es una vitamina liposoluble con importantes funciones en la homeostasis
dseas y del calcio y en la regulacién de muchas otras funciones celulares. Muy pocos
alimentos contienen naturalmente vitamina D, por lo que la sintesis dérmica es la
principal fuente natural. La vitamina D de la dieta o de la sintesis dérmica es
biolégicamente inactiva y requiere conversidon a metabolitos activos. La vitamina D se
convierte enzimaticamente en el higado a 25-hidroxivitamina D, la principal forma
circulante de vitamina D, y luego en el rifién a 1,25-dihidroxivitamina D, la forma activa
(Figura 15) (Battistini et al., 2020).
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Figura 15. Estructura quimica y activacion de la vitamina D. (Battistini et al., 2020).

El receptor de vitamina D (VDR) se expresa casi de forma universal en las células
nucleadas. Aproximadamente el 3% del genoma humano esta bajo el control de la 1,25-
dihidroxivitamina D, ademas al menos 10 tejidos fuera del rifndn expresan 1-a-
hidroxilasa, la enzima encargada de convertir la vitamina D a su forma activa (Battistini
et al., 2020).

Una de las principales funciones extraesqueléticas de la vitamina D es la modulacion de
la microbiota intestinal participando en la diferenciacidn de células inmunitarias, en la
modulacion de la microbiota intestinal, en la transcripcidén de genes y en la integridad
de la barrera intestinal. El receptor de la vitamina D (VDR) regula las acciones bioldgicas
de la vitamina D activa y esta involucrado en los aspectos genéticos, ambientales,
inmunitarios y microbianos de las enfermedades inflamatorias intestinales en las que se
incluyen la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU) (Figura 16). La deficiencia
de vitamina D se correlaciona con la actividad de la enfermedad y su administracion
dirigida a una concentracion de 30 ng/mL puede tener el potencial de reducir la actividad
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de la enfermedad. Ademads, VDR regula las funciones de las células T y las células de
Paneth y modula la liberacion de péptidos antimicrobianos. Existen metabolitos
microbianos beneficiosos como el butirato que aumentan la sefializacion de VDR
(Battistini et al., 2020).

Existe una gran cantidad de datos epidemiolégicos que indican que los riesgos de cancer
y enfermedades autoinmunes y cardiovasculares son mayores cuando los niveles de 25-
hidroxivitamina D son menores de 20ng/mL y que los riesgos disminuyen con
concentraciones mas altas. Sin embargo, no hay datos convincentes de que los
suplementos con vitamina D pueden disminuir el riesgo o el prondstico del cancer, de
las infecciones, de las enfermedades autoinmunes, cardiovasculares y metabdlicas.
Ademas, no hay estudios prospectivos para definir los niveles épticos de 25 (OH) D para
mantener una buena salud extraesquelética. Por lo tanto, no se sugiere suplementos de
vitamina D mas alld de los requerimientos en la osteoporosis o prevencién de caidas
(Bouillon et al., 2022). Por tanto, la necesidad de mas estudios en este campo es
evidente (Murdaca et al., 2021).

Varios estudios in vivo han demostrado que la suplementacién con vitamina D y el efecto
antiinflamatorio de VDR estan directamente asociados con la microbiota intestinal. De
hecho, la regulacién a la baja de VDR o la incapacidad de producir la forma activa de
vitamina D se asocio con una disminucion de Lactobacillus, mientras que Proteobacteria
se incrementd (Battistini et al., 2020).
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Figura 16. La vitamina D/VDR esta involucrada en los aspectos genéticos, ambientales, inmunolégicos
y microbianos de la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell). Por lo tanto, la suplementacion con
vitamina D y la activacion de VDR podrian considerarse como un factor multifuncional en el tratamiento
de la Ell. (Battistini et al., 2020).
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RELACION ENTRE DEFICIT EN VITAMINA D Y DISBIOSIS DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Multiples estudios han demostrado que la deficiencia de vitamina D o la inactivacién de
polimorfismos del VDR estan asociados con la disbiosis del microbioma.

Se ha demostrado que tanto la deficiencia de vitamina D como la disbiosis afectan la
inflamacidn sistémica y crénica y aumentan el riesgo de diversas afecciones, incluidas
enfermedades cardiovasculares, neurolégicas, infecciosas (incluida COVID-19) ,
metabdlicas y trastornos autoinmunes (Murdaca et al., 2021).

En pacientes con enfermedad de Crohn se ha observado que la suplementacién con
vitamina D promueve el crecimiento de ciertas especies bacterianas en el microbioma
intestinal como Alistipes, Barnesiella, Roseburia, Anaerotruncus y Subdoligranulum.
Ademas, se ha visto que los ratones knockout para VDR tienen una composicion del
microbioma diferente. Sus muestras fecales contenian Clostridium, Eubacterium,
Bacteroides, Tannerella y Prevotella, mientras que los ratones de control contenian
Lactobacillus, Butyricimonas y Lactococcus (Murdaca et al., 2021).

La respuesta celular a la vitamina D estd determinada principalmente por el nivel de VDR
y la concentracidon de calcitriol dentro del nucleo, que depende de la expresion y
actividad de las enzimas CYP27B1 y CYP24A1. La primera hidroxila el calcidiol (25(0OH)D)
para producir calcitriol y la segunda cataliza la oxidacién adicional del calcitriol a
compuestos menos activos (Ferrer-Mayorga etal.,, 2019). En condiciones de
inflamacidn, la regulacidn a la baja de VDR coldnico se asocia con una mayor expresion
de CYP27B1 local, como un efecto protector homeostatico para reducir la inflamacion y
mejorar la sefalizacién de VDR. Se ha visto que los ratones sometidos a un tratamiento
con antibidticos no lograron aumentar el CYP27B1 y desarrollaron una colitis mas grave.
Mientras que el tratamiento con LPS estimuld la regulacion positiva de CYP27B1,
reforzando el papel de VDR en la funcién de barrera y las vias antiinflamatorias y
antiinfecciosas (Battistini et al., 2020).

Se sabe que VDR regula negativamente la actividad de NF-kB estimulada por bacterias y
este mecanismo también puede ser un importante contribuyente a la homeostasis
intestinal y la proteccién del huésped contra la invasién e infeccién bacteriana. En un
modelo de colitis experimental, se demostrd que los ratones con delecién de VDR en el
epitelio intestinal desarrollaron una colitis clinica mds grave y empeoraron la apoptosis
de las células epiteliales, lo que condujo a un aumento de la permeabilidad de la mucosa
intestinal y promueve la respuesta de la mucosa Th1ly Th17 (Battistini et al., 2020).

Ademas, los niveles de vitamina D en el Utero también podrian influir en la microbiota
gue coloniza el intestino del bebé, por ejemplo, una mayor abundancia de Clostridiales
y Lachnobacterium y una disminucion de Lactococcus en bebés con niveles mas altos de
vitamina D en la sangre del cordén umbilical (Murdaca et al., 2021).

También es mas probable que los niveles mas bajos de vitamina D en la vida temprana
conduzcan al desarrollo de alergias alimentarias, lo que sugiere un posible vinculo con
el desarrollo del microbioma (Murdaca et al., 2021).
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La vitamina D también juega un papel importante en la integridad de la barrera
intestinal. Asi, la sefalizacién de la vitamina D tiene una papel importante en el
mantenimiento de la integridad epitelial mediante la regulacidon de la expresion de
uniones estrechas y uniones adherentes. Cuando esta capa se ve comprometida y las
bacterias obtienen acceso a la [dmina propia, la vitamina D tiene un impacto en la
activacién y supresion del sistema inmunitario innato y adaptativo (Murdaca et al.,
2021). Sin embargo, aun se desconoce en gran medida cémo la sefializacion de vitamina
D/VDR esta involucrada en la barrera tisular relacionada con enfermedades humanas la
hipdtesis que se presupone se resume en la figura 17 (Zhang et al. 2013).
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Figura 17.VDR y adhesidn celular de células epiteliales. La activacion de VDR suprime la actividad de la
B- catenina, lo que disminuye la B-catenina nuclear, el factor de transcripcién del factor de células T (TCF)
e inhibe la proliferacién celular. El aumento del nivel de VDR también se asocia con un aumento de
claudina 2 y 12, que pueden desempefiar un papel en la homeostasis del calcio y la funcién de barrera.
Las otras proteinas de union celular involucradas en la vitamina D/VDR incluyen E-cadherina, ocludina y
Z0-1 (zénula ocluyente) (Zhang et al., 2013).

ALTERACION DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE LA VITAMINA D (VDR) EN EL CCR

Aunque la vitamina D/VDR es un tema en investigacion, el mecanismo subyacente sobre
las interacciones entre el microbioma y el huésped no se comprende por completo,
careciendo aun de suficiente conocimiento sobre los mecanismos del VDR epitelial
intestinal y el microbioma en el CCR. Lo que si se ha visto es que la falta de VDR intestinal
conduce a la disbiosis y a un cambio del perfil bacteriano para un mayor riesgo de CCR
(Zzhang etal., 2020). Se trata de un receptor de hormonas esteroides de clase Il
estrechamente relacionado con los receptores de acido retinoico y hormonas tiroideas.
Su accion biolégica mas importante es promover la diferenciacion de enterocitos y la
absorcidn intestinal de calcio (Pazirandeh et al., 2021)
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Se presupone que el VDR intestinal protege a los ratones contra la disbiosis mediante Ia
modulacion de la via JAK/STAT en la tumorogénesis. La ausencia de VDR intestinal
conduce a la disfuncidn en las interacciones entre las células epiteliales y el microbioma
a través de la sefializacidon JAK/STAT3. Las diferentes investigaciones han sugerido que
la interferencia en la via JAK/STAT3 puede suprimir el crecimiento del cancer de colon.
Los inhibidores de JAK /STAT3 se utilizan clinicamente en pacientes con Ell. Por lo tanto,
la regulacion de VDR a través de la via JAK/STAT 3 indica un nuevo objetivo de empleo
del VDR en procesos antiinflamatorios y anticancerigenos (Zhang et al., 2020).

En lesiones precancerosas y estadios tempranos de CCR, la expresién de VDR aumenta,
sin embargo, en estadios tumorales avanzados disminuye siendo baja o nula en
metastasis de ganglios linfaticos. SNAIL 1 y SNAIL2, dos factores de transcripcidon que
inducen la transicién epitelial a mesenquimatosa reprimen la expresién de VDR génica
durante la progresion del CCR (Ferrer-Mayorga et al., 2019).

En una investigacidon con ratones, se vio que los VDR knockout (KO) tienen un mayor
numero de tumoresy una ubicacién del tumor cambiada. En una hipétesis en un modelo
de céncer inducido por azoximetano (AOM) y dextrano sulfato de sodio (DSS) en ratones
VDR-KO se vio que los ratones desarrollaron una mucosa coldnica hiperproliferativa,
focos de criptas aberrantes y finalmente carcinomas (Zhang et al., 2020).

Se vio una diferencia en la incidencia de tumores en dos modelos de cancer de colon de
ratones knockout: VDRY® vy VDRACH (eliminacidn especifica intestinal de VDR)
encontrandose que los ratones VDR desarrollaron mdas tumores y con un mayor
tamafio. Ademds, la ubicacidn del tumor en VDR 2! cambié del colon distal al
proximal, en comparacion con los tumores principalmente del colon distal de VDR"*®
como se observa en la Figura 18 (Zhang et al., 2020).
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Figura 18. Diferencia en el nimero de tumores entre VDR'**" y VDR2®®' ( Zhang et al., 2020).
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También se ha visto un aumento de la abundancia de bacterias en ratones VDRt en
comparacion con ratones con VDR, Asi, Bacteroides fragilis, Butyrivibrio fibrisolvens
y Peptostreptococcus (Firmicutes) mostraron una aumento en los tumores de ratones
VDRAC! en comparacién con VDR (Zhang et al., 2020).
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Figura 19. La disbiosis da lugar a un aumento del riesgo de cancer en ratones VDR ACEl se muestra la
composicién de la comunidad bacteriana a nivel de género en muestras de heces desde ratones VDR'*"
y VDRACH! (adaptado de Zhang et al., 2020).

También se ha observado un aumento de la inflamaciéon en los ratones VDR,
plantedndose la hipdtesis de que las funciones microbianas y epiteliales intestinales
alteradas conducen a una inflamacion crdénica, lo que exacerba la progresion del cancer
de colon. Evaluando varios marcadores de linfocitos en colon normal y en tumores de
colon se vio que los niveles de CD 68, CD3 y CD11b aumentan significativamente en los
tumores, especialmente en los ratones VDRAE' (Zhang et al., 2020, Murdaca et al., 2021).

El VDR también estd implicado en las funciones antibacterianas de las células de Paneth.
Se ha visto que los ratones con inactivacion VDR en las células de Paneth muestran una
reduccion de bacterias beneficiosas (por ejemplo, Lactobacillus) en la microbiota
intestinal y la liberacion de AMP, mientras que son mas propensos a la infeccién por
Salmonella y colitis inducida por DSS. Estos hallazgos confirman que las anomalias de las
células de Paneth dan como resultado una capacidad de eliminacién bacteriana reducida
a través de los AMP y, junto con una reduccidn en las respuestas de autofagia, podrian
explicar la asociacion de disbiosis y las anomalias de las células de Paneth observadas en
personas con Ell (Battistini et al., 2020).
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Recientemente se ha propuesto que una mayor cantidad de calcitriol se correlaciona
con un menor riesgo de CCR independientemente del nivel de VDR. En este contexto,
datos recientes indican que los tumores de CCR que carecen de expresién de VDR en
células de carcinoma podrian beneficiarse de la accién protectora de los agonistas de
VDR sobre los fibroblastos del estroma tumoral (Ferrer-Mayorga et al., 2019).

MECANISMOS DE ACCION DEL CALCITRIOL EN EL CCR

De acuerdo con la amplia expresion de VDR, el calcitriol tiene efectos sobre la mayoria
de los tipos de células intestinales y sobre muchas lineas celulares de carcinoma de colon
que contienen un nivel suficiente de VDR (Ferrer-Mayorga et al., 2019). La regulacién de
mas de mil genes relacionados con la vitamina D en las células del carcinoma de colon
asi como células inmunitarias del microambiente tumoral indican la implicacién de la
vitamina D en la proteccidn de esta neoplasia (Carlberg, 2022).

La investigacidon del efecto de la vitamina D en las células del colon humano se realizd
mediante un biobanco vivo de cultivos de organoides tumorales y normales a largo plazo
de 39 pacientes con CCR que se habian sometido a cirugia con fines curativos. Los
organoides normales tenian una morfologia quistica relativamente homogénea formada
por una o dos capas celulares, mientras que los organoides tumorales eran
frecuentemente multicapa y mostraban dos morfologias alternativas, quistica o
compacta y se parecia a la morfologia del tumor primario. El andlisis por RT-qPCR de la
expresion de VDR reveld niveles ligeramente mas altos en los organoides normales que
en los tumorales (Fernandez-Barral et al., 2020).

La actividad enzimatica realizada por CYP27B1 se induce en carcinomas moderadamente
y bien diferenciados, pero es dificilmente detectable en células CCR de biopsias humanas
que metastatizan a los ganglios linfaticos regionales. Por el contrario, la expresidn de
CYP24A1 es baja en células epiteliales de colon normal, pero se induce en adenomas
colorrectales y tumores CCR. Alrededor del 60% de los tumores de CCR presentan
elevado numero de copias del gen CYP24A1. La expresidn de CYP2A41 en células del CCR
es inducida por inhibidores de ADN metiltransferasas a través de la alteraciéon de la
expresiéon de algunos reguladores de CYP24A1, pero no por la desmetilacidn del gen en
si (Ferrer-Mayorga et al., 2019).

De manera similar a su accidén en otros tipos de células tumorales, el calcitriol inhibe la
proliferacidon, sensibiliza a la apoptosis y promueve la diferenciacion de células de
carcinoma de colon mediante la regulaciéon de genes y la modulacién de vias de
sefializacion implicadas en estos procesos (Ferrer-Mayorga et al., 2019).

La reduccidén de la proliferacion celular por el calcitriol se realiza por varios mecanismos:
regulacién a la baja de quinasas dependientes de ciclina (CDK), induccién de inhibidores
de CDK y de la detencidn del crecimiento y dafio en el ADN que conduce a la detencién
del ciclo celular en GO/G1, la represién directa e indirecta de c-MIC y la modulacién de
los genes JUN y FOS. Ademads, el calcitriol interfiere con las vias de sefializacién
proliferativas desencadenadas por el factor de crecimiento epidérmico y el factor de
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crecimiento similar a la insulina 1l y sensibiliza las células a los efectos inhibidores del
crecimiento del factor de crecimiento transformante beta (Ferrer-Mayorga et al., 2019).

Cabe destacar, que el calcitriol antagoniza la via de sefializacién Wnt/ beta catenina,
cuya activacién aberrante es el evento inicial y uno de los principales contribuyentes a
la progresidn del CCR. La suplementacién con vitamina D disminuye los niveles de beta-
catenina y aumenta los de E-cadherina, APCy p21 en la mucosa rectal de pacientes con
adenoma colorrectal. Entre los genes de diferenciacidon que estan sobreexpresados por
el calcitriol se encuentran varios marcadores epiteliales intestinales como la fosfatasa
alcalina, maltasa y el receptor sensor de calcio, asi como proteinas de adhesién
intercelular y del citoesqueleto como la E-cadherina. El aumento del contenido celular
de varias de estas proteinas de las uniones estrechas, uniones de adherencia y los
hemidesmosomas contribuyen al mantenimiento de la barrera epitelial intestinal que
protege contra la infeccion (Ferrer-Mayorga et al., 2019).

La vitamina D también ejerce acciones sobre el sistema inmunitario que implican el
crecimiento, la diferenciacién, la activacién/desactivacion y finalmente apoptosis de
diferentes tipos de células inmunitarias. Las células inmunitarias y cancerosas utilizan
las mismas vias de transduccidon de sefales y genes para impulsar su crecimiento
(Carlberg, 2022).

Su papel en la apoptosis se realiza mediante la sensibilizacion de las células del
carcinoma de colon a la apoptosis por varios agentes a través de la activacién de genes
proapoptéticos, la represion de genes de supervivencia y de manera paracrina, via
interferencia con la secrecién de IL-1B por macréfagos. Asi los agonistas de VDR
potencian el efecto de los agentes quimioterapéuticos en células cultivadas y modelos
animales de CCR. En cuanto a la migracion, invasividad y angiogénesis, el calcitriol ejerce
estas funciones mediante la represién de la expresion de DKK-4 un factor que promueve
la invasion, angiogénesis y quimiorresistencias en las células del carcinoma de colon y
se regula positivamente en los tumores de colon humano, lo que se correlaciona
inversamente con la expresion de VDR. Ademas el calcitriol regula el fenotipo
angiogénico de las células del carcinoma de colon controlando la expresién de varios
genes como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el inhibidor de la
diferenciacion (ID)-1/2 y la trombospondina-1 (Ferrer-Mayorga et al., 2019).

Solo se han publicado una pequefia cantidad de ensayos sobre los efectos de la
suplementacién con vitamina D en el CCR. Ademas, estos ensayos ya sea por sus
limitaciones o deficiencias dificultan la obtencidn de una conclusion fuerte y consistente
como por ejemplo dosis bajas que sean insuficientes para aumentar el calcitriol en
sangre y alcanzar niveles significativos, duracién corta del tratamiento, bajo
cumplimiento, grupos de placebo inadecuados, restriccion a poblacién anciana,
ausencia de evaluacién de la capacidad de respuesta individual y la consideracién de la
genética individual. Se han sintetizado muchos analogos de la vitamina D en busca de
agonistas VDR con mejor relacion actividad/efectos secundarios a altas dosis
terapéuticas (Ferrer-Mayorga etal.,, 2019). Ademds, los efectos inhibitorios
(protectores) de la vitamina D en ratones con caracteristicas derivadas de pacientes con
CCR han mostrado una clara proteccién de la vitamina D frente a este tipo de neoplasia
(Carlberg, 2022) (Figura 20).
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Figura 20. Efectos de la vitamina D en el CCR.El esquema muestra la distribucion topografica de los tipos
de células en la cripta del colon. Efectos de 1.25 (OH)2D3 sobre los diferentes tipos de células (tumorales
y estromales) en una neoplasia de colon y en el tejido normal adyacente. Se indican los efectos
homeostaticos sobre las células normales y los efectos protectores sobre las células tumorales (Carlberg,
2022).

MODULACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL CON FINES TERAPEUTICOS

La modulacion de la microbiota intestinal con el objetivo de restaurar la homeostasis
microbiana es una estrategia potencial para la prevencion y el tratamiento del CCR.
Algunas estrategias para modular la microbiota intestinal son los probidticos,
prebidticos y el trasplante de microbiota fecal (Fong et al., 2020).

Probidticos

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que al administrarse en
cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud del huésped. Un metaanalisis
reciente que evalla la eficacia y seguridad de los probidticos en pacientes adultos y
pediatricos diagnosticados de cancer sugiere que los probidticos pueden ser
beneficiosos, incluso si los mecanismos subyacentes a las propiedades antitumorales
siguen sin estar claros y aun se requieren mas estudios (Villéger et al., 2019).

Para el CCR, varias bacterias, incluida Bifidobacterium y Lactobacillus spp han mostrado
propiedades anticancerigenas en estudios preclinicos a través de diferentes
mecanismos tales como la inhibicién de la proliferacién celular, la induccién de la
apoptosis de las células cancerosas, la modulacidon de la inmunidad del huésped, la
inactivacién de toxinas cancerigenas y la produccién de compuestos anticancerigenos
(Wong & Yu, 2019).

Varios estudios han informado que la ingestion de cepas probidticas especificas
disminuye la colonizacién de patégenos, incluyendo Clostridium difficile y
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Staphylococcus aureus apoyando asi el uso de probidticos para prevenir infecciones
intestinales (Fong et al. 2020).

Los probidticos confieren resistencia a la colonizacién al competir por los nutrientes y
por la superficie adherente sobre células epiteliales o moco o incluso antagonizando la
colonizacidn de patdégenos a través de la agregacidn con ellos. Ademas de esta
interaccion directa, los probiéticos pueden inhibir el crecimiento de patdgenos por la
produccién de metabolitos como acido lactico y acético que reducen el pH luminal o
bien por bacteriocinas que ejercen actividad antimicrobiana directa. Al evitar la invasién
patdgena, la ingesta de probidticos ayuda a reducir los riesgos de infeccidn intestinal y
la inflamacién subsiguiente, lo que podria prevenir el desarrollo de CCR y reducir las
complicaciones en pacientes con CCR preexistente (Fong et al. 2020).

Los probidticos ejercen un efecto inmunomodulador de las mucosas, se ha visto que
determinadas especies como Bifidobacterium infantis y Bifidobacterium rhamnosus son
capaces de activar células dendriticas (CD) intestinales lo que ayuda a la regulacion de
células T gracias a la inhibicion de STAT3 y NF-kB, reduciendo el ambiente
proinflamatorio tras la reduccién de sintesis de interleucinas (IL-17, IL-23) (Fong et al.
2020). Ademas de estos efectos se ha visto que otro probiédtico, Lactobacillus casei no
solo actua en la prevencion del CCR, sino que también puede restablecer la disbiosis
existente en el CCR (Saus et al., 2019).

Otra funcién que ejercen es mejorar la funcidon de la barrera intestinal al regular o
normalizar la expresidn de proteinas de uniéon estrecha, estimulando la produccién de
mucina, suprimiendo la inflamacién y promoviendo la restitucion epitelial. En estas
funciones juegan un importante papel Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
plantarumy y Escherichia coli (Fong et al. 2020).

Prebidticos

Los prebidticos son definidos como un sustrato que es utilizado selectivamente por los
microorganismos huéspedes que confieren un beneficio para la salud.

Los prebidticos son fermentados selectivamente por los probidticos coldnicos, lo que
conduce a la produccion de acidos grasos de cadena corta, como el acetato, propionato
y butirato. Mientras que el butirato es absorbido por los colonocitos como principal
combustible energético, el propionato y el acetato son metabolizados por el higado y el
musculo para la gluconeogénesis y la generacion de energia, respectivamente.
Funcionando como un inhibidor de la histona deacetilasa, se ha sugerido que el butirato
ejerce efectos beneficiosos en los pacientes con CCR al inducir la apoptosis del CCR,
regular a la baja la inflamacién, modular el estrés oxidativo y mejorar la funcién de la
barrera epitelial (Fong et al. 2020).

Ademas de estimular el crecimiento de los probiéticos, los prebidticos pueden actuar de
manera independiente a los probidticos y ejercer un efecto directo sobre el intestino.
Una de las acciones mas estudiadas es la propiedad antiadherente contra patdgenos. Al
imitar los glucoconjugados de las microvellosidades apicales, los oligosacaridos
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prebidticos pueden interactuar con el receptor bacteriano y evitar que los patégenos se
adhieran a las células epiteliales, inhibiendo asi la colonizacién de patégenos (Fong et
al. 2020).

Asimismo, se ha desarrollado la combinacién sinérgica de prebidticos y probidticos en
forma de suplementos o ingredientes dietéticos, denominados simbidticos. Estos
incluyes cepas de Lactobacillus plantarum para alimentos multifuncionales a base de
avena (Saus et al., 2019).

Trasplante de microbiota fecal

Con la creciente comprension de como la microbiota intestinal alterada impacta en las
enfermedades, el trasplante de microbiota fecal (FMT) ha cobrado importancia en los
Ultimos afios. Al administrar trasplantes fecales de donantes sanos al tracto
gastrointestinal de los pacientes, FMT introduce una poblacidn microbiana sana vy libre
de enfermedades en una comunidad disbidtica, que luego restaura la homeostasis
microbiana y puede ser potencialmente util para mejorar varios trastornos
gastrointestinales, incluida la Ell, el sindrome del intestino irritable y la infeccidon por
Clostridium difficile . En comparacion con otras estrategias de modulacion, FMT parece
conferir varias ventajas sobre las demas. Si bien aumenta la diversidad microbiana y no
altera la ecologia intestinal microbiana como en el tratamiento con antibidticos, su
injerto a largo plazo también permite que se disefie como un régimen de dosis Unica, lo
que confiere beneficios terapéuticos sobre los probidticos y prebidticos, cuya
colonizacion parece ser transitoria (Fong et al. 2020).

Sin embargo, los trasplantes fecales aun tienen muchas incégnitas y, dadas las
incertidumbres, algunos cientificos argumentan que probar estos enfoques en humanos
es arriesgado. FMT ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento de infecciones
recurrentes por Clostridium difficile con altas tasas de respuesta, dando perspectivas
prometedoras para otras patologias. Sin embargo, los datos de FMT en el contexto de la
terapia del cancer son mucho mas limitados y los datos se han obtenido principalmente
en modelos animales (Villéger et al., 2019).
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INTEGRACION DE LOS DATOS DEL MICROBIOMA EN LA MEDICINA DE PRECISION PARA
LA PREVENCION, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DEL CCR

Por medio del conocimiento de la microbiota intestinal y su relaciéon con la patogenia
del CCR en los ultimos anos se estan usando los biomarcadores con el objetivo de
localizar los CCR en una etapa precoz permitiendo asi una reduccién de la incidencia y
mortalidad. Un biomarcador es una sustancia utilizada como indicador de un proceso
biolégico, en este caso se usa como indicador de la presencia o gravedad de la
enfermedad. Para disponer de biomarcadores se necesita un analisis de la microbiota
intestinal. Los biomarcadores se pueden usar para el cribado, imprescindible para
aumentar la supervivencia. Asi la supervivencia en los localizados es de un 90% a los 5
afios mientras que en la enfermedad metastdsica tan solo es de un 14% (Wong & Yu
2019).

Marcadores para la deteccién de adenoma. El adenoma es el principal precursor del
CCR. Las pruebas de deteccion no invasivas actuales basadas en heces tienen baja
sensibilidad para detectar adenomas colorrectales. Sin embargo, debido a la gran
cantidad de datos metagendmicos disponibles sobre el CCR, éstos son de gran ayuda
para el desarrollo de marcadores microbianos fecales a utilizar para el diagndstico del
CCR. Como bacteria individual especifica, se observé que F. nucleatum era mas
abundante en adenomas colorrectales que en controles sanos, demostrando de esta
manera que la cuantificacién de F. nucleatum puede servir para diferenciar a los
pacientes (Wong & Yu 2019).

Biomarcadores para el prondstico del cdncer. Asociaciones entre biomarcadores
bacterianos y resultados clinicos han sido utilizadas como marcadores de prondstico del
CCR. Varios estudios de epidemiologia molecular han mostrado relaciones inversas
entre las cantidades tumorales de F. nucleatum en el tejido medidas mediante PCR
cuantitativa con la supervivencia del CCR. Esto pone de manifiesto el potencial de la
cuantificacidon de F. nucleatum cuya erradicacién podria mejorar tanto el prondstico
como la supervivencia de la enfermedad (Wong & Yu 2019).

El avance que supone el uso de estos marcadores y las nuevas estrategias terapéuticas
motivan la necesidad de seguir investigando en este campo. Muchos estudios han
demostrado la asociacidn entre las bacterias presentes en el microbioma con el CCR sin
embargo una limitacidn recurrente es el escaso estudio de los componentes no
bacterianos (hongos, protozoos y virus). En este sentido, algunos campos prometedores
gue estan creciendo son el estudio de la implicacién del viroma y micobioma intestinal
en la patologia del CCR, de los que todavia hay un conocimiento muy limitado. En
relacion con la limitacion de los grupos taxondmicos menos estudiados se debe a una
limitada resolucion taxondmica ya que actualmente se mantiene en el género o niveles
superiores en la mayoria de los estudios. Esta resolucién limita la comprensién del
impacto funcional de la microbiota ya que el potencial funcional puede variar mucho
entre especies del mismo género microbiano e incluso entre cepas de la misma especie
(Saus et al., 2019).
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CONCLUSIONES

Numerosos estudios muestran como alteraciones genéticas, factores ambientales, el
estilo de vida y la dieta pueden inducir la disbiosis de la microbiota intestinal y generar
una respuesta y un ambiente hostil que favorece la carcinogénesis colorrectal.

El papel del desequilibrio microbiano en la carcinogénesis implica varios mecanismos.
La disbiosis favorece la colonizacidn por bacterias “driver” que generan una inflamacion
del epitelio y a su vez la inflamacién puede alterar la microbiota. Esta inflamacién cambia
el microambiente y permite la colonizacidn por bacterias oportunistas “Passenger”. Este
proceso se ve reforzado por la formacién de biofilms que aumenta la permeabilidad
intestinal y favorecen el desarrollo de infecciones crénicas dificiles de eliminar.
Igualmente, la microbiota interactia estrechamente con el sistema inmunitario y su
estimulacion puede causar una inflamacién crénica que resulte en carcinogénesis. A
pesar de la diversidad de la microbiota intestinal, varias especies bacterianas se han
asociado con un riesgo mas alto para el desarrollo del CCR entre ellas destacan
Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis enterotoxigénico y E.coli con la isla
genodmica de la poliquétido sintetasa.

El estudio de este desequilibrio aporta informacion crucial para explorar como mediante
la manipulacién de la microbiota podemos prevenir y tratar el CCR de diferentes formas:
con la dieta, pre y probidticos y trasplante de la microbiota fecal entre otros. Ademas,
estos conocimientos abren la oportunidad para la prevencién y el diagnéstico precoz del
CCR mediante el empleo de biomarcadores.

El estudio de la influencia de la vitamina D en la carcinogénesis colorrectal estd
recibiendo una importancia creciente. Se sabe que la vitamina D ejerce una serie de
complejos efectos sobre las células del carcinoma de colon y sobre varios tipos de células
normales presentes en el colon. En estas funciones interviene el VDR, de hecho, la falta
de VDR intestinal se asocia a disbiosis y un mayor riesgo de CCR. En general, estos
efectos sugieren la accidon preventiva y beneficiosa del calcitriol contra el CCR que
pueden potenciar las terapias contra el cancer. Este resultado estd de acuerdo con los
datos epidemioldgicos que asocian la deficiencia de vitamina D con un mayor riesgo de
CCR.

A pesar de toda la informacion ya disponible alin es un tema en constante investigacion
destacando la necesidad de mas estudios para establecer con mayor exactitud el papel
de la vitamina D y el VDR en el desarrollo del CCR.
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ABREVIATURAS

CCR: Carcinoma Colorrectal

OTU: Unidades taxondmicas operativas

SMRT: Single-Molecule Real-Time Sequencing

TGS: Secuenciacién de tercera generacion

PacBio: Pacific Biosciences

ONT: Nanoporos de Oxford Nanopore

NGS: Secuenciacidn de nueva generacién

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

TGI: Tracto Gastrointestinal

HMP: Proyecto microbioma humano

iHMP: HMP integrativo

MetaHIT: Metagenoma del tracto gastrointestinal humano
HMP: Proyecto de microbioma humano

AMP: Péptidos antimicrobianos

PRR: Receptor de reconocimiento de patrones

TLR: Receptor tipo Toll

NDR: Receptor tipo NOD

MAMP: Patrones moleculares asociados a microbios
PSA: Polisacarido A

TH: Células T Helper

GALT: Tejido linfoide asociado al intestino

MLN: Ganglios linfaticos mesentéricos locales
AGCC: Acidos grasos de cadena corta

GLP: Péptido similar al glucagén

PYY: Péptido YY

SPRR2A: Pequefia proteina rica en prolina 2A
HNPCC: Cancer colorrectal hereditario sin pdlipos
MMR: Sistema de reconocimiento y reparacion de errores del ADN
PAF: Poliposis adenomatosa familiar

APC: Poliposis adenomatosa del colon
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CIMP: Isla metilacion fenotipo CpG

MSI: Inestabilidad de microsatélites

WCRF: Fondo mundial para la investigacién del cancer
AICR: Instituto Americano de Investigacidon sobre el cancer
CC: Circunferencia de la cintura

MET: Equivalentes metabdlicos de tarea

ROS: Especies reactivas de oxigeno

BFT: Toxina B. fragilis

CDT: Toxina de distensidn citoletal

ETBF: B. fragilis enterotoxigénico

ECAI: E.coli adherente invasivo

Gal-GalNac: Galactosa-N-acetil-Dgalactosamina
CTLA-4: Antigeno 4 asociado a los linfocitos T citotoxicos
ODN: Oligodesoxinucledtidos

EC: Enfermedad de Crohn

CU: Colitis Ulcerosa

DSS: Dextrano sulfato de sodio

AOM: Azoximetano

CDK: Quinasas dependientes de ciclina

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular

CD: Células dendriticas

VDR: Receptor de Vitamina D

VDR 2CE!: Eliminacion especifica intestinal de VDR
FMT: Trasplante de microbiota fetal

AUC: Area bajo la curva
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