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RESUMEN

En las ultimas décadas, la evidencia ha demostrado que la microbiota intestinal influye
significativamente en el huésped. Los estudios de secuenciacién han revelado que
alteraciones de la misma, un estado conocido como disbiosis, estan asociadas a la
patogénesis de diversas enfermedades mas alla de las infecciones clasicas, como son las
enfermedades metabdlicas, gastrointestinales o el cancer colorrectal (CCR).

De entre ellas, el CCR supone una importante carga sanitaria mundial que representa la
segunda causa de muerte por cancer. Su etiologia es multifactorial, pero cada vez hay
mas pruebas de que la microbiota intestinal desempefa un papel crucial en el inicio, la
progresién y la metastasis del CCR. Paralelamente, los estudios epidemioldgicos han
identificado al CCR como la neoplasia mas cominmente asociada con niveles bajos de
vitamina D. Ambos hallazgos justifican la necesidad de dilucidar los mecanismos
subyacentes al desarrollo de esta enfermedad con el fin de incidir sobre la misma.

Palabras clave: Microbiota, disbiosis, cancer colorrectal, vitamina D.

ABSTRACT

In recent decades, evidence has shown that the gut microbiota significantly influences
the host. Sequencing studies have revealed that alterations in the gut microbiota, a
condition known as dysbiosis, are associated with the pathogenesis of various diseases
beyond classical infections, such as metabolic and gastrointestinal disorders, as well as
colorectal cancer (CRC).

Among them, CRC represents a major global health burden and is the second leading
cause of cancer-related deaths. Its etiology is multifactorial, but there is increasing
evidence that the gut microbiota plays a crucial role in the initiation, progression, and
metastasis of CRC. Additionally, epidemiological studies have identified CRC as the
neoplasm most commonly associated with low levels of vitamin D. Both findings justify
the need to elucidate the mechanisms underlying the development of the disease in
order to have an impact on it.

Key words: microbiota, dysbiosis, colorectal cancer, vitamin D.



OBJETIVOS Y METODOLOGIA

La finalidad de este trabajo es realizar una revisién bibliografica exhaustiva de todo lo
publicado hasta el momento acerca del papel de la microbiota intestinal en el CCR, asi
como del papel que juega la microbiota intestinal y las deficiencias de vitamina D en el
desarrollo tanto de la disbiosis como de la tumorogénesis. Para recopilar toda esta
informacién se han usado diferentes bases de datos como PubMed y UptoDate asi como
libros y fuentes de soporte digital.

1. INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal (Gl) de los seres humanos posee una poblacién compleja y
dindmica de microorganismos; la microbiota intestinal, la cual ejerce un papel esencial
en la proteccion frente a agentes patégenos y en el mantenimiento de la homeostasis
inmunitaria y metabdlica.

Varios estudios han analizado la correlacién entre la microbiota intestinal humana vy el
estado de salud. Los informes han indicado que, si bien la microbiota intestinal parece
ser relativamente estable en condiciones de salud, cualquier cambio cualitativo o
cuantitativo puede dar lugar a alteraciones funcionales y enfermedades. Un alto nivel
de diversidad bacteriana se considera indicador de un estado saludable, mientras que
un bajo nivel de diversidad bacteriana se correlaciona con enfermedades inflamatorias,
inmunitarias y relacionadas con la obesidad (Malla et al. 2019). Los estudios también
han revelado que la disbiosis intestinal juega un papel central en el desarrollo de
diversas enfermedades, como trastornos metabdlicos, enfermedades hepaticas,
tumores malignos gastrointestinales, enfermedades respiratorias, enfermedades
autoinmunes y enfermedades mentales, entre otras (Malla et al., 2019).

Son multiples los factores que durante la infancia contribuyen al establecimiento de la
microbiota intestinal. La dieta se considera uno de los principales determinantes en la
composicion de la microbiota intestinal a lo largo de la vida (Song et al., 2020). Los
avances tecnolégicos han contribuido en gran medida a un mejor conocimiento del
enorme impacto de la microbiota intestinal sobre el huésped.

En esta revisidn nos centraremos en el impacto de la microbiota intestinal en el
desarrollo del CCR. Esta es una de las enfermedades gastrointestinales malignas mas
estudiadas tanto por su elevada prevalencia como 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 la
observacion de que la microbiota intestinal se ve alterada por deficiencias en vitamina
D y que la disfunciéon del receptor de la vitamina D origina disbiosis (Song et al., 2020).



2. LA MICROBIOTA INTESTINAL

Al conjunto de bacterias, arqueas, virus y microbios eucariotas que colonizan el tracto
Gl se le denomina "microbiota intestinal". Estos microorganismos han coevolucionado
con el huésped durante miles de afios hasta formar una relacién compleja y
mutuamente beneficiosa. (Thursby and Juge, 2017; Malla et al., 2019 ).

El tracto Gl humano posee una de las mayores interfaces (250-400 m?) entre el huésped
y los factores ambientales. En una vida promedio, pasan aproximadamente 60 toneladas
de alimentos por el tracto GI, asi como una gran cantidad de microorganismos
procedentes del medio ambiente (Thursby and Juge, 2017).

Cada individuo es diferente no sélo por su propio material genético, sino también por
su microbiota intestinal. La microbiota intestinal humana consta de al menos 1.800
géneros y aproximadamente 15.000-36.000 especies de bacterias (M. Cheng and Ning
2019a), con un numero total de células bacterianas =~3,8x 10%2 (el resto de bacterias en
otros drganos es menor de 10%?) y este niumero es aproximadamente del mismo orden
que el nimero de células humanas: 3,0 x 10%3, y una cantidad de contenido genémico
(microbioma) 100 veces superior al del genoma humano. Si consideramos el total de
genes bacterianos, los estudios del Proyecto del Microbioma Humano y del
Metagenoma del Tracto Intestinal Humano (MetaHIT) sugieren que podria haber mas
de 10 millones de genes no redundantes en la microbiota humana (Jandhyala et al.,
2015). Dado el gran nimero de células bacterianas que hay en el organismo, a menudo
se denomina "superorganismo" al huésped y a los microorganismos que lo habitan
(Thursby and Juge, 2017; Cheng and Ning, 2019)

La microbiota intestinal, es un érgano en si mismo con una amplia capacidad metabdlica
y una plasticidad funcional sustancial. Asi por ejemplo, puede sintetizar aminoacidos y
vitaminas esenciales o degradar gran variedad de polisacéridos de la dieta, que de otro
modo no se podrian digerir. Ademads, una microbiota disbidtica puede conducir a la
pérdida de la regulacion inmunitaria en la mucosa intestinal, lo que se asocia con una
serie de enfermedades inflamatorias e inmunomediadas (Cheng and Ning, 2019). Estas
caracteristicas han cambiado rdpidamente el enfoque de la investigacion de la
abundancia y diversidad de los miembros microbianos a los aspectos funcionales
(Jandhyala et al., 2015).

A pesar de que los dominios Eukarya y Archaea también estan presentes en el intestino,
es el dominio Bacteria el que claramente predominan. Los humanos adultos son
colonizados por microbios de 12 filos y al menos una divisién de Archaea. La microbiota
intestinal estd dominada por 3 filos 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 and Juge, 2017).



3. METODOS DE DETECCION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Antes de las tecnologias de secuenciacion masiva 6 de nueva generacion (SNG), la
caracterizacidon de la composicion de la microbiota intestinal se realizd exclusivamente
mediante técnicas de cultivo. Las primeras técnicas de cultivo sélo permitian aislar entre
el 10% y el 25% de la microbiota debido a que la mayoria de los microorganismos en el
intestino son anaerdbicos. Mas adelante, gracias a las mejoras en las técnicas de cultivo
anaerobio, se identificaron géneros como Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium,
etc. (Malla et al., 2019; Jandhyala et al., 2015). Debido a que una gran proporcién de la
microbiota intestinal humana no podia ser cultivada, se impulsé el desarrollo de
enfoques independientes del cultivo como la metagendmica, metatranscriptémica,
metaprotedmica y metabolémica (Jandhyala et al., 2015).

Hoy en dia se sigue empleando la culturémica, técnica basada en cultivo que consiste en
detectar el maximo nimero de bacterias por muestra e identificar asi la microbiota
previamente no cultivada del intestino. Esta técnica se basa en utilizar multiples
condiciones de cultivo asociadas a la espectometria de masas MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight). Si la identificacién por MALDI-TOF
no es posible se recurre a la identificacion por 16S rRNA (Amrane et al., 2018).

Sin embargo, estas técnicas no proporcionaban informacién sobre la composicién total
de la comunidad ni sobre las interacciones huésped-patdgeno o entre los taxones que
la componian. La aparicidn de las tecnologias SNG ha superado estas limitaciones y la
continua reduccién de los costes de secuenciacidon ha ayudado a comprender mejor la
variacion natural de la composicidn de la microbiota, asi como la debida a factores como
la dieta, estilo de vida o tipo de nacimiento entre otros (Tropini et al., 2017).

Un método clave para el analisis de la microbiota intestinal ha sido la metagendmica,
gue consiste en secuenciar el material genético de todos los diferentes microorganismos
de una muestra, sin requerir su cultivo. Son posibles dos métodos diferentes; la
metagendmica “Shotgun” se lleva a cabo mediante la secuenciacién del genoma de
todos los microorganismos presentes en la muestra (bibliotecas “Shotgun”) lo que
permite una descripcion global de la muestra incluyendo a bacterias, virus y parasitos
(Amrane et al., 2018). Utiliza cadenas aleatorias de secuencias de ADN gendmico que se
obtienen rompiendo el ADN total y compara las secuencias obtenidas con bases de
datos de secuencias de ADN conocidas. Alternativamente, la metagendmica basada en
amplicones del gen del ARNr 16S (bibliotecas 16S) es un método muy utilizado, ya que
esta presente en todas las bacterias y arqueas (Jovel et al., 2016). La regién 16S es
pequefia y altamente conservada, con 9 sitios hipervariables suficientes para diferenciar
distintas especies bacterianas. Son regiones comunes para la identificacion bacteriana
la V3, V4, V6 y V8 (Jandhyala et al.,, 2015). La secuenciacién basada en amplicones
compara la secuencia de ADN amplificada por medio de un conjunto de cebadores
universales con secuencias de taxones bacterianos conocidos (Malla et al., 2019).



La eleccion de los métodos “shotgun” o 16S para el analisis de la microbiota suele venir
dictada por la naturaleza de los estudios que se realizan. Por ejemplo, el 16S es
adecuado para analizar un gran nimero de muestras, es decir, multiples pacientes,
estudios longitudinales, etc., pero ofrece una resolucién funcional limitada. Por otro
lado, la metagendmica “shotgun” del genoma completo puede proporcionar
estimaciones mas fiables de la composicion y diversidad de la microbiota debido a una
mayor resolucion y sensibilidad de las técnicas. Los datos combinados del Proyecto
Microbioma Humano y del MetaHit han aportado hasta la fecha la visién mds completa
del espectro microbiano del ser humano. Estos estudios identificaron 2.172 especies en
seres humanos, clasificadas en 12 filos diferentes, de los cuales el 93,5% pertenecian a
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes. Tres de los 12 filos
identificados contenian una sola especie aislada desde seres humanos, incluida una
especie intestinal, Akkermansia muciniphila, la Unica representante conocida del filo
Verrucomicrobia (Thursby and Juge, 2017).

Aunque la metagendmica ha permitido explorar de forma rapida y exhaustiva la
composicidon de la microbiota intestinal, tiene sus limitaciones. Si bien estas técnicas
-Omicas pueden aplicarse a practicamente cualquier muestra bioldgica, la mayoria se
basan en heces. El material fecal es facil de conseguir de forma no invasiva, y permite
repetir el muestreo de un individuo (Malla et al., 2019). No obstante, estas técnicas
suelen aplicarse a muestras homogeneizadas y pasan por alto la heterogeneidad
espacial que caracteriza el funcionamiento de este complejo ecosistema (Tropini et al.,
2017). Otra limitacion es que es dificil determinar si las secuencias pertenecen a
microbios activos o quiescentes, sin embargo una de las alternativas es la secuenciacién
del ARN, conocida como metatranscriptdmica que debe complementarse con el analisis
de alto rendimiento centrado en las proteinas (protedmica) y en los metabolitos
(metabolémica), al igual que con la informacién clinica y dietética, con el fin de dilucidar
mecanismos que expliquen la estructura y funcién de la microbiota (Malla et al., 2019).

La tecnologia SNG ha hecho posible el desarrollo de diversas plataformas como Roche
454 GS FLX, lllumina (MiSeq y HiSeq), lon Torrent/lonProton/lon Proton, y la serie SOLID
5500. Aunque las tecnologias SNG ofrecen ventajas en cuanto a coste y eficiencia, las
cortas longitudes de lectura (150-300 bp) las hacen menos apropiados para el
ensamblaje del genoma y al depender de la amplificacidn por la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), 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. Por ello se han desarrollado las plataformas de secuenciacién de tercera
generacion o Single-Molecule Real-Time (SMRT) como Oxford Nanopore y Pacific
Biosciences (PacBio). Oxford Nanopore se basa en la creacidn de poros artificiales de
membrana por los cuales se hace pasar la secuencia del acido nucleico a secuenciar.
PacBio realiza la lectura de la fluorescencia emitida durante la sintesis de DNA por parte
de una polimerasa inmovilizada en un pocillo microscépico, secuenciando una Unica
molécula por pocillo en tiempo real. Ambas tecnologias reducen el tiempo, el coste, los
problemas por longitud de lectura corta, las tasas de error al eliminar el sesgo



relacionado con la amplificacién y son capaces de detectar directamente las
modificaciones epigenéticas en el DNA (Malla et al., 2019).

Los avances en SNG y en SMRT han dado lugar a la producciéon masiva de datos y han
permitido la secuenciacién completa de genomas. El analisis de los datos obtenidos es
complejo y las herramientas bioinformaticas permiten examinar tanto la composicién
taxondmica como funcional de los diversos metagenomas. Es deseable que dichas
herramientas informdticas cuenten con caracteristicas como la sencillez de uso, la
accesibilidad, la disponibilidad de cédigo abierto y la capacidad de analizar y representar
los datos metagendmicos graficamente. Entre ellos los cuatro mas utilizados MG-RAST,
EBI, QIIME y Mothur (Malla et al.,2019).

4. ESTABLECIMIENTO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

La composicién de la microbiota estd moldeada por diferentes condiciones ambientales
y del propio huésped. En general, se cree que el desarrollo de la microbiota comienza
con el nacimiento, aunque en algunos estudios se han detectado microrganismos en
tejidos del utero, como la placenta. Tras el nacimiento, el tracto Gl se coloniza
rapidamente, y acontecimientos como las enfermedades, el tratamiento con
antibioticos o cambios en la dieta entre pueden provocan cambios en la microbiota
(Cheng and Ning, 2019; Shabana et al., 2018).

El modo en que nacemos también parece afectar a la composicion de la microbiota, asi
los bebés nacidos por parto vaginal contienen una gran abundancia de Lactobacillus
spp., reflejo de laimportante carga en la flora vaginal. Por el contrario, los bebés nacidos
por cesarea presentan una disminucion y un retraso en la colonizacion por Bacteroides,
y estan colonizados por anaerobios facultativos como Clostridium spp. Mientras que la
microbiota fecal del 72% de los bebés nacidos por parto vaginal se asemeja a la
microbiota fecal de sus madres, en los bebés nacidos por cesdrea este porcentaje se
reduce a sélo el 41% (Cheng and Ning, 2019).

Asimismo, el tipo de alimentacion de los lactantes puede afectar a la abundancia de
ciertos microorganismos. Por ejemplo, los oligosacdridos fucosilados presentes en la
leche materna pueden ser utilizados por Bifidobacterium longum vy varias especies de
Bacteroides, lo que les permite superar a otras bacterias como Escherichia coli y
Clostridium perfringens. Mientras que la abundancia de Bifidobacterium spp. suele ser
elevada en la microbiota de los lactantes alimentados con leche materna, se reduce en
los alimentados con leche artificial. Ademas, la microbiota de los lactantes alimentados
con leche artificial presenta una mayor diversidad y niveles alterados de otros grupos
como Escherichia coli, Clostridium difficile, Bacteroides fragilis y Lactobacilos spp
(Thursby and Juge, 2017).



En las primeras etapas del desarrollo, la microbiota suele tener poca diversidad y esta
dominada por dos filos principales, Actinobacteria y Proteobacteria. Durante el primer
afio de vida, la diversidad microbiana aumenta y la composicidn converge hacia un perfil
microbiano similar al de los adultos. Hacia los 2,5 afios de edad, la composicion, la
diversidad y las capacidades funcionales de la microbiota infantil se asemejan a las de la
microbiota adulta (Cheng and Ning, 2019).

Como se ha mencionado estudios actuales sugieren que la dieta ejerce un gran efecto
sobre la microbiota intestinal. Asi nifios de zonas rurales de Africa, con una dieta en la
qgue predominan el almiddn, la fibra y los polisacdridos vegetales, albergan una
microbiota en la que abundan los filos Actinobacteria y Bacteroidetes. Algunos
productores de acidos grasos de cadena corta (AGCC), como Prevotella, fueron
exclusivos de la microbiota de los nifios africanos. En cambio, en los nifios europeos,
cuya dieta es rica en azlcar, almidén y proteinas animales, la abundancia de estos
grupos se reduce. Una menor produccion de AGCC (butirato, acetato y propionato)
también es evidente en individuos sanos que consumen dicha dieta, un efecto notable
ya que los AGCC desempenan un papel importante en la salud del huésped a través de,
por ejemplo, mecanismos antiinflamatorios (Thursby and Juge, 2017).

Aunque en la edad adulta la composicion de la microbiota intestinal es relativamente
estable, puede verse alterada por acontecimientos vitales. En las personas mayores de
65 afos, la comunidad microbiana cambia, con una mayor abundancia de los filos
Bacteroidetes y del cluster IV de Clostridium, en contraste con los sujetos mas jovenes,
en los que el cluster XIVa (incluye productores de butirato como Roseburia intestinalis y
Eubacterium rectale) es mas prevalente. En cambio, en otro estudio se observé que la
microbiota de una cohorte de una poblacidn joven y otra de edad avanzada (70 afios)
eran relativamente comparables, mientras que la diversidad de la microbiota en una
cohorte de grandes ancianos se redujo significativamente (Thursby and Juge, 2017).

La microbiota de los grandes ancianos también presentaba diferencias especificas de
grupo, con un incremento en la abundancia de anaerobios facultativos como Escherichia
coli, y una modificacién del tipo de microorganismos productores de butirato como un
descenso de Faecalibacterium prausnitzii. Se ha identificado una relacion significativa
entre la diversidad y las condiciones de vida, tales como la vida en la comunidad o en
residencias de larga estancia (Thursby and Juge, 2017).

5. BIOGEOGRAFIA DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN EL TRACTO GASTROINTESTINAL

La microbiota intestinal presenta diferencias espaciales y temporales en su distribucién.
A medida que se avanza desde el esd6fago hasta el recto, se observa una marcada
diferencia en la diversidad y el numero de bacterias, que van de 10! por gramo de
contenido en el eséfago y estémago a 102 por gramo de contenido en el colon e
intestino distal (Jandhyala et al., 2015).



Se ha planteado que los microorganismos que no contribuyen a funciones beneficiosas
son controlados y, en ocasiones, purgados. Deben adaptarse a un determinado estilo de
vida debido al numero relativamente reducido de nichos bioquimicos disponibles en el
intestino en comparacién con otros entornos. La composicién de la microbiota de una
region determinada del tracto Gl es reflejo de las propiedades fisioldgicas y esta
estratificada tanto en un eje longitudinal como transversal. La densidad y la composiciéon
de la microbiota se ven afectadas por gradientes quimicos, nutricionales e
inmunoldgicos entre otros a lo largo del intestino (Thursby and Juge, 2017).

En el intestino delgado (ID), suelen existir altos niveles de oxigeno, acidos biliares y
antimicrobianos, asi como un corto periodo de transito. (Tropini et al., 2017). Los acidos
biliares, son bactericidas para ciertas especies y moldean ampliamente la composicién
de la microbiota; por ejemplo, alimentar a ratones con un exceso de acidos biliares suele
estimular el crecimiento de Firmicutes e inhibir el de Bacteroidetes (Donalson et al.,
2016). Estas propiedades limitan el crecimiento bacteriano, por lo que sdlo sobreviven
anaerobios facultativos de crecimiento rapido capaces de adherirse a la mucosa que
toleran los efectos combinados de los acidos biliares y los antimicrobianos, al tiempo
gue compiten eficazmente por los hidratos de carbono simples y los aminodcidos
disponibles (Tropini et al., 2017; Thursby and Juge, 2017). En el ID predominan
miembros de los filos Proteobacteria y Firmicutes. El género Streptococcus (Firmicutes)
parece ser el género dominante en el eséfago distal, el duodeno y el yeyuno, mientras
que Helicobacter (Proteobacteria) lo hace en el estémago determinando el paisaje
microbiano de la microbiota gastrica; cuando H. pylori habita en el estbmago como
comensal, existe una rica diversidad constituida por otros géneros dominantes como
Streptococcus (el mas dominante), Prevotella, Veillonella y Rothia. Esta diversidad se
reduce si H. pylori adquiere un fenotipo patégeno (Jandhyala et al., 2015).

En cambio, las condiciones en el colon favorecen una comunidad densa y diversa de
bacterias, principalmente anaerobias (Tropini et al.,, 2017; Thursby and Juge, 2017).
Concentraciones mas bajas de antimicrobianos, un tiempo de transito mas lento y la
falta de hidratos de carbono simples facilitan el crecimiento de microorganismos
anaerobios capaces de degradar hidratos de carbono complejos, en especial los de las
familias mdas abundantes Bacteroidaceae y Clostridiaceae (Tropini et al., 2017;
(Donaldson et al., 2016).

Ademads de esta diferencia longitudinal, diversos factores del huésped determinan las
diferentes comunidades microbianas a través del eje transversal del intestino (Fig. 1).

Los filos predominantes que habitan en el colon son Firmicutes y Bacteroidetes. Ademas
de especies de dichos filos, también existen patdégenos primarios como por ejemplo
Campylobacter jejuni, Salmonella entérica, Vibrio cholera, Escherichia coli, y Bacteroides
fragilis, pero con una abundancia baja (0,1% o menos de todo la microbiota). La
abundancia del filo Proteobacteria es marcadamente baja; y su ausencia junto con la
alta abundancia de géneros como Bacteroides, Prevotella y Ruminococcus sugiere una
microbiota intestinal sana (Jandhyala et al., 2015).
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Figura 1. Habitats microbianos en el tracto gastrointestinal inferior humano. Los filos dominantes en el
intestino son Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia. Las familias
bacterianas dominantes del ID y del colon reflejan diferencias fisioldgicas a lo largo del intestino. Asi, un
gradiente de oxigeno, péptidos antimicrobianos (incluidos los 4cidos biliares, secretados por el conducto
biliar) y el pH limitan la densidad bacteriana en el ID, sin embargo, en el colon se observa una alta carga
bacteriana. En el ID, 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. En la seccion transversal del colon se puede observar una zona
luminal en la que predominan las Bacteroidaceae, Prevotellaceae y Rikenellaceae, y una zona entre los
pliegues del lumen en la que predominan las Lachnospiraceae y las Ruminococcaceae (Adaptado de
Donaldson et al., 2016).

La capa de moco, las criptas y el apéndice son sitios anatédmicos privilegiados, protegidos
de la corriente fecal y accesibles solo para ciertos microorganismos. Las regiones entre
los pliegues contienen mayor cantidad de moco y junto con la glicosilacion de las
mucinas esto hace que sean clave en la seleccién de las especies mas dptimas para
mediar en la salud del huésped (Donalson et al., 2016). A medida que nos acercamos a
la mucosa, las bacterias que utilizan mucina como A. muciniphila y algunos Bacteroides
spp. se concentran en la capa externa de moco (Fig. 2). Mas cerca de la mucosa, un
gradiente de oxigeno selecciona taxones aerotolerantes, como Proteobacteria y
Actinobacteria (Tropini et al., 2017). En general la abundancia de Bacteroidetes como
Prevotellaceae, Bacteroidaceae y Rikenellaceae parece ser mayor en las muestras
luminales que en la mucosa. Sin embargo, Firmicutes abunda en la capa mucosa: Cluster



XIVa de Clostridium, Lachnospiraceae y Ruminococcaceae se encuentran altamente
concentradas en las criptas (Thursby and Juge, 2017; Donalson, et al., 2016).

a Small intestine b Colon
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Figura 2. Las mucosas del intestino delgado y del colon. Factores como la capa mucosa del ID y del colon;
los péptidos antimicrobianos del ID (incluidos los producidos por las células de Paneth en la base de las
criptas), la slgA tanto en el ID como en el colon; y un marcado gradiente de oxigeno dificultan la capacidad
de las bacterias intestinales para acceder a las células del huésped (Adaptado de Donalson et al., 2016).

6. VARIACION GLOBAL DE LOS METAGENOMAS INTESTINALES. ENTEROTIPOS

La microbiota intestinal varia considerablemente de un individuo a otro en funcién de
variables como el tiempo o el espacio, lo que se ha considerado un obstaculo para las
aplicaciones médicas basadas en la microbiota intestinal. En 2011 se ha planteado el
concepto de "microbiota central", o enterotipo para describir al conjunto de
microorganismos mas abundantes presentes en todos los individuos (Arumugam et al.,
2011). La finalidad de establecer enterotipos consiste en clasificar la microbiota
intestinal humana, con el fin de reducir la dimensionalidad y la variacién global a unas
pocas categorias (Cheng and Ning, 2019; Thursby and Juge, 2017). Un analisis
multidimensional de 33 muestras de distintas nacionalidades reveld la presencia de tres
enterotipos identificables gracias a variaciones en la presencia de cada uno de estos tres
géneros: El enterotipo 1, con gran abundancia de Bacteroides; el enterotipo 2, con gran
abundancia de Prevotella; y el enterotipo 3, con gran abundancia de Ruminococcus
(Arumugam et al., 2011; Cheng and Ning, 2019).

Las bacterias pertenecientes al Enterotipo 1 tienen un amplio potencial sacarolitico,
cuentan con genes que codifican enzimas como proteasas, hexosaminidasas y
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galactosidasas. Estos organismos probablemente obtendran energia de los
carbohidratos y las proteinas de la dieta. El Enterotipo 2 se comporta
predominantemente como degradador de las glicoproteinas de mucina, y el Enterotipo
3 también estd asociado a la degradaciéon de la mucina, ademds del transporte de
azucares a través de la membrana. Los enterotipos también poseen otras funciones
metabdlicas especificas asi |a sintesis de biotina, riboflavina, pantotenato y ascorbato es
mas abundante en el enterotipo 1, mientras que la sintesis de tiamina y folato es mas
predominante en el enterotipo 2 (Jandhyala et al., 2015).

Como se ha comentado la composicidn exacta de la microbiota intestinal aiin no se ha
dilucidado, pero se sabe claramente que los cambios en la dieta, el estilo de vida,
cualquier intervencion quirdrgica entre otros modifican su composicion (Sabana et al.,
2018). En cuanto a la relacién con la dieta se ha visto que el enterotipo Bacteroides
predomina en las dietas caracterizadas por el consumo de carne basadas en proteinas y
grasas animales, tipicas de una dieta occidental, mientras que el enterotipo Prevotella
prefiere los carbohidratos y los azucares simples, que son tipicos de la dieta basada en
carbohidratos en las sociedades agrarias (Cheng and Ning, 2019).

Sin embargo, la composicién no puede proporcionar por si sola informacién sobre la
funcién de dicha comunidad. En contraste con la composicién altamente divergente de
la microbiota intestinal, los perfiles genéticos funcionales muestran una gran similitud
entre individuos y constituyen un "microbioma central funcional”, el cual puede no
estar correlacionado con la abundancia de especies dentro de los enterotipos, por ello
un reto clave en la investigacién de la microbiota consiste en identificar aquellos
microbios de la comunidad que tienen funciones similares y pueden sustituirse entre si
(Sabana et al., 2018). Ademas, las pruebas en torno a la existencia y formacién de estos
enterotipos son controvertidas al observar mas similitud en el conjunto de genes
microbianos entre individuos que en el perfil taxondmico, lo que sugiere que la
microbiota central puede definirse mejor a nivel funcional que a nivel de
microorganismo (Thursby and Juge, 2017).

Al utilizar mas estudios centrados en la estratificacion de la microbiota intestinal, se ha
observado que el nimero de enterotipos varia cuando se emplean diferentes métodos
incluso en las mismas muestras. Otros estudios han confirmado que las muestras solo
pueden estratificarse en dos enterotipos representados por Bacteroides y Prevotella.
Por tanto, queda por considerar si el enterotipo Ruminococcus debe abandonarse
debido a su menor importancia entre las muestras (Cheng and Ning, 2019).

En principio, se pensaba que los enterotipos se podian separar claramente en grupos
distintos (Fig. 3). Sin embargo, varios estudios han indicado que esto no es asi. Cuando
se observo el gradiente de la relacidon logaritmica entre Bacteroides y Prevotella, se
esperaba que los enterotipos mostraran una brecha obvia en el gradiente, estratificando
asi estas muestras en grupos. Sin embargo, en la mayoria de los casos se observd un
gradiente continuo.
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Figura 3. Los enterotipos podrian ser continuos mas que discretos. Se estima que la distribucion de los
enterotipos es continua cambiando de tipos de microbiota impulsados por Bacteroides a tipos donde
Prevotella es dominante (Adaptado de Cheng and Ning, 2019).

Dado que los enterotipos se definen en funcidn de la microbiota intestinal y que ésta
cambia rapidamente en respuesta a intervenciones tales como la ingesta dietética y la
administracion de antibidticos, seria concebible pensar que los enterotipos no son
constantes. Sin embargo, la variacidn en la composicidn de la microbiota a corto plazo
de menos de un mes puede no ser suficiente para cambiar el enterotipo, debido a la
reversibilidad y a la relativa estabilidad de la microbiota intestinal. Un estudio de
alimentacion controlada con 10 sujetos ha demostrado que dicho cambio se observa
tras 24 h de la ingesta de una dieta alta en grasas/baja en fibra o baja en grasas/alta en
fibra, pero los enterotipos permanecen estables durante los 10 dias de intervencion
dietética (Cheng and Ning, 2019).

Aunque el ajuste de la dieta a corto plazo podria no ser capaz de cambiar el enterotipo,
se ha observado que la dieta a largo plazo se asocia significativamente con los patrones
de enterotipo. Durante los cambios ambientales a largo plazo, la composicién de la
microbiota intestinal de un individuo estd principalmente determinada por los habitos
alimenticios y dicha dindmica es muy variable entre los individuos. Aun asi, se desconoce
si las intervenciones dietéticas a largo plazo, que se extienden durante varios meses,
pueden provovar cambios estables en los enterotipos (Cheng and Ning, 2019).

Durante las diferentes etapas de la edad factores como la dieta, el estilo de vida o el
estrés ambiental varian, por lo que la edad es una combinacién de factores que influye
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en gran medida en los enterotipos. En nifios en edad escolar son diferentes a los
mencionados en adultos y se han descrito tres enterotipos diferentes impulsados por
Bacteroides, Prevotella y Bifidobacterium. En personas mayores de 65 afios la microbiota
central de los ancianos es bastante diferente de la de los adultos jévenes, con una mayor
proporcién de Bacteroides spp. y distintos patrones de abundancia de Clostridium spp.
La microbiota intestinal de lactantes y ancianos es muy dindmica, por lo que no es
adecuada para el andlisis de un «estado estable» (Cheng and Ning, 2019).

A medida que pasa el tiempo se observd que en una muestra de tres cohortes de sujetos
gue contenian tres enterotipos diferentes al principio, la composicién de su microbiota
intestinal cambiaba, pero el alcance de este cambio no era suficiente para cambiar los
enterotipos. Sin embargo en otro estudio la muestra intestinal de un sujeto cambid del
enterotipo original de Ruminococcus al enterotipo de Bacteroides, mientras que la
muestra intestinal de otro sujeto cambié del enterotipo Bacteroides al enterotipo
Prevotella. Después de un cierto periodo de tiempo, los enterotipos de estos sujetos
cambiaron por completo. Por lo tanto debido a su inestabilidad, parece inapropiado
clasificar a las personas simplemente segun sus enterotipos, aunque el monitorizar la
variacion del enterotipo de los individuos a intervalos de tiempo frecuentes puede ser
de utilidad. A pesar de su correlacion significativa con algunas enfermedades, los
enterotipos podrian no ser apropiados para predecir el riesgo de enfermedad por lo que
se necesitan mas investigaciones para probar la viabilidad de usar enterotipos como
biomarcadores (Cheng and Ning, 2019).

7. FUNCIONES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

La microbiota intestinal ejecuta diversas funciones que el cuerpo humano es incapaz de
realizar, dando lugar a una relacién simbidtica entre ambos. Entre ellas se incluyen
diferentes funciones metabdlicas, el mantenimiento de la integridad intestinal, la
proteccion frente a patégenos, la eliminacidn de toxinas y carcindgenos o la regulacién
del sistema inmune (Shabana et al., 2018; Malla et al., 2017; Thursby and Juge, 2017).

Metabolismo.

La microbiota intestinal obtiene sus nutrientes en gran parte de hidratos de carbono no
digeridos en el ID gracias a microorganismos del colon como Bacteroides, Roseburia,
Bifidobacterium, Fecalibacterium. Esto da lugar a la sintesis de AGCC como el butirato,
el propionato y el acetato, los cuales ademds de importantes fuentes de energia evitan
la acumulacion de subproductos metabdlicos potencialmente téxicos como el caso del
butirato que evita la acumulacidon de lactato. Por otra parte, como resultado de la
fermentacion de carbohidratos se sintetiza oxalato, que es contrarrestado en el
intestino por microorganismos como Oxalobacter formigenes, especies de Lactobacillus
y de Bifidobacterium, reduciendo asi el riesgo de formacidn de célculos de oxalato en el
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rindon (Jandhyala et al.,, 2015). Bacterias del género Bacteroides contribuyen al
metabolismo de los carbohidratos con hidrolasas, transferasas y liasas. Llama la atencién
que Bacteroides thetaiotaomicron posee un genoma que codifica mas de 260 hidrolasas,
cifra muy superior a la codificada por el genoma humano.

Como se observa en la Figura 4, el propionato y el butirato son reconocidos por
receptores acoplados a proteina G como GPR-41 y GPR-43 expresados por las células L-
enteroendrocrinas dando lugar a la secrecidén de diversos péptidos implicados en el
metabolismo de la glucosa o la ingesta de alimentos, como el péptido-1 similar al
glucagdn (GLP-1) o el péptido YY (PYY). Esto contribuye a reducir la ingesta de alimentos
y acelera el metabolismo de la glucosa. El butirato también activa el PPAR-y (receptores
activados por proliferadores de peroxisomas), provocando la beta-oxidacion de acidos
grasos y el consumo de oxigeno; fendmeno que contribuye a mantener la condicién
anaerdbica en la luz intestinal. Cambios en el microbioma intestinal inducidos por
desérdenes metabdlicos dan lugar a un menor grosor del moco y a una menor
produccién de butirato y propionato. Las células L-enteroendocrinas secretan menos
péptidos intestinales y la no activacién de PPAR-y conduce a una mayor disponibilidad
de oxigeno aumentando la proliferacién de Enterobacteriaceae. Estos cambios inducen
el paso del LPS a la sangre dando lugar a una inflamacién de bajo grado (Cani, 2018).
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Figura 4. Comunicacion entre microbiota y huésped y su impacto en el metabolismo en la salud y en
desordenes metabdlicos. (Adaptado de Cani, 2018)
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La sintesis de vitamina K y de varios componentes de la vitamina B es otra de las
principales funciones metabdlicas de la microbiota intestinal. La microbiota intestinal
también juega un papel importante en el metaboloma saludable, ya que aumenta las
concentraciones de acido pirdvico, acido citrico, acido fumarico y acido malico en el
suero, los cuales indican un metabolismo de mayor energia (Jandhyala et al., 2015).

En cuanto al metabolismo de las proteinas, diversas peptidasas microbianas participan
en la conversion de ciertos aminodcidos en péptidos antimicrobianos y pequefias
moléculas de senalizacidn. Algunos ejemplos importantes son la conversién de L-
histidina en histamina por la enzima bacteriana histamina descarboxilasa; y la
conversion de glutamato en acido y-aminobutirico (GABA) por la enzima bacteriana
glutamato descarboxilasa (Jandhyala et al., 2015).

La microbiota intestinal también ejerce un impacto positivo en el metabolismo de los
lipidos al suprimir la inhibicién de la actividad de la lipoprotein lipasa en los adipocitos.
Miembros del género Bacteroides sintetizan acido linoleico conjugado, que ha
demostrado propiedades antidiabéticas, antiaterogénicas, antiobesogénicas,
hipolipidémicas e inmunomoduladoras. Ademas, se ha observado que ciertas bacterias,
como Bacteroides intestinalis, y en cierta medida B. fragilis y E. coli pueden desconjugar
los acidos biliares primarios y convertirlos en acidos biliares secundarios como el acido
desoxicolico y el acido litocdlico (Jandhyala et al., 2015).

La microbiota intestinal también participa en la descomposicién de varios polifenoles
gue se consumen en la dieta, polifenoles que permanecen inactivos en la dieta pero que
se biotransforman en compuestos activos tras la eliminacién de la fraccién de azucar por
la microbiota intestinal (Jandhyala et al. 2015).

Metabolismo de xenobiéticos y farmacos

La microbiota intestinal desempena un papel importante en el metabolismo de los
xenobidticos, lo que podria repercutir profundamente en el tratamiento de diversas
enfermedades. Estudios recientes han demostrado que el “p-cresol”, un metabolito de
la microbiota intestinal, puede reducir la capacidad del higado para metabolizar el
paracetamol. Otro ejemplo interesante de metabolismo de farmacos inducido por la
microbiota es la desconjugacion del farmaco anticancerigeno Irinotecdn mediante la
actividad de la B-glucuronidasa microbiana, lo que puede contribuir a la aparicién de
toxicidades como la diarrea, la inflamacion o la anorexia (Jandhyala et al., 2015).

Integridad de la barrera intestinal y estructura del tracto gastrointestinal
Varios factores clave contribuyen a evitar la translocacion de microbioorganismos desde
la luz intestinal hacia el cuerpo. Los microbiota intestinal interactia constantemente con

las células epiteliales intestinales (CEl); sin embargo la funcidén barrera es altamente
eficiente debido a diversos mecanismos que incluyen factores fisicos (capas epitelial y
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mucosa), bioguimicos (enzimas y proteinas antimicrobianas) e inmunoldgicos (IgA vy
células inmunitarias asociadas al epitelio) (Cani, 2018; Thursby and Juge, 2017).

Uno de los mecanismos mads simples de proteccidn antimicrobiana consiste en el
mantenimiento por parte de la células caliciformes de una adecuada capa de moco que
mantenga a los microorganismos luminales alejados del epitelio. Estas células también
producen una serie de factores que pueden estabilizar los polimeros de mucina vy, por lo
tanto, preservar la integridad de la barrera. La microbiota intestinal también puede
modular los patrones de glicosilacion de la mucosa, que son sitios de adhesidn
microbiana. Por ejemplo, B. thetaiotaomicron secreta una molécula de sefializacién que
puede estimular la expresion de fucosa en la superficie celular (Jandhyala et al., 2015).

En cuanto al mantenimiento de la arquitectura de la mucosa intestinal la microbiota
intestinal contribuye al desarrollo estructural induciendo el factor de transcripcién
angiogenina-3, implicado en el desarrollo de la microvasculatura intestinal. Se ha
descrito que B. thetaiotaomicron induce la expresién de la proteina rica en prolina
Sprr2A, proteina necesaria para el mantenimiento de los desmosomas en las
vellosidades epiteliales. Otro ejemplo de mecanismo que mantiene las uniones
estrechas es la sefalizacién mediada por un receptor tipo Toll (TLR) 2, que reconoce al
peptidoglicano de la pared celular microbiana (Jandhyala et al., 2015).

El sistema endocannabinoide es otra entidad que regula el mantenimiento de la barrera
intestinal a través de la microbiota intestinal. Asi, A. muciniphila puede aumentar los
niveles endocannabinoides que controlan las funciones de la barrera intestinal al
disminuir la endotoxemia metabdlica (Jandhyala et al., 2015).

Proteccidon antimicrobiana

Para una correcta homeostasis, el sistema inmune de la mucosa intestinal debe ser
tolerante con los microorganismos comensales y controlar el crecimiento excesivo de
cepas patdgenas. Esto se logra mediante la induccién de inmunoglobulinas locales o el
consumo de oxigeno por parte de las CEl, que oxidan el butirato. Esta oxidacién crea un
ambiente anaerdbico en el compartimento luminal, lo cual es necesario para prevenir la
expansién de patdogenos como Salmonella (Cani, 2018).

Se ha demostrado que la microbiota intestinal, especialmente los gramnegativos como
Bacteroides, activan a las células dendriticas en la mucosa intestinal, que a su vez,
inducen a las células plasmaticas a expresar Inmunoglobulina A secretora (slgA). La sIgA
puede a su vez recubrir la microbiota intestinal, especialmente la subclase slgA2 que es
mas resistente a la degradacidn por proteasas bacterianas. Ademas, las CEl producen un
ligando inductor de proliferacion (APRIL) que favorece el cambio de clase de la mucosa
intestinal de un fenotipo slgAl a slgA2. Estos mecanismos trabajan en conjunto para
restringir la translocacidon de la microbiota de la luz intestinal hacia la circulacién,
evitando asi una respuesta inmune sistémica (Jandhyala et al., 2015).
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En el ID donde la capa de moco es discontinua, la secrecion de proteinas antimicrobianas
(AMPs) por las células de Paneth mediada por el receptor de reconocimiento de
patrones (PRR) juegan un papel importante y al residir las células de Paneth en la base
de las criptas del ID, la concentracién de AMPs ahi es maxima.

En el ID donde la capa de moco es discontinua, las células de Paneth desempefian un
papel importante en la secrecidon de proteinas antimicrobianas (AMPs) a través de la
activacion del receptor de reconocimiento de patrones (PRR). Estas células residen en la
base de las criptas del ID, lo que resulta en una concentracién maxima de AMPs en esa
area. Los PRR son activados por patrones moleculares asociados a microbios (MAMP),
como el peptidoglicano, el lipopolisacarido (LPS), el lipido A, los flagelos, el ARN/ADN
bacteriano o los B-glucanos de la pared celular fungica (Jandhyala et al., 2015; Cani,
2018). La interaccién entre los PRR y los MAMP activa varias vias de sefializacion que
son esenciales para promover la funcién de barrera de la mucosa, asi como la
produccién de AMPs, glicoproteinas de mucina e IgA (Jandhyala et al., 2015).

7.5 Inmunomodulacion

La microbiota intestinal contribuye a la inmunomodulacién intestinal junto con el
sistema inmune innato y adaptativo. El sistema inmune de las mucosas debe ser
tolerante con la microbiota para evitar la induccidn de una respuesta inmune sistémica
excesiva y dafiina. Los componentes y los tipos de células que participan en este proceso
inmunomodulador incluyen los tejidos linfoides asociados al intestino (GALT), las células
T efectoras y reguladoras, las células B productoras de IgA, las células linfoides innatas
del grupo 3 (ILC3) y los macrdfagos y las células dendriticas presentes en la ldmina
propia. Estas células inmunes estan en contacto con el resto del sistema inmune a través
de los ganglios linfaticos mesentéricos locales (Jandhyala et al., 2015).

La microbiota intestinal desempeiia un papel clave en la modulacién de las diversas
respuestas inmunes especialmente a través de la modulacién de células T reguladoras.
Un ejemplo de esto lo constituye el polisacarido A de la capsula de B. fragilis, que
estimula la produccion de la interleucina (IL) 10 por las células T reguladoras a través de
las células presentadoras de antigenos. Ademds, las bacterias filamentosas
segmentadas se intercalan entre las microvellosidades de las CEl estimulando el
desarrollo de las células T helper (TH17)17, que desempefian un papel importante en la
inmunidad de la mucosa contra patégenos extracelulares (Donaldson et al., 2016).

En la misma linea, los AGCC pueden promover el desarrollo de células T reguladoras en
el intestino; especialmente el butirato, que es capaz de activar GPR expresados por las
CEl y regular las células T reguladoras mediante mecanismos epigenéticos (Malla et al.,
2017; Jandhyala et al., 2015). Por su parte, el propionato estimula a las células inmunes
a producir factores antimicrobianos y, por tanto, puede actuar como un regulador
inmune, incluyendo una reduccion de la proliferacion de células cancerosas (Cani, 2018).
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8. FACTORES QUE DETERMINAN EL CANCER COLORRECTAL

El CCR, conocido por su alta morbilidad y mortalidad es la tercera neoplasia mas
frecuente en todo el mundo y constituye la segunda causa de muerte por cancer (Cao
et al., 2022; Cheng, et al., 2020; Chew et al., 2020).

La etiologia del CCR es compleja e intervienen diversos factores. Aproximadamente
entre el 60-65% de los casos surgen esporadicamente a través de alteraciones somaticas
genéticas y epigenéticas atribuibles a factores de riesgo potencialmente modificables
(Fig. 5) (Cao et al., 2022; Keum and Giovannucci, 2019). EI CCR también tiene un
componente hereditario; estudios en gemelos han estimado que la heredabilidad es del
35-40%. Entorno al 25% tienen antecedentes familiares de CCR sin sindrome de cancer
hereditario evidente. Sélo el 5% es atribuible a sindromes de cancer hereditario como la
poliposis adenomatosa familiar (PAF) o el sindrome de Lynch entre otros, los cuales son
causados por mutaciones heredadas en linea germinal en genes de alta penetrancia que
en su mayoria siguen un patréon autosémico dominante. Y una proporcién sustancial de
los CCR agrupados en familias ocurren a través de aberraciones gendmicas adquiridas,
lo que apunta a la importancia de los factores de riesgo ambientales en la modulacién
del riesgo de CCR (Cheng et al., 2020; Keum and Giovannucci, 2019).

Hereditary cancer
syndromes (5%)
e.g. HNPCC (2-4%),
FAP (<1%)

Known CRC
low-penetrance
genetic variations (<1%)

Sporadic
(60-65%)

Unknown inherited
genomic aberrations (7%)

Figura 5. Proporcion de casos de CCR asociados a factores esporadicos y hereditarios. (Adaptado de
Keum and Giovannucci, 2019)

En cuanto a los factores de riesgo no modificables, encontramos que las tasas de
desarrollo y muerte por CCR aumentan rapidamente después de los 50 afios, y se estima
gue la mayor parte de los casos y muertes mundiales se producen después de esta edad.
En cuanto al sexo, se observa que las tasas ajustadas por edad son mas elevadas en
hombres que en mujeres, estos no se benefician del efecto protector de los estrégenos,
y suelen estar mas expuestos a factores de riesgo ambientales como patrones dietéticos
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deficientes, bebidas alcohdlicas, tabaquismo, y en general, aceptan peor el cribado del
CCR basado en muestras fecales (Keum and Giovannucci, 2019).

En cuanto a la genética del cancer, la carcinogénesis colorrectal engloba tres
aberraciones genéticas y epigenéticas principales; la inestabilidad cromosémica (CIN),
gue se caracteriza por anomalias en el niUmero y estructura de los cromosomas debido
a posibles errores durante la mitosis; el fenotipo metilador de islas CpG (CIMP), el cual
se refiere a la hipermetilacién de dinucledtidos CG repetitivos en regiones promotoras
de genes supresores de tumores; y la inestabilidad de microsatélites (MSI) que implica
alteraciones en la longitud de los microsatélitesdebido a la pérdida de funcién de genes
reparadores de ADN, siendo la hipermetilacién del promotor la principal causa del
silenciamiento génico (Keum and Giovannucci, 2019).

Durante la carcinogénesis colorrectal, estas aberraciones moleculares se acumulan de
forma no aleatoria, observandose CIN, CIMP y MSI positivo en aproximadamente el 85%,
el 20% y el 15% de los CCR esporadicos, respectivamente. Aunque estos fenotipos
moleculares tienen caracteristicas distintas, no se excluyen mutuamente. En particular,
CIMP y MSI estan correlacionados, ya que la hipermetilacidn de islas CpG inactiva los
genes reparadores de errores en el ADN y conduce a altos niveles de MSI.
Aproximadamente el 70% de los CCR con altos niveles de MSI también presentan altos
niveles de CIMP (Keum and Giovannucci, 2019).

Una caracteristica clave de la carcinogénesis de la mayoria de los CCR es la presencia de
una lesién precursora benigna, definida como pdlipo. Los pdlipos adenomatosos y los
polipos serrados son dos subtipos principales que actian como precursores directos de
la mayoria de los CCR (Keum and Giovannucci, 2019).

El CCR se desarrolla a través de tres vias carcinogénicas diferentes (Fig. 6): la secuencia
adenoma-carcinoma, la via serrada y la via inflamatoria. La secuencia adenoma-
carcinoma constituye la via clasica, que explica la mayoria de los CCR esporadicos y se
asocia predominantemente con CIN positivo. En esta via, la acumulacién gradual y
escalonada de alteraciones genéticas y epigenéticas impulsa la transformacion de
células normales en adenoma pequeio, en adenoma grande vy, finalmente, en cancer.
La segunda via mas frecuente es la via serrada, que representa el 10-15% del CCR
esporadico. Este modelo destaca por la progresién de células normales a pdlipo
hiperplasico, a adenoma serrado sésil, y finalmente a cancer. Por Ultimo se ha sugerido
la inflamacién créonica como otra via carcinogénica, que explica menos del 2% de todos
los CCR. Se ha observado que pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), y
en mayor medida la colitis ulcerosa, presentan un riesgo 2,4 veces mayor de CCR que la
poblacién general. En estos pacientes, la carcinogénesis progresa de ausencia de
displasia a displasia indefinida, a displasia de bajo grado, a displasia de alto grado, y
finalmente a cancer. La displasia que surge en el fondo de una inflamacion croénica se
presenta con frecuencia en una mucosa plana con multifocalidad, lo que dificulta la
deteccién de las lesiones (Keum and Giovannucci, 2019).
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Figura 6. Vias de la carcinogénesis colorrectal. La carcinogénesis colorrectal ocurre a través de cuatro
etapas: iniciacion, promocidn, progresidn y metastasis. La iniciacion implica un dafio genético irreversible
que predispone a las células afectadas a una posterior transformacion neoplasica. En la fase de
promociodn, las células iniciadas proliferan, induciendo un crecimiento anormal (neoplasia). En la fase de
progresion, a partir de nuevas alteraciones genéticas y epigenéticas, las células podrian obtener una
ventaja selectiva en el crecimiento, las células tumorales benignas se transforman en células cancerosas
malignas y adquieren caracteristicas agresivas y potencial metastdsico. La metastasis se caracteriza por la
propagacion de las células cancerosas desde el érgano primario a otros organos o tejidos a través del
torrente sanguineo o el sistema linfatico (Adaptado de Keum and Giovannucci, 2019).

9. PAPEL DE LA DIETA Y ESTILO DE VIDA EN EL CANCER COLORRECTAL

Como se ha comentado anteriormente los factores de riesgo ambientales promueven la
adquisicion y acumulacion de alteraciones somaticas-genéticas y epigenéticas por lo que
son los principales contribuyentes al desarrollo del CCR (Cao et al., 2022).

En general, la industrializacién y el crecimiento econémico conducen a un patrén
dietético occidental poco saludable (con alto consumo de carne roja y procesada,
bebidas azucaradas, cereales refinados, postres, etc.), un estilo de vida sedentario y un
aumento de la obesidad, todos ellos factores de riesgo importantes para el CCR como
se ha publicado en el informe del Fondo Mundial para la Investigacion del Cancer (WCRF)
y del Instituto Estadounidense de Investigacion del Cancer (AICR), basado en una
revision sistematica de estudios a nivel mundial (Keum and Giovannucci, 2019).

Los mecanismos bioldgicos que vinculan los patrones dietéticos con el CCR requieren un
enfoque multifacético, lo que refleja una compleja interaccion de varios componentes
dietéticos. Patrones dietéticos desequilibrados, generan sustancias procancerigenas,
como los acidos biliares secundarios atribuibles al consumo de grasa, los compuestos N-
nitrosos (NOC), o el sulfuro de hidrégeno (H,S) entre otros. Por ejemplo, la carne rojay
procesada podria contribuir directamente al CCR a través del hierro hemo; los NOC de
la carne procesada a través de la alquilacién del ADN; los acidos biliares secundarios a
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través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) causando dafio oxidativo
en el ADN; y las aminas heterociclicas e hidrocarburos aromaticos policiclicos que se
forman con la coccién de la carne a alta temperatura (Lee et al.,, 2022). Segun un
metaanalisis realizado por WCRF-AICR, cada aumento de 100 g al dia en la ingesta de
carne roja y procesada se asocid un aumento del 12 % en el riesgo de CCR con una
asociacion mas fuerte con esta ultima (Cheng et al., 2020; Keum and Giovannucci, 2019).
Otro ejemplo es el alto consumo de proteinas, que aumenta los NOCy el H,S en el colon.
El H,S producido por las bacterias reductoras de sulfato induce dafios en el ADN a través
de ROS, ruptura de la barrera intestinal e inhibe la oxidacion del butirato (Cheng et al.,
2020).

La obesidad, que aumenta el riesgo de CCR en un 19 %, ha sido reconocida como factor
de riesgo importante para el CCR. Un informe encontré que por cada aumento de 5
kg/m? en el indice de masa corporal, el riesgo de CCR aumenta en 5 % (Cheng et al.,
2020). El exceso de adiposidad es un factor de riesgo establecido para el CCR, asi un
aumento del perimetro abdominal en torno a 10 cm se ha asociado con un aumento del
riesgo de CCR del 4%. El tejido adiposo visceral en comparacion con el tejido adiposo
subcutdneo, esta mas infiltrado por células inmunitarias, secreta mads adipocinas
proinflamatorias y menos adiponectina (hormona sensibilizante a la insulina). Todo ello
contribuye al desarrollo de inflamacién sistémica créonica de bajo grado y a la resistencia
a la insulina. Las condiciones inflamatorias en el microambiente del tumor promueven
el crecimiento y la progresidn del tumor, como ejemplifica el CCR inducido por colitis. La
resistencia a la insulina y la subsiguiente hiperinsulinemia conducen a un aumento del
factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1), y se ha sugerido que la via de sefalizacién
de la insulina-IGF1 promueve el CCR al aumentar la proliferacion celular y disminuir la
apoptosis (Keum and Giovannucci, 2019). Con el envejecimiento, los adipocitos se
convierten en el sitio principal para la produccion de estrégenos tras la menopausia en
las mujeres, mientras que con la adiposidad en los hombres los niveles de testosterona
disminuyen. Por lo tanto, la relacién positiva entre la obesidad y el riesgo de CCR podria
atenuarse en mujeres postmenopdausicas con un aumento de estrégenos debido al
exceso de adiposidad, pero amplificarse en hombres con una disminucion de la
testosterona (Keum and Giovannucci, 2019).

En cuanto al consumo de fibra dietética insoluble, encontramos que los cereales
integrales estan inversamente relacionados con la incidencia y la mortalidad por CCR. Se
piensa que la fibra reduce la exposicion de las CEl a carcindgenos de la luz intestinal al
disminuir el tiempo de transito y aumentar el volumen fecal. Otro mecanismo ya
comentado implica la interaccion con la microbiota intestinal a través de la produccién
de AGCC (Keum and Giovannucci, 2019). Los AGCC, especialmente el butirato, pueden
reducir significativamente el pH fecal en el colon, lo que inhibe la proliferacién de
bacterias patégenas y el dafio del ADN, mejora la apoptosis y previene la proliferacién
de las células cancerosas. El butirato puede inhibir la actividad de las histonas
deacetilasas en los colonocitos y en las células inmunitarias, dando lugar a una
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reduccion de los niveles de las citocinas proinflamatorias y la inducciéon de la apoptosis
de las células del CCR (Wong and Yu, 2019).

A pesar de la fuerte relacion existente entre la ingesta de fibra y el riesgo de CCR, se han
obtenido resultados divergentes segln el tipo de fibra. Asi, en un metaanalisis de
estudios observacionales prospectivos, la fibra de cereales se asocié inversamente con
el riesgo de CCR pero no en el caso de las fibras de frutas, verduras y legumbres.
Reflejando la incertidumbre, el informe sobre el CCR de WCRF-AICR rebajé el nivel de
evidencia que respalda el papel protector de la fibra dietética de 'convincente' en 2011
a 'probable' en 2017, y afiadié el grano entero como un factor de proteccidén probable
(Keum and Giovannucci, 2019).

El consumo de alcohol, incluso leve (una bebida alcohdlica al dia) es otro factor de riesgo
establecido para el CCR. El etanol luminal es metabolizado por la alcohol deshidrogenasa
microbiana en acetaldehido (evaluado como cancerigeno para los humanos por la
Agencia Internacional para la Investigacién), el cual provoca lesidon de la mucosa y
proliferaciéon celular regenerativa. Una vez ingresa a las CEl, se acumula debido a la baja
actividad de la acetaldehido deshidrogenasa de la mucosa coldnica. El acetaldehido
intracelular podria promover la carcinogénesis colorrectal al causar dafos en el ADN y
destruir el folato intracelular, necesario para la sintesis y metilacion adecuada del ADN
(Keum and Giovannucci, 2019).

El humo del cigarrillo contiene una mezcla de compuestos que pueden inducir
alteraciones genéticas y epigenéticas. Los carcindgenos del tabaco, como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, forman aductos de ADN que provocan dafios
irreversibles. Las alteraciones epigenéticas parecen contribuir de manera importante al
CCR. En fumadores se han observado cambios extensos en los patrones de metilacion
del ADN en comparacién con los que nunca han fumado (Keum and Giovannucci, 2019).

El CCR es uno de los pocos canceres para los que la falta de actividad fisica se reconoce
como factor de riesgo. La actividad fisica podria reducir el riesgo de CCR a través de sus
efectos beneficiosos sobre la motilidad intestinal, el sistema inmunitario, la inflamacién
y las hormonas metabdlicas. La Sociedad estadounidense del Cancer recomienda al
menos 150 minutos de actividad moderada, 75 minutos de actividad intensa o una
combinacidn equivalente de ambas por semana. El estar sentado durante mucho tiempo
(medido en horas frente a la televisién) favoreceria la resistencia a la insulina y por cada
2 horas al dia de visualizacion de la television se elevaria el riesgo de CCR en un 7 %
(Keum and Giovannucci, 2019).

Se ha visto que ciertas sustancias como la aspirina o el calcio podrian ser beneficiosas
en la prevencién del CCR. La aspirina podria ejercer su efecto anticancerigeno al inhibir
la ciclooxigenasa 2 (COX2), una enzima que estimula la inflamaciéon que promueve los
tumores, y suprime la inmunidad antitumoral mediada por células T. En un metaanalisis,
el uso diario de aspirina (75-300 mg) se asocio inversamente con el riesgo de desarrollo
de CCR a largo plazo. En cuanto al calcio, se ha encontrado una asociacién inversa entre
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la ingesta de calcio y el riesgo de CCR. En estudios observacionales, una mayor ingesta
se asocié con menor riesgo de adenoma colorrectal, el precursor de la mayoria de los
CCR esporadicos. Segun estudios experimentales, el calcio precipita acidos biliares
secundarios y hierro hemo en la luz colorrectal, disminuyendo sus efectos cancerigenos
sobre la mucosa. Cuando el calcio se une a los receptores sensibles al calcio presentes
en las CEl, se activan diversas vias de sefializacidon intracelular, que inhiben la
proliferacion e inducen la diferenciacion y la apoptosis (Keum and Giovannucci, 2019).

10. MICROBIOTA INTESTINAL ASOCIADA AL CANCER COLORRECTAL

Entre los factores de riesgo ambientales, la microbiota intestinal es un factor importante
y cada vez hay mas pruebas de que alteraciones de la misma desempefian un papel
fundamental en el inicio, la progresion y la metdstasis del CCR. Se ha visto que el
responsable del CCR no es un microorganismo especifico, sino un grupo de bacterias
cuyas acciones perjudiciales superan a las de los comensales beneficiosos (Cheng et al.,
2020).

El andlisis del microbioma intestinal de los pacientes con CCR ha mostrado una riqueza
y diversidad bacteriana reducidas en comparacién con las de individuos sanos, en
particular, un total de 11 unidades taxondmicas operativas (OTU) pertenecientes a los
géneros Enterococcus, Escherichia, Shigella, Klebsiella, Peptostreptococcus y
Streptococcus resultaron ser significativamente mas abundantes en la microbiota
intestinal de pacientes con CCR, mientras que 5 OTU pertenecientes a Roseburia y otras
bacterias productoras de butirato de la familia Lachnospiraceae aparecieron
disminuidas (Kim and Lee, 2022). Recientemente se observé un aumento de bacterias
pertenecientes a la familia Lachnospiraceae, como Ruminococcus gnavus y Blautia
producto, en los tejidos normales del colon, mientras que Fusobacterium nucleatum y
Peptostreptococcus anaerobius aparecian enriquecidos en el tejido tumoral. Ademas,
las bacterias de la familia Lachnospiraceae redujeron el crecimiento del tumor gracias a
la activaciéon de los linfocitos T CD8* sugiriendo asi que podrian controlar el crecimiento
tumoral(Zhang et al. 2023).

Como hemos comentado anteriormente, la microbiota difiere a lo largo del eje
longitudinal, esto cobra relevancia al comparar el CCR derecho (ciego, colon ascendente
y transverso), con el CCR izquierdo (dngulo esplénico, colon descendente y la unién
rectosigmoidea). Un metaandlisis que incluyé a mas de 1.4 millones de pacientes mostré
que el CCR derecho se asocia con un riesgo de muerte significativamente mayor (Ternes
et al., 2020). De hecho el biofilm es mucho mas comuin en segmentos proximales y rara
vez es positivo en segmentos distales (Mirzaei et al., 2020). Asi mismo, F. nucleatum se
encuentra enriquecido en el ciego, donde los tumores muestran una gran prevalencia
de mutaciones KRAS (Koliarakis et al., 2019). Ademas, es conocido que tumores MSI y
CIMP alto, asi como las tasas de mutacién BRAF disminuyen desde el ciego al recto. Sin
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embargo, la distribucion espacial bacteriana no siempre muestra interacciones directas
con el tumor. Por ejemplo, B. fragilis es abundante en el colon proximal pero la
activacion de IL-17 dependiente del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-kB), induce un gradiente de quimiocinas desde la
mucosa proximal a la distal dando lugar a una infiltracién de células inmunitarias junto
con la carcinogénesis del colon distal (Ternes et al., 2020).

Se han propuesto varias hipdtesis para comprender mejor la relacién entre la microbiota
intestinal y el desarrollo de CCR. A partir de estudios previos en ratones sobre B. fragilis
enterotoxigénico (ETBF) y la carcinogénesis se ha propuesto la hipétesis “Alpha-bug”. Se
observé que ETBF rapidamente induce la activacion selectiva del transductor de sefial y
activador de la transcripcidn-3 (STAT3) caracterizada por respuestas T-helper 17 (Th17),
gue podrian promover el cancer en cooperacién con un epitelio coldnico modificado.
Las bacterias “Alpha-bug” no solo se limitan a inducir tumores de forma directa, también
remodelan la comunidad bacteriana de tal modo que favorecen la induccién de
respuestas inmunitarias en la mucosa intestinal y alteraciones en las CEl que derivan en
cancer. Ademds, pueden aumentar la carcinogénesis al "desplazar" selectivamente
bacterias intestinales protectoras contra el cancer. Algunas de las posibles candidatas a
“Alpha-bug” son ETBF, Streptococcus gallolyticus, Enterococcus faecalis productora de
superoéxido y E. coli (Cheng et al., 2020). Por otro lado se ha propuesto la hipétesis
“driver-passenger” por la que ciertas bacterias intestinales autdctonas (bacterias
conductoras) producirian sustancias genotodxicas para dafiar el ADN de las CEl, iniciando
asi el CCR. Posteriormente, alteraciones en el ambiente del tumor favorecerian la
proliferacién de bacterias oportunistas (bacterias pasajeras) que median en la génesis
del CCR. Esta hipdtesis destaca que, aunque las bacterias conductoras inician el CCR, son
reemplazadas por bacterias pasajeras, mientras que la hipétesis “Alpha-bug” postula
que las bacterias conductoras colonizan persistentemente los tumores en desarrollo
(Cheng et al., 2020).

En cuanto a los mecanismos que explican la compleja relacion entre la microbiota y el
CCR, los estudios emergentes sugieren que la inflamacidn, las bacterias patdgenas, las
genotoxinas, el estrés oxidativo, los metabolitos y el biofilm, estdn estrechamente
relacionados con la microbiota intestinal tal como se muestra en la Figura 7. Las
bacterias comensales o sus productos activan las células mieloides asociadas a tumores
e inducen inflamacion de bajo grado, las bacterias patdgenas y sus factores de virulencia,
como revisaremos mas adelante, se adhieren a las CEl y promueven la carcinogénesis.

La microbiota intestinal también puede contribuir al desarrollo y progresiéon del CCR
mediante la produccidn de genotoxinas. Por ejemplo, algunas cepas comensales de E.
coli producen colibactina, que provoca roturas de ADN en las CEl y agrava el CCR en
modelos de ratén. Los CCR humanos ademas albergan firmas mutacionales asociadas a
la colibactina. Otro ejemplo recientemente descubierto es el de las indoliminas;
genotoxinas asociadas a la Ell producidas por la especie M. morganii, que provocan en

24



ratones gnotobidticos un aumento de la permeabilidad intestinal y exacerban la
carcinogénesis del colon (Cao et al., 2022).

Hoy en dia se sabe que la los pacientes con Ell tienen mayor riesgo de CCR y la
inflamacién crénica es ampliamente aceptada como factor de riesgo para el CCR (Cheng
et al., 2020). Este microambiente protumoral se caracteriza por la sintesis de factores
angiogénicos, factores de crecimiento, y enzimas de remodelacion tisular, asi como por
la supresién de las respuestas antitumorales de las células T, lo que favorece la
progresiéon tumoral (Kim and Lee, 2022).

Por ultimo, como veremos a continuacion, el biofilm promueve la carcinogénesis a
través de la activacién de IL-6 y su efector aguas abajo STAT3 (Cheng et al., 2020).
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Figura 7. Mecanismos asociados a la microbiota en la carcinogénesis colorrectal. I) La inflitracion de
bacterias comensales o sus productos activa las células mieloides asociadas a tumores e inducen la
inflamacion promotora de tumores. Il) Las bacterias patogenas y sus factores de virulencia se adhieren a
las CEl y promueven la tumorogénesis. Ill) Las genotoxinas producidas por bacterias inducen dafios en el
ADN e inician el desarrollo del CCR. IV). Las células inflamatorias pueden producir especies reactivas de
oxigenos (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS) induciendo dafio en el ADN. V) Varios metabolitos
bacterianos, incluidos los acidos biliares secundarios, H2S y NOC (nitrosaminas, nitrosamidas) pueden
causar dafio al ADN dando lugar a la carcinogénesis del CCR. VI) Biofilms promueven la carcinogénesis a
través de IL-6 y su efector STAT-3 (Adaptado de Cheng et al., 2020).

PI3K-Akt signaling

11. PAPEL DEL BIOFILM EN LA INICIACION DEL CANCER COLORRECTAL

Se han sugerido numerosos mecanismos que median el papel del biofilm bacteriano en
el inicio y desarrollo del CCR. El biofilm podria aumentar la permeabilidad intestinal y
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favorecer la pérdida de funcién de la barrera intestinal, que a su vez, constituyen los
cambios fisiopatoldgicos primarios mas significativos en la carcinogénesis colorrectal en
humanos (Mirzaei et al., 2020).

El biofilm consta de agregados polibacterianos, densamente empaquetados en una
matriz extracelular autoformada, que toleran mejor el aclaramiento inmunitario, los
farmacos antibacterianos o la radiacidn entre otros. La estructura de la matriz se
modifica en respuesta a la disponibilidad de diversos micronutrientes, adaptandose asi
a los diferentes entornos. Por tanto, la formacion del biofilm favorece la supervivencia
y persistencia de las comunidades polimicrobianas y constituye una de las estrategias
para la progresion de la enfermedad (Chew et al., 2020; Mirzaei et al., 2020). En cuanto
a la localizacion (Fig. 8), se detecta en la mayoria de tumores del lado derecho; un 89 %,
mientras solo el 12 % lo hace en el lado izquierdo (Cheng et al., 2020), teniendo esto
especial relevancia, ya que los pacientes con CCR proximal suelen presentar peores
efectos clinicos que aquellos con CCR distal (Mirzaei et al., 2020).

El biofilm permite que las bacterias vivan en las proximidades de la barrera epitelial
intestinal. El efecto patdgeno esta mediado por la alteracion de la capa de moco colénico
debido a la accién de enzimas bacterianas como glucosidasas y proteasas, creandose un
entorno optimo para la colonizacidn. Estos biofilms se asocian a una mayor adherencia
e invasién microbiana del epitelio del colon, a respuestas inmunitarias aberrantes, y a
inflamacidn, en definitiva, a una mayor citotoxicidad y genotoxicidad (Koliarakis et al.,
2019). Ademas los biofilms, como se muestra en la Figura 8B, desencadenan la pérdida
de la E-cadherina de las CEl del colon y la estimulacién de reacciones inmunitarias Th17,
con activacién de la familia IL-6 y su efector STAT3, contribuyendo asi a un estado pro-
oncogénico y proinflamatorio, que junto con el aumento del metabolismo de las
poliaminas resulta en disbiosis y onco-transformaciéon conduciendo a la progresion del
tumor (Cheng et al., 2020; Chew et al., 2020; Mirzaei et al., 2020).

El metabolismo en el biofilm también estd involucrado en la carcinogénesis del epitelio
subyacente jugando un papel muy eficiente en la desconjugacion de acidos biliares, por
lo que la CEl cubierta por biofilm esta expuesta a tasas muy superiores de acidos biliares
secundarios. Ademas, el biofilm también puede constituir una reserva de nitrosaminas
y H2S. El hierro es otro factor que tiene repercusiones en la formacién del biofilm y la
virulencia bacteriana. Se sabe que las enterobacterias muestran mayor capacidad de
captacidn de éste y genes que codifican su adquisicion estan sobreexpresados en E. coli
invasora adherente. Datos actuales indican que la captacién de hierro es un proceso
critico para conferir virulencia a los patégenos dispersos por el biofilm en individuos con
Ell (Mirzaei et al., 2020).

Por otro lado, el biofilm de bacterias conductoras puede formar nuevos microambientes
para bacterias pasajeras y puede considerarse como impulsor independiente del CCR,
antes de la conversiéon de adenoma a carcinoma (Fig. 8A). Estudios han revelado que
bacterias periodontales son detectadas en biofilms intestinales. Por ejemplo,
Campylobacter spp. un colonizador inocuo de la cavidad oral pero importante mediador
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del adenocarcinoma de colon, puede ser reclutado por F. nucleatum, que actuaria como
un microorganismo puente colonizando la mucosa intestinal y atrayendo a otras
bacterias orales compatibles. Esto sugiere que las bacterias provenientes de la cavidad
oral podrian translocarse al colon, contribuyendo a la disbiosis intestinal y al desarrollo
del CCR (Chew et al., 2020; Mirzaei et al., 2020; Koliarakis et al., 20219).
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Figura 8. Papel de la microbiota coldnica y del biofilm en la carcinogénesis del CCR. (Chew et al., 2020)

Un reciente experimento preclinico destinado a perfilar la causalidad de los biofilms en
el CCR demostrd que la inoculacion de preparados de colon humano biofilm positivo en
ratones produjo la formacién de tumores de colon 12 semanas mas tarde; mientras que
los preparados a partir de colon biofilm negativo no lo hicieron (Fig. 8C). Ademas, el
analisis metatranscriptémico de los biofilm positivos revelé una activacién de genes
involucrados en la invasion bacteriana de las CEl y en la biosintesis de peptidoglicano.
En contraste, en los preparados biofilm negativos se observé menor grado de
reclutamiento de células mieloides inmunosupresoras y produccion de IL-17, lo que
demuestra que los biofilms interactian y alteran las respuestas inmunitarias de la
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mucosa. Posteriormente, un experimento de reasociacion mostrd que la microbiota del
colon humano biofilm positivo que se inoculd en el primer grupo de ratones mantuvo
su capacidad carcinogénica, incluso tras ser transferida a un nuevo grupo de ratones. En
conjunto, todos estos hallazgos fortalecen ain mas la nocién de que la formacion de
biofilms por patégenos microbianos parece desempefiar un papel vital en la induccién y
progresién del CCR (Chew et al., 2020).

12. MICROORGANISMOS RELACIONADOS CON EL CANCER COLORRECTAL

En los ultimos afios, son multiples los estudios que han demostrado que existen
microorganismos especificos que albergan genes prooncogénicos asociados al CCR.
ETBF, F. nucleatumy E. coli con la isla gendmica de la poliquétido sintetasa (E. coli pks*)
merecen una consideracién mas profunda debido a sus caracteristicas de virulencia.

12.1 Fusobacterium nucleatum

F. nucleatum es un comensal anaerobio gramnegativo, cuyo nicho natural es la cavidad
bucal humana, que sirve como soporte estructural para que otras bacterias formen
biopeliculas orales. Sin embargo, se ha observado que F. nucleatum estd ampliamente
presente no solo en la cavidad oral, sino también en el CCR, especialmente en el colon
derecho. Dado que ademads se ha aislado en infecciones y multiples muestras tumorales,
como periodontitis, apendicitis o cancer de mama, se ha considerado un patégeno
oportunista y una bacteria asociada a tumores (Wang et al.,2021).

Se ha observado que los transcritos de F. nucleatum aumentaban aproximadamente 400
veces en el tejido del CCR en comparacion con el tejido adyacente normal (Kim and Lee,
2021). Varios estudios han revelado también que la abundancia de F. nucleatum
aumentaba junto con la secuencia adenoma-carcinoma, aumentaba en el tejido
intratumoral de pacientes con metdstasis o en recurrencia, y en general se correlaciona
con tiempos de supervivencia mas cortos y una mayor recurrencia de la enfermedad.
Hoy en dia, la sobreabundancia de Fusobacterium en el intestino se considera un
biomarcador con potencial prondstico y predictivo de CCR (Wang et al., 2021; Ternes et
al., 2020). Dichas conexiones patoldgicas parecen sugerir que F. nucleatum participa en
la aparicion y desarrollo del CCR (Wang et al., 2021).

En cuanto a las caracteristicas moleculares, F. nucleatum se asocia con alta MSI, el
fenotipo CIMP y ciertas mutaciones genéticas (Wang et al.,2021).

La capacidad de F. nucleatum para adherirse e invadir células como las endoteliales, los
fibroblastos o las CEl, induce respuestas en el huésped que constituyen las condiciones
primarias para que F. nucleatum ejerza su virulencia y patogenicidad. En concreto, tres
componentes principales median sus propiedades oncogénicas: las adhesinas de
superficie Fap2 y FadA, junto con el LPS (Wang et al.,2021).
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F. nucleatum debilita la inmunidad antitumoral y crea un microambiente
inmunosupresor protector para los tumores al alterar la funcion de los linfocitos que
infiltran el tumor mediante un mecanismo mediado por Fap2 (Fig. 9B). La adhesina Fap2
es una proteina autotransportadora capaz de inhibir la actividad de las células T por
unién directa al inmunorreceptor TIGIT (inmunorreceptor de linfocitos T con dominios
Ilg e ITIM) impidiendo la activacién de las células T CD4* y T CD8*, reduciendo la
citotoxicidad de las células asesinas naturales (NK), y promoviendo la muerte de células
inmunitarias (Clay, et al., 2022). Ademas, F. nucleatum logra prosperar en el CCR a
través de la unién de Fap2 al ligando Gal-GalNAc (D-galactosa-B(1-3)-N-acetil-D-
galactosamina) cuya expresion suele estar aumentada en la superficie de adenomas
coldnicos displasicos en células cancerosas como las de mama o el CCR, y en lesiones
metastdsicas, como las del higado y el epipldn, revelando de esta forma a Gal-GalNAc
como un posible objetivo terapéutico en tumores infectados con F. nucleatum
(Koliarakis et al., 2019). A través de Gal-GalNAc, Fap2 también activa las CEl y las células
mieloides e induce una respuesta inflamatoria protumoral (Clay et al., 2022).
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Figura 9. Potenciales mecanismos de la actividad de F. nucleatum en el CCR. (Clay et al., 2022)

De manera similar, la adhesina FadA parece ser otra adhesina multifuncidn (Fig. 9A). Asi,
la unién e invasion de las CEl estd mediada por la unidn de FadA a la E-cadherina. (Clay
et al., 2022), que activa la via de sefializacién B-catenina/ Wnt y aumenta la expresion
de la anexina Al, un modulador importante de la sefializacién B-catenina/ Wnt. FadA,
E-cadherina, B-catenina y Anexina Al forman un complejo en la superficie de las células
cancerosas y existe una interaccion funcional entre ellas. Por un lado, la anexina Al
mejora la adhesién e invasion de FadA. Por otro lado, FadA y la E-cadherina aumentan
la expresion de Anexina Al en las células del CCR. Finalmente, a través de la E-cadherina
y la Anexina A1, FadA hace que la B-catenina ingrese al nucleo, lo que aumenta el dano
en el ADN y activa la expresion de genes inflamatorios y oncogenes, como la ciclina D1,
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acelerando la proliferaciéon celular y el crecimiento tumoral. FadA también tiene
propiedades de tipo amiloide que mejoran la adhesién de F. nucleatum a las células
cancerosas (Clay et al., 2022; Wang et al.,2021). FadA se encuentra aumentada en
adenomas y adenocarcinomas en comparacion con el tejido adyacente sano (Ternes et
al., 2020).

Pero no solo FadA, el LPS de F. nucleatum (Fig. 9C) también puede activar la sefalizacién
de la B-catenina, aunque a través de TLR4 (Wang et al.,2021). También a través de TLR4
el LPS activa la via MyD88/NF-kB que conduce a un aumento de la autofagia que resulta
en una reduccion de la apoptosis. Ademas, aumenta la expresion del microARN-21 (miR-
21) en las CEl del colon, resultando en una proliferacién celular desregulada y
crecimiento tumoral. Aunque otras bacterias, como E. coli, pueden activar la via
TLR4/Myd88/NF-kB, no aumentan la expresion de miR-21. Este hallazgo sugiere que
miR-21 es un ARN oncogénico especifico de F. nucleatum (Clay et al., 2022). Por otro
lado, LPS también interactia con el ya mencionado receptor TIGIT de las células NKy T,
lo que suprime la respuesta inmune antitumoral (Koliarakis et al., 2019).

Ambas vias, NF-kB y B-catenina, alteran la expresion génica al aumentar la sintesis de
citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-18, TNF-a) y aumentar la expresion de vias
oncogénicas como Cmyc/CyclinD y miR-21. En general, estos eventos crean inflamacion
que dafia el ADN, promueven la proliferacién celular y dan como resultado la
carcinogénesis colorrectal (Koliarakis et al., 2019).

Aunque los analisis metagendmicos han demostrado la asociacién de F. nucleatum con
el CCR en humanos; las vias mecdnicas responsables de esta interaccién siguen siendo
dificiles de identificar y sigue sin estar claro si se trata de un efecto indirecto o causal,
(Kim and Lee, 2022, Ternes et al., 2020; Koliarakis et al., 2019) ya que dependiendo de
la cepa, no siempre induce la formacion de cancer in vivo, ni causa hiperproliferacién en
todas las lineas celulares de cédncer in vitro. Parece requerir 'dos golpes': primero una
mutacion somatica y luego la exposicion a F. nucleatum (Ternes et al., 2020).

12.2 E. coli con la isla gendmica de la poliquétido sintetasa (productor de colibactina

E. coli es un anaerobio facultativo gramnegativo altamente prevalente en el intestino
gue también se relaciona con el crecimiento del CCR. Los estudios han demostrado que
el nivel de E. coli aumenta en los tejidos del CCR en comparacion con los tejidos sanos
adyacentes. Determinadas cepas patdgenas de E. coli han mostrado una correlacion con
la inflamacion y la produccion de ROS, lo que puede propagar la infiltracion tumoral
(Clay et al.,, 2022; Kim and Lee, 2022). Pero también expresan genotoxinas que se
caracterizan por producir efectos perjudiciales en el ADN, como el factor inhibidor del
ciclo celular (CIF), el factor necrosante citotoxico (CNF-1), la toxina de distensién
citoletal, o la colibactina (Clay et al., 2022; Cheng et al., 2020). Los CIF son capaces de
bloquear la mitosis e inducir la apoptosis en lineas celulares epiteliales, CNF-1 afecta al
citoesqueleto de actina, provocando senescencia celular potencialmente relacionada
con aberraciones cromosdmicas e inestabilidad genémica (Ternes et al., 2020).

30



La colibactina es producida por la cepa de E. coli que expresa la isla gendmica de la
poliquétido sintetasa (pks). La colibactina contiene un anillo de ciclopropano en su
molécula que forma aductos o enlaces cruzados de ADN mediante la alquilacién de
residuos de adenina (Fig. 10), e induce in vitro e in vivo roturas de doble cadena de ADN
que desregulan la divisidon celular y aumentan la mutagénesis. E. coli pks* se asocia
positivamente con el CCR, con una tasa de deteccion de aproximadamente del 60 % en
pacientes con CCR, pero también, del 20 % en individuos sanos (Clay et al., 2022)
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Figura 10. Efectos mutagénicos posibles de E. coli pks *. Arriba: La isla pks codifica la sintesis de
colibactina. La polifosfato quinasa (PPK) es esencial para la funcién y el metabolismo de la colibactina. La
mesalazina (medicamento para la colitis ulcerosa) reduce la actividad de PPK y la produccién de
colibactina. Abajo: La firma mutacional especifica de colibactina, caracterizada por sustituciones,
deleciones e inserciones de una sola base en los sitios T, estd enriquecida en CRC (Adaptado de Clay et al.,
2022).

Se han identificado mutaciones somaticas especificas de la colibactina, y también en
genes implicados en la sefalizacién de p53. La secuenciacién masiva del genoma reveld
que las células expuestas a E. coli pks* acumulan un patrén especifico de mutaciones
somaticas. En datos de dos cohortes de pacientes se identificé dicho patrén en 112
mutaciones del gen APC (adenomatous polyposis coli), el gen mas mutado en el CCR
(Clay et al., 2022). En un modelo de xenoinjerto, otros factores se vieron afectados por
la presencia de E. coli pks* como la proteasa 1 especifica de sentrina y los receptores del

31


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8843708/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=8843708_jci-132-155101-g033.jpg

factor de crecimiento de hepatocitos, cuya induccion promueve indirectamente el
crecimiento tumoral (Kim and Lee, 2022).

En conjunto, los enfoques basicos, clinicos y bioinformaticos han revelado que la
colibactina impulsa directamente las mutaciones asociadas al CCR. Aun queda sin
resolver por qué E. coli pks* se encuentra en aproximadamente el 20 % de las personas
sanas. Si bien la expresion de pks aumenta en el CCR, los factores que regulan la
expresion o supresion aun no se han estudiado. Cuestiones de cdmo, dénde y cuando
intervenir para la prevencién del CCR cobran mucha importancia, pero los inhibidores
de colibactina parecen una via de tratamiento en el futuro cercano (Clay et al., 2022).

12.3 Bacteroides fragilis enterotoxigénico (ETBF)

ETBF es un anaerobio gramnegativo que causa diarrea e inflamacién del tracto Gl. La
patogenicidad depende de su toxina BFT, una metaloproteasa detectable en biopeliculas
que recubren adenomas y CCR (Clay et al., 2022; Garret, 2019). La BFT actua sobre las
CEl iniciando multiples vias cuyos efectos pueden promover la carcinogénesis (Fig. 11)
al estimular la proliferaciéon de las CEl, suprimir la apoptosis, inducir alteraciones
epigenéticas o impulsar la desregulacién inmune (Clay et al., 2022).

Tanto los estudios clinicos como los modelos in vivo brindan informacién sobre el
potencial de ETBF para desregular la funcion epitelial, impulsar modificaciones
epigenéticas, dafios en el ADN, e inducir inflamacién para promover la carcinogénesis
colorrectal. Destacar que la toxina BFT sefializa a través del receptor GPR-35 expresado
en la CEl (Fig. 11A) y cuya activacién induce la escision de la E-cadherina, cuya pérdida,
como se ha comentado anteriormente, lleva a cambios morfolégicos en las CEl, dafiando
la mucosa coldnica al inducir la expresién de citoquinas proinflamatorias (Ternes et al.,
2020) y la consiguiente colitis en ratones. Por lo que la sefializaciéon de GPR-35 podria
ser una via importante que contribuye a la patogénesis de ETBF (Clay et al., 2022).

Si bien la hiperproliferacion es un sello distintivo de la carcinogénesis, las modificaciones
epigenéticas y la genotoxicidad que provoca ETBF (Fig. 11B) también contribuyen de
manera esencial al desarrollo de cancer (Clay et al., 2022).

Ademads de los efectos pro-carcinogénicos mediados por ETBF en las CEl, la contribucién
de una respuesta inmune proinflamatoria es un factor critico para la carcinogénesis (Fig.
11C). La infeccién en ratones con ETBF induce selectivamente la activacion de los
factores de transcripcion STAT3 y de NF-kB dando lugar a un incremento de la
permeabilidad intestinal y la produccion de citocinas inflamatorias (Cheng et al., 2020).
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Figura 11. ETBF promueve la carcinogénesis por distintos mecanismos. A. BFT activa las vias de
sefializacion intracelular mTOR y la protein quinasa p38 activada por mitégenos. BFT también induce la
expresion de la proteina inhibidora de la apoptosis-2 (IAP2), que provoca aumento del crecimiento
tumoral por inhibicion de la apoptosis. BFT también aumenta la proliferacidon y la permeabilidad de las CEl
al inducir la expresidn de c-myc tras la escision de la E-cadherina y la localizacién nuclear de la B-catenina.
B. ETBF promueve alteraciones epigenéticas con el potencial de causar dafios en el ADN tras inducir el
reclutamiento de la ADN metiltransferasa 1 (DNMT1) y la desmetilasa de histonas 2B con el dominio JMJD
(JMJD2B) en las CEl del CCR. BFT también aumenta la generacion de ROS, lo que induce dafio en el ADN y
activa la histona y-H2AX, que es indicativa de reparacion del ADN. C. ETBF y BFT inducen un entorno
proinflamatorio que contribuye a la carcinogénesis (Adaptado de Clay et al., 2022).

Pero ETBF también tiene el potencial de impulsar el CCR estableciendo un nicho para
otras oncobacterias como E. coli pks* (Clay et al., 2022). La colonizaciéon conjunta de
E. coli pks *y ETBF condujo a una alta carga tumoral y a adenocarcinoma invasivo. En
particular, la carcinogénesis dependia de la expresion de BFT y colibactina, ya que las
deleciones de BTF o PKS anulaban el desarrollo del tumor. Pero ademas, ETBF promueve
la degradacién de la mucina favoreciendo asi la colonizacién por E. coli pks* y el contacto
directo entre la colibactina y las CEl. De esta forma, ETBF puede potenciar los efectos
genotoéxicos de E. coli pks* (Clay et al., 2022; Ternes et al., 2020).

13. IMPACTO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN LA EFICIENCIA Y TOXICIDAD DE LAS
TERAPIAS CONTRA EL CANCER COLORRECTAL

Si bien la microbiota intestinal esta involucrada en la carcinogénesis colorrectal, también
parece contribuir de forma crucial a la eficacia y toxicidad de las distintas terapias.
Numerosos estudios se estan centrado en investigar el efecto de la microbiota con el fin
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de utilizarla como un biomarcador que ayude a predecir la respuesta al tratamiento o
las reacciones adversas, y al mismo tiempo, modularla para mejorar el tratamiento del
cancer y el resultado en el paciente (Wong and Yu, 2019).

Ademas de los agentes quimioterapéuticos o la radioterapia existentes, se estdn
realizando nuevos descubrimientos sobre los efectos sinérgicos de la microbiota
intestinal con los inhibidores del punto de control inmunitario (ICl). La Figura 12 resume
los hallazgos de la investigacion discutidos a continuacion (Kim and Lee, 2022).

Gut microbiome modulation

Probiotics
Fecal microbiota transplantation

|
[ | |

Je
- 4 3 2 A
~— *
b Sog
Chemotherapy Radiotherapy Immunotherapy
Enhance anti-cancer efficacy of Increase CD8 T cell-mediated

Restore dysbiosis induced by
pelvic irradiation
Alleviate radiation side effects

anti-tumor response
Modulate efficacy of ICis by
SCFAs microbial metabolites

chemotherapeutic agents
Reduce 5-FU inactivation by
CDD, containing bacteria

Figura 12. Efectos de la modulacion del microbioma intestinal en el tratamiento del cancer.
Terapias que modulan el microbioma intestinal como la administracion de probidticos o el trasplante de
microbiota fecal (FMT) entre otras, mejoran la eficacia del tratamiento del cancer (Adaptado de Kim and
Lee, 2022).

Quimioterapia

La evidencia emergente sugiere que la microbiota intestinal puede mediar en los efectos
anticancerigenos de agentes quimioterapéuticos como el oxaliplatino, la gemcitabina,
el 5-fluorouracilo (5-FU) o la ciclofosfamida, a través de mecanismos como la
translocacién microbiana, la inmunomodulacién, el metabolismo, la degradacién
enzimdtica o una diversidad ecolégica reducida (Wong and Yu, 2019).

Se sabe que cierta microbiota intestinal puede modular la eficacia de la quimioterapia
al participar en el metabolismo regulando asi la citotoxicidad. Se ha observado en
ratones modelo de CCR tratados con antibidticos un efecto anticancerigeno disminuido
del oxaliplatino, del 5-FU vy de los oligodesoxinucleétidos CpG (ODN); se produjo una
secrecidn mas baja de citoquinas y de ROS, que resultd en una reduccién de la apoptosis
en las células tumorales (Kim and Lee, 2022). También en ratones modelo de CCR se ha
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demostrado que la gemcitabina se convierte en una forma inactivada cuando una
gammaproteobacteria especifica esta presente en el tumor; se observd que el efecto
anticancerigeno se suprime cuando bajo tratamiento antibidtico las bacterias se
eliminan. El analisis 16S rRNA, revelé que bacterias patégenas como Escherichia,
Enterobacter o Shigella aumentaron significativamente cuando se administraron
antibiodticos, estos cambios se restauraron tomando probidticos (Kim and Lee, 2022). Se
ha observado un potencial beneficio en la introduccion de probiéticos como
Lactobacillus o Enterococos, estos pueden restaurar la composicidn fisioldgica de la
microbiota intestinal y estimular la respuesta inmune Th17, mejorando asi la eficacia de
tratamientos entre los que también se incluye la ciclofosfamida (Koliarakis et al., 2019).

Pero ademads de influir en el metabolismo, la microbiota intestinal puede desencadenar
ciertos efectos adversos, como en el caso del irinotecan, un inhibidor de la
topoisomerasa comunmente utilizado para tratar el CCR que tras ser metabolizado por
las enzimas hepdticas en un conjugado inactivo, es de nuevo activado en el intestino por
las B-glucuronidasas bacterianas, causando dafio intestinal y diarrea severa. La
administracion de un inhibidor selectivo podria prevenir la reactivacion y la toxicidad
concomitante, lo que ilustra un enfoque para modificar las actividades microbianas y asi
reducir los efectos adversos de los agentes quimioterapéuticos (Wong and Yu, 2019).

Algunos estudios se han centrado en el impacto de F. nucleatum en la resistencia a la
quimioterapia. F. nucleatum, que influye en gran medida en el inicio y progresién del
CCR, afecta también al resultado del tratamiento. La abundancia de F. nucleatum_se
correlaciona positivamente con una respuesta deficiente al 5-FU y el oxalipatino en
pacientes con CCR (Wang et al., 2021). Como hemos visto anteriormente, el LPS de F.
nucleatum induce la expresion de miR-21 en las CEl de colon de una manera
dependiente de TLR4 (Clay et al., 2022). Esta misma via aumenta la autofagia, que
contribuye a una reduccidn de la apoptosis, lo que hace a estos tumores mas resistentes
a la muerte celular inducida por el oxaliplatino (Kim and Lee, 2022). Por todo esto la
mediciéon de F. nucleatum podria proporcionar una nueva estrategia en la prediccién de
resultados y el tratamiento de pacientes con CCR (Wong and Yu, 2019).

Radioterapia

La radioterapia causa disbiosis, la cual puede afectar negativamente a otras
modalidades de tratamiento del CCR. Tras analizar el microbioma intestinal después del
tratamiento con radiacion se observé una disminucion de bacterias comensales como
Bifidobacterium, Faecalibacterium y Clostridium spp., asi como un aumento de
Bacteroides y Enterococcus spp. En el caso de los pacientes que recibieron radioterapia
en la region pélvica, Fusobacterium spp aumentd en aproximadamente un 3%. Como
resultado del dafio epitelial inflamatorio causado por la radioterapia, la microbiota
alterada puede atravesar la deteriorada barrera intestinal produciendo una respuesta
inflamatoria y un dafio tisular adicional, empeorando asi el prondstico de los pacientes
con CCR. Estos efectos secundarios se pueden mejorar mediante el trasplante de
microbiota fecal (FMT) y la administracion de probidticos (Kim and Lee, 2022).
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Inmunoterapia

La inmunoterapia se ha convertido en un pilar importante en el tratamiento del cancer,
e investigaciones recientes destacan el potencial beneficioso de la microbiota mediante
la restriccion del crecimiento tumoral o la promociéon de un fenotipo tumoral
inmunolégicamente "caliente" que responde a los inhibidores de puntos de control
inmunitarios (IClI) (Clay et al., 2022). Los ICI eliminan las sefiales tumorales que inhiben
la activacién de las células T reactivas encargadas de generar una respuesta antitumoral
eficaz (Wong and Yu, 2019). Asi, se ha demostrado que ipilimumab, un ICI dirigido al
antigeno 4 asociado a linfocitos T citotdxicos (CTLA-4), altera la funcion de las células
Treg y aumenta la abundancia de B. fragilis, mejorando la eficacia del tratamiento
(Koliarakis et al., 2019). La literatura ha identificado la importancia de Bacteroides spp.
en la modulacién inmunoestimuladora del bloqueo de CTLA-4, ya que puede aumentar
directamente la respuesta antitumoral de las células Thl y TCD8" (Fig. 12). También se
ha demostrado que la eficacia de otro tipo de ICl dirigidos contra el ligando 1 de muerte
programada (PD-L1) es modulada por la composicidon de la microbiota intestinal (Kim
and Lee, 2022). Bifidobacterium spp. estimula la activacion de las células dendriticas y
optimiza la respuesta al tratamiento con anti-PDL1. Sin embargo, los hallazgos
anteriores se basan en estudios en ratones por lo que cobran importancia futuros
ensayos clinicos que verifiquen la validez de dichos hallazgos para futuras aplicaciones
clinicas (Koliarakis et al., 2019).

En cuanto a bacterias asociadas al efecto antitumoral, estudios recientes han indicado
una asociacién positiva con Bifidobacterium spp, Akkermansia, Faecalibacterium y
Clostridiales. Como ejemplo, A. muciniphila mejora la eficacia de los agentes
inmunoterapéuticos de manera dependiente de IL-12 a través de la interaccidn directa
con las células dendriticas en el ganglio linfatico. Aunque quedan por comprender
algunos detalles, dicho efecto se ha atribuido parcialmente a metabolitos microbianos
como el butirato y el propionato (Fig. 12). En la misma linea, la inosina, otro bioactivo
microbiano, puede mejorar la terapia antitumoral al actuar sobre la respuestas de las
células T mediante la sefalizacion del receptor de adenosina A2A (Kim and Lee, 2022),
y puede mejorar la terapia antitumoral al proporcionar una fuente de energia para las
células T en un entorno con restriccién de glucosa como es el microambiente tumoral
(Clay et al., 2022).

14. MECANISMO DE ACCION DE LA VITAMINA D Y SU IMPACTO EN LA MICROBIOTA
INTESTINAL

La vitamina D y su receptor estdn involucrados en la salud y la enfermedad a través de
multiples mecanismos que incluyen la modulacion del sistema inmune y la microbiota
intestinal, cuya variacién tiene enormes implicaciones en los trastornos
extraintestinales e intestinales como el CCR (Rinninella et al. 2022; Murdaca et al., 2021).
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La vitamina D es una vitamina liposoluble considerada tradicionalmente un regulador
fundamental de la homeostasis 6sea. En humanos, tan solo el 10 % de la vitamina D se
obtiene de la ingestidn de unos pocos alimentos como los pescados grasos, por lo que
la mayor parte se sintetiza en la piel bajo la exposicion a la radiacién solar UVB. La
vitamina D, tanto la de la dieta como la de la sintesis dérmica es biolédgicamente inactiva
y requiere conversion a metabolitos activos. La vitamina D se convierte
enzimaticamente en 25-hidroxivitamina D o calcidiol en el higado, cuya concentracion
sérica es utilizada como biomarcador para determinar el estado de la vitamina D en
personas. Tras otra modificacién que tiene lugar principalmente en los rifiones y
también en varios tipos de células, se obtiene 1,25- dihidroxivitamina D o calcitriol, que
es el ligando activo del receptor de la vitamina D (VDR) (Carlberg and Muioz, 2022;
Rinniella et al., 2022).

VDR es un receptor hormonal nuclear y un factor de transcripcidon que se expresa en
gran variedad de tejidos, incluidos el intestino, el tejido adiposo o el higado entre otros,
asi como en la mayoria de células inmunitarias (Murdaca et al., 2021). Una proporcién
de VDR se ubica también en el citosol, donde media efectos moduladores rdpidos en
vias de sefalizacién que afectan diversas enzimas y canales idnicos. Estos efectos no
requieren cambios en la transcripcidon de genes. Por tanto, la vitamina D ademads del
efecto directo sobre la regulacidn génica modulando vias intracelulares con impacto en
el crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis influye también sobre el
epigenoma (Carlberg and Muioz, 2022). Esta expresion generalizada desempefia un
papel crucial en la homeostasis intestinal, la regulacidon inmunitaria o la proliferacion (Na
et al., 2022), y puede explicar en gran medida los efectos pleiotrépicos de la vitamina D
(Rinniella et al., 2022).

La sefializacién de VDR contribuye a la eubiosis intestinal al inducir la expresion de
enzimas desintoxicantes xenobidticas y al ejercer efectos complejos sobre las células
inmunes regulando la tolerancia y la inmunidad a la microbiota intestinal (Rinniella et
al., 2022; Na et al.,2022).

La vitamina D también tiene un papel fundamental en el sistema inmune regulando las
respuestas innatas ya que participa en la sintesis del péptido de defensa del huésped
(con actividad antimicrobiana e inmunomoduladora), la produccion PRR, AMPs y de
citosinas. Por otro lado al expresarse VDR en células como las T CD4 *y CD8 ¥, las células
B, los neutréfilos o las células presentadoras de antigenos es capaz de modular la
respuesta inmune adaptativa (Murdaca et al., 2021).

Son varios los estudios que han demostrado el papel beneficioso de la vitamina D en la
modulacion microbiana intestinal. Se ha confirmado la evidencia de que hombres con
niveles plasmaticos elevados de vitamina D tienen mds probabilidades de poseer
bacterias productoras de butirato. En otro estudio clinico, la suplementacién con
vitamina D cambid significativamente la composicién de la microbiota intestinal,
reduciendo patdgenos oportunistas de la clase Gammaproteobacteria (Escherichia spp,
Shigella spp y Pseudomonas spp), y aumentando la riqueza bacteriana. Se piensa que los
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efectos sobre la microbiota se deben a que la suplementacién con vitamina D produce
un cambio de unaforma T CD8* naive a efectora, la cual a través de la sintesis de calcitriol
reduce el entorno inflamatorio permitiendo que bacterias beneficiosas como
Bacteroidetes superen a patdgenos oportunistas. Estas modulaciones microbianas
intestinales podrian contrarrestar las disfunciones de la barrera intestinal y la disbiosis
observada durante el desarrollo del CCR (Rinniella et al., 2022).

15. RELACION ENTRE DEFICIT EN VITAMINA D Y DISBIOSIS DE LA MICROBIOTA
INTESTINAL

La deficiencia de vitamina D se define por un nivel sérico menor de 20 ng/mL.
Actualmente es una pandemia, y uno de los principales problemas de salud mundial (Na
et al., 2022). La deficiencia de vitamina D influye profundamente en la microbiota al
alterar su composicién. Son multiples los estudios que han demostrado que la
deficiencia de vitamina D o los polimorfismos inactivadores en VDR estan asociados con
la disbiosis intestinal (Fig. 13), con el consiguiente aumento de los filos Bacteroidetes y
Proteobacteria, y los trastornos inflamatorios (Murdaca et al., 2021). También cada vez
hay mas pruebas de la relacion entre la disbiosis y muchas enfermedades, entre ellas el
CCR (Ferrer-Mayorga et al., 2019).

La inflamacidn crénica (asociada a la respuesta inmune) y la infeccion, ya sea bacteriana
o virica, se influyen mutuamente y pueden alterar la barrera epitelial (Ferrer-Mayorga
et al., 2019). La vitamina D promueve la integridad epitelial de la mucosa coldnica (Fig.
13) al inducir la expresién de proteinas de unién celular como ZO-1, E-cadherina u
ocludina las cuales estabilizan las uniones estrechas y adherentes entre las CEl (Rinniella
et al., 2022; Murdaca et al., 2021). Cuando esta capa se ve comprometida y las bacterias
acceden a la [dmina propia, la vitamina D vuelve a tener un papel importante mediante
la activacidn del sistema inmune innato provocando inflamaciéon y desencadenando la
respuesta inmunitaria adaptativa. La sefalizacion de VDR también mantiene la
integridad de la barrera intestinal al detener la apoptosis de las CEl inducida por la
inflamacién. Cuando existe déficit de vitamina D, estos mecanismos se ven afectados y
el equilibrio entre la actividad proinflamatoria y antiinflamatoria se altera en favor de la
primera (Murdaca et al., 2021).

La vitamina D regula ademas los niveles de ROS a través de sus efectos antiinflamatorios
y la expresion mitocondrial de antioxidantes. El estrés oxidativo a menudo se
correlaciona con la disbiosis ya que disminuye la diversidad microbiana intestinal y
promueve el crecimiento de bacterias como Salmonella y Citrobacter que utilizan como
transportador de electrones el nitrato y el tetrationato. Se cree que el estrés oxidativo
inducido por ROS aumenta la reaccién inflamatoria, una mayor produccién de ROS y un
dafio tisular afiadido (Murdaca et al., 2021).
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Figura 13. El impacto de la ingesta de la vitamina D en el proceso de carcinogénesis colorrectal a través
de la modulacion de la microbiota intestinal. La vitamina D inhibe la produccion de interferdn IFN-y de
IL-17 desde las células T, induce la citocina antiinflamatoria IL-10 desde las células Treg Foxp3*y la IL-22
antimicrobiana desde las ILC3. Por todo ello se le atribuye a la vitamina D un papel preventivo y
antiproliferativo en la carcinogénesis del CCR (Adaptado de Rinniella et al., 2022).

Son varios los estudios que sefialan el papel beneficioso de la vitamina D. En fechas
recientes, se ha visto que la suplementaciéon con Vitamina D en mujeres sanas con
deficiencia resulté en un aumento significativo de la diversidad microbiana intestinal; en
concreto, aumenta la ratio Bacteroidetes/Firmicutes. A nivel de género, las variaciones
significativas en Bacteroides y Prevotella, junto con la abundancia de los taxones
probidticos promotores de la salud como Akkermansia y Bifidobacterium, indicaron una
variacién beneficiosa de los enterotipos (Rinniella et al., 2022).

También se ha relacionado el déficit de vitamina D con la aparicion de Ell. Otro estudio
clinico correlaciond los cambios estacionales de los niveles circulantes de 25-hidroxi
vitamina D con la composicion de la microbiota intestinal en pacientes con Ell,
observando una reduccién en géneros bacterianos tipicos de la inflamacion como
Eggerthella lenta, Collinsella aerofaciens, Helicobacter spp, Fusobacterium spp y

39


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9293134/figure/biof1786-fig-0002/
file:///C:/Users/Estefanía/Desktop/TFG%203_%2030%20Marzo%2023/Rinninella_Vitamin%20D%20and%20colorectal%20cancer%20gut%20microbiota%20and%20the%20immune%20system.%20ES.docx%23biof1786-bib-0082

Bacteroides spp cuando la exposicidon a la luz es mas alta (verano-otofio) y la sintesis de
calcitriol es mayor (Rinniella et al., 2022).

Ademas, la deficiencia de vitamina D agrava la disbiosis desencadenada por el CCR al
disminuir la produccidn bacteriana de butirato y aumentar la inflamacion crénica de tal
forma que conduce a la inmunosupresion. Un estudio que analizé la dieta (incluida la
vitamina D), la composicién de la microbiota y la regulaciéon de los marcadores de
inflamacién en el CCR encontrd una asociacion inversa entre el riesgo de CCR y el alto
consumo de pescado graso, rico en vitamina D. Ademas, el perfil microbiano intestinal
de los pacientes con CCR se enriquecio en especies proinflamatorias como Parvimonas
micra, F. nucleatum y B. fragilis, mientras que las muestras de los controles se asociaron
con una mayor abundancia de Bacteroidetes y Bifidobacterium spp (Rinniella et al.,
2022).

En relacién al CCR y la homeostasis intestinal inmune (Fig. 14), la vitamina D promueve
tanto la actividad antimicrobiana como una respuesta de tolerancia hacia miembros de
la microbiota, como se ha visto en modelos experimentales de colitis, al actuar como
una prohormona reguladora que modula el sistema inmune y la composicién de la
microbiota, lo que a su vez influye en la inmunidad de la mucosa. Estos efectos influyen
en los mecanismos mas conocidos del desarrollo del CCR. En conclusion, La vitamina D
se ha asociado con la prevencién del CCR y mejores resultados clinicos (Rinniella et al.,
2022).

16. ALTERACION DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE LA VITAMINA D EN EL CANCER
COLORRECTAL

La respuesta celular a la vitamina D esta determinada principalmente por el nivel de VDR
y la expresiéon y actividad de las hidroxilasas CYP27B1 y CYP24A1 que determinan la
concentracion de calcitriol dentro del nucleo. La expresidon de VDR y las hidroxilasas esta
alterada en el CCR (Ferrer-Mayorga et al., 2018).

Se ha observado que el nivel de VDR aumenta en los pélipos hiperplasicos y en las
primeras etapas de la carcinogénesis, pero disminuye en las Ultimas etapas de tumores
pobremente diferenciados y esta ausente en las metdstasis (Na et al.,2022; Peixoto et
al.,, 2022). Asimismo, CYP27B1, que hidroxila el calcidiol a calcitriol, aumenta en
carcinomas bien a moderadamente diferenciados, pero su presencia es escasa en las
metadstasis a ganglios linfaticos (Ferrer-Mayorga et al., 2018). En cambio CYP24A1, que
inactiva el calcitriol, apenas se detecta en las CEl normales, pero aparece aumentada en
los adenomas colorrectales y hasta en el 60% de los CCR (Ferrer-Mayorga et al., 2018).

Una gran proporcion de casos de CCR avanzado no expresa el gen VDR, lo que se debe

al aumento de la expresion de factores de transcripcidon como SNAI1 y SNAI2, que
promueven la transicidn epitelio-mesénquima y actlan como represores de la
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transcripcion de VDR al unirse a su region promotora y bloguearla (Carlberg and Muioz,
2022; Ferrer-Mayorga et al., 2018). En resumen, la baja expresion de CYP27B1 y VDR,
junto con la alta expresion de CYP24A1 en las células tumorales, puede resultar en una
resistencia a los efectos del calcitriol (Ferrer-Mayorga et al., 2018). Estos hallazgos
podrian explicar por qué los agonistas de VDR muestran efectos protectores en la
prevencion y en las etapas tempranas del CCR.

Los mecanismos por los que VDR afecta al CCR se han centrado fundamentalmente en
factores del huésped como la via de la B-catenina o la inflamacidn. Sin embargo, se sabe
poco sobre los mecanismos moleculares responsables de la regulacién del microbioma
por parte de este. Recientemente un estudio en ratones VDRYE¢ (con VDR intestinal
inactivado) y organoides derivados de colon ha revelado que la disfunciéon de VDR estd
involucrada en la carcinogénesis a través de la microbiota intestinal. El gen VDR humano
da forma al microbioma, y su ausencia conduce a un estado proinflamatorio de las CEl y
a un cambio del perfil bacteriano de normal a susceptible de carcinogénesis con un
aumento de bacterias como B. fragilis, Butyrivibrio fibrisolvens y Peptostreptococcus
(zhang et al., 2020). Se sabe que estas bacterias estdn asociadas con cambios en
metabolitos como los AGCC o los acidos biliares en el CCR. Entre los diferentes acidos
biliares secundarios que aumentaron debido a la pérdida de VDR, se encuentran el
litocdlico y el desoxicdlico, lo que concuerda con los marcadores del microbioma
observados en el CCR humano (Zhang et al., 2020).

También se vio que los ratones VDR ¢ presentaban un mayor nimero de tumores en
el colon y wuna ubicacion cambiada, del colon distal al proximal. Datos
inmunohistoquimicos mostraron que el marcador nuclear de células en proliferaciéon
(PCNA) y el regulador de la proliferacion B-catenina, aumentaron en ratones vy
organoides humanos tratados con muestras fecales de ratones VDRA'EC, seguido de la
activacion del gen JAK2 (Janus quinasa 2). Ademas, se observd que la proteina VDR se
une al promotor de JAK2, lo que sugiere que VDR regula su transcripcién. La via
JAK2/STAT3 y sus genes aguas abajo son fundamentales tanto en la homeostasis
intestinal como en la microbiana, y la interferencia en la via JAK/STAT puede suprimir el
crecimiento del CCR. Los inhibidores de JAK/STAT ya se utilizan clinicamente en
pacientes con Ell y recientemente se ha visto que un inhibidor de JAK/STAT eliminé la
activacion de STAT3 inducida por el microbioma (Zhang et al., 2020).

En el futuro, la comprensién de las interacciones anormales entre el huésped vy el

microbioma ayudara a desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que restauren las
funciones de VDR en el cancer de colon asociado con colitis (Zhang et al., 2020).
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17. MECANISMOS DE ACCION DEL CALCITRIOL EN EL CANCER COLORRECTAL

La vitamina D ejerce efectos sobre la mayoria de tipos celulares intestinales y sobre
muchas lineas celulares de carcinoma de colon con un nivel suficiente de VDR (Ferrer-
Mayorga et al., 2018). Dado que las células inmunes y tumorales de rdpido crecimiento
utilizan las mismas vias y genes para controlar procesos como la proliferacion,
diferenciacidon y apoptosis entre otros, la sefializacidn de la vitamina D también cambia
estos procesos en las células neoplasicas (Fig. 14) (Carlberg and Mufioz, 2022). La
vitamina D inhibe la proliferacion y la capacidad de invasidén del tumor al promover la
diferenciacion de las CEl actuando como una barrera que interfiere en la migracién de
las células tumorales. Una accién clave en este efecto consiste en inhibir la via Wnt/B-
catenina ya sea por la unién de VDR a la B-catenina evitando la activacién de complejos
TCF en el nucleo (Rinniella et al., 2022), incrementando la expresiéon de la E-cadherina,
que atrae a la B-catenina del nucleo (Carlberg and Mufioz, 2022) o por el aumento de la
expresion extracelular del inhibidor DKK-1 de la via de Wnt/ B-catenina. La activacion
aberrante de esta via ocurre temprano en el CCR y contribuye al desarrollo y progresiéon
de la carcinogénesis (Na et al.,2022) de tal forma que mds del 94% del CCR primario
contiene mutaciones en genes que activan de forma anémala dicha via (Carlberg and
Mufioz, 2022).
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Figura 14. Efectos mediados por la vitamina D en el CCR. (Adaptado de Na et al., 2022)

Pero la vitamina D también reduce la proliferacion celular mediante otros mecanismos
como son: la represion de quinasas dependientes de ciclinas, la induccion del gen
GADD45A y de los inhibidores del ciclo celular p21¢P1 y p27K"P1, y |a represion directa e
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indirecta del gen C-MYC, un importante regulador del ciclo celular inducido por la via
Wnt/B-catenina y sobreexpresado en el CCR (Ferrer- Mayorga et al., 2018).

La sefalizacion de VDR ejerce un papel clave en la biologia de las CEl del colon
contrarrestando alteraciones genéticas y epigenéticas que favorecen la aparicion del
carcinoma de colon (Carlberg and Mufioz, 2022). Estudios transcriptémicos en lineas
celulares de CCR han identificado cientos de genes implicados en dichas vias. Pero la
vitamina D también tiene una accién epigenética reguladora mediada por receptores
VDR extranucleares, controlando por ejemplo la expresién de la histona JMJD3 o
activando el gen de la cistatina D. La cistatina D inhibe varias cistein proteasas, reduce
la proliferacion y la migracién de las células tumorales (Rinniella et al., 2022), ademas
aumenta la adhesién célula-célula. Por su parte, JIMJD3 media efectos antiproliferativos
y de antagonismo de la via Wnt/B-catenina en las células del CCR, y su represion activa
la expresién de varios inductores de la transicion epitelio-mesénquima (EMT). En
conjunto, la vitamina D es un potente inductor de la diferenciacion epitelial intestinal
que previene la EMT (Rinniella et al., 2022; Ferrer- Mayorga et al., 2018).

Otro de los mecanismos por los que la vitamina D disminuye la proliferacion es
inhibiendo la angiogénesis necesaria para el crecimiento y diseminacién del tumor a
través de la regulacion de diferentes moléculas como el factor 1 inducible por hipoxia
HIF-1, la IL-8 (Na et al.,2022), el inhibidor de la diferenciacion ID-1/ID-2, la
trombospondina- 1 (Ferrer- Mayorga et al., 2018), o el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF). El calcitriol también desencadena efectos antiangiogénicos a través de
la sefializacion de NF-kB (Na et al.,2022).

En la misma linea, la vitamina D favorece la apoptosis de las células tumorales mediante
la induccion de proteinas proapoptdticas (BAX, BAK y BAD) (Peixoto et al., 2022) y la
represion de proteinas antiapoptdticas (BCL2, BAG1 y BCL-XL). El calcitriol facilita que
las mitocondrias liberen citocromo ¢ dando lugar a la activacién de las caspasas 3y 9
(Na et al.,2022). Ademas de este efecto sobre las células tumorales, previene la
apoptosis de las CEl mediante el bloqueo de NF-kB y también disminuyendo la expresién
de PUMA, un regulador proapoptdtico inducido por p53. De este modo protege la
barrera mucosa, reduce la inflamacion y previene la propagacién de las células dafiadas
(Na et al.,2022; Rinniella et al., 2022).

La vitamina D ademas, ejerce un efecto antiinflamatorio al interferir con la sintesis de
prostaglandinas, con la sefializacién de quinasas activadas por estrés y con la produccién
de citoquinas proinflamatorias (Na et al.,2022). Asi la suplementacién con vitamina D en
pacientes con adenoma colorrectal disminuye la inflamacidn calculada a partir de los
niveles de los marcadores proinflamatorios proteina C reactiva, TNF-a o la IL-6, y del
marcador antiinflamatorio IL-10. Los efectos del calcitriol sobre estas y otras citocinas
(IL-12, TGF-B) que se sobreexpresan en pacientes con CCR estdn mediados en parte por
la inhibicidon multinivel de NF-kB (Ferrer-Mayorga et al., 2018).
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Otras vias adicionales afectadas por la senalizacion de VDR son la desintoxicacion y la
inmunomodulacién tanto de las células tumorales como de las células del estroma
tumoral. En las células madre de las criptas, la vitamina D contribuye a preservar un
fenotipo indiferenciado atenuando su transformacién en células madre cancerosas. En
el estroma tumoral, reprograma los fibroblastos hacia un fenotipo menos protumoral
al atenuar la capacidad para alterar el gel de coldgeno y promover la migracion de células
tumorales (como ya se ha demostrado para el cancer de higado y pdancreas). En
conjunto, la vitamina D modula una amplia gama de vias de seializacién en diversos
tipos de células, lo que indica claramente una fuerte accion protectora multinivel de la
vitamina D contra el CCR (Carlberg and Mufioz, 2022).

Muchos estudios observacionales han examinado la asociacion entre los niveles séricos
de vitamina D y la incidencia de CCR, y la evidencia de una asociacién inversa parece
relativamente fuerte. Pero ademas, niveles altos de vitamina D parecen tener un papel
protector sobre otros aspectos del CCR como son la supervivencia general y la falta de
progresion (Na et al., 2022). Un estudio confirmd que la ingesta de vitamina D podria
tener impacto en pacientes con CCR avanzado o metastdsico que reciben quimioterapia.
Durante el estudio, el curso de la enfermedad se desacelerd significativamente, con una
mayor supervivencia libre de progresién en el brazo que recibid la suplementacién mas
alta. En 2 afios, el CCR tenia un 36 % menos de probabilidades de diseminarse o ser fatal
en sujetos que consumian mas vitamina D (Rinniella et al., 2022). Varios metaanalisis
han informado de la asociacidn entre altos niveles de vitamina D y la mejora de la
supervivencia general y especifica para el CCR. Los estudios también han demostrado
gue niveles mas altos de vitamina D previos al diagndstico se asocian con una reduccién
estadisticamente significativa en la mortalidad general y especifica por CCR (Peixoto et
al., 2022).

Sin embargo varios ensayos recientes han mostrado que la suplementacion con vitamina
D no previene el CCR, aunque en alguno de ellos (VITAL y CAPS) el objetivo principal no
fue la incidencia de CCR (Na et al., 2022). En contraste, un metaanalisis publicado
posteriormente informé de una disminucion del 4 % de riesgo de CCR con
suplementaciones de 100 Ul/dia de vitamina D. Ademds, otro metaanalisis demostrd
una funcién protectora de la vitamina D en la incidencia de CCR (OR 0,87 — IC del 95 %:
0,82—0,92) con fuentes dietéticas o suplementarias. Por lo tanto, se necesita mas
investigacion para abordar mejor la cuestién de si la suplementacién con vitamina D
reduce el riesgo de CCR (Peixoto et al., 2022).

18. MODULACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL CON FINES TERAPEUTICOS

Dada la creciente evidencia sobre el impacto que la microbiota intestinal ejerce sobre la
carcinogénesis colorrectal, hay un gran interés por explorar nuevas aplicaciones clinicas
con el objetivo de restaurar la homeostasis microbiana. Hasta el momento, las
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estrategias en desarrollo incluyen intervenciones dietéticas, prebidticos/probidticos,
antibioticos, FMT o las terapias basadas en fagos entre otras (Kim and Lee, 2022; Cheng
et al., 2020; Garret, 2019).

Las medidas preventivas representan una estrategia atractiva para reducir la carga de
CCR. Ya hemos comentado anteriormente varios factores de riesgo vinculados al CCR
gue podrian modificarse, incluido el patdn dietético. Hoy sabemos que la microbiota
intestinal cambia en respuesta a los cambios en la dieta, y que esta puede modular las
interacciones huésped-microbio con efecto sobre la respuesta inmune y las vias
metabdlicas. Por lo que la implementacidn de intervenciones dietéticas para influir en
la aparicién y progresién del CCR sugiere un enfoque terapéutico prometedor (Saus et
al. 2019; Wong and Yu, 2019).

Otra linea de investigacion actual incluye el uso de probidticos. Los probidticos son
"microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio para la salud del huésped" (Cheng et al., 2020; Chew et al., 2020).
Los probidticos confieren resistencia a la colonizacién patégena al competir por los
nutrientes y adherirse a la superficie de las CEl o el moco, o bien al antagonizar la
colonizacién mediante la agregacién con los patégenos. Ademas producen metabolitos
como el acido lactico, el acético, o las bacteriocinas, que inhiben el crecimiento de
patégenos al reducir el pH luminal y ejercen una actividad antimicrobiana directa (Fong
et al., 2020).

Hasta la fecha, varios estudios en modelos animales han demostrado que la
administracion de probidticos ejerce efectos protectores contra el CCR. Varias bacterias,
incluyendo Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp., han mostrado propiedades
anticancerigenas a través de diferentes mecanismos (Kim and Lee, 2022; Wong and Yu,
2019) como son la inhibicién de la proliferacion celular, la induccién de la apoptosis en
células cancerosas, la modulacion de la inmunidad del huésped, la inactivacidon de
toxinas cancerigenas, o la produccion de compuestos anticancerigenos (Wong and Yu,
2019). Especies productoras de butirato como Clostridium butyricum y Bacillus subtilis
pueden tener un efecto antitumoral (Saus et al.,, 2019), y F. prausnitzii, produce
moléculas antiinflamatorias que pueden reprimir la expresion de la via NF-kB en las CEl
previniendo la colitis (Cheng et al., 2020).

Pero también han demostrado resultados prometedores en ensayos clinicos y se ha
sugerido como un enfoque quimiopreventivo viable para combatir la carcinogénesis
colorrectal. Numerosos ensayos han informado de los efectos en pacientes con CCR,
incluidas menos infecciones postoperatorias y estancias hospitalarias mas breves
(Cheng et al.,, 2020). Un tratamiento con Lactobacillus plantarum, L. acidophilus y
Bifidobacterium longum aumento la cantidad de proteinas de unién celular, mejorando
asi la integridad de la barrera intestinal (Cheng et al., 2020). La ingesta oral de L. casei
redujo la atipia de los tumores colorrectales en pacientes sometidos a reseccion (Cheng
et al.,, 2020; Wong and Yu, 2019). Otro estudio reveld que en los pacientes que
recibieron B. lactis BI-04 y L. acidophilus NCFM aumentaron el nimero de bacterias
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productoras de butirato como Faecalibacterium y Clostridiales spp., mientras que
disminuyeron géneros asociados al CCR como Fusobacterium y Peptostreptococcus
(Cheng et al., 2020).

Los probidticos generalmente se consideran seguros y bien tolerados por sujetos sanos,
pero su perfil de seguridad ha sido cuestionado en pacientes con afecciones médicas
(Fong,et al., 2020) pudiendo actuar como patdgenos oportunistas que penetren
facilmente una barrera intestinal y un entorno inmunitario debilitados por los tumores
intestinales (Kim and Lee, 2022). De hecho, se han publicado varios casos de
bacteriemia, fungemia, endocarditis, absceso hepdatico y neumonia asociados a
probidticos. Sin embargo, como se informd en algunos metaanalisis de pacientes con
cancer, la incidencia de estos efectos secundarios es rara y aun no es concluyente si el
uso de probidticos se asocia a un mayor riesgo de complicacidn infecciosa. La evidencia
actual no sugiere una contraindicacidon absoluta, pero justifica la necesidad de mas
estudios clinicos para confirmar los beneficios terapéuticos y equilibrar los riesgos y
beneficios en pacientes susceptibles a infecciones (Fong et al., 2020).

Otros autores sugieren estrategias que promuevan el crecimiento de bacterias positivas,
mediante el uso de prebidticos (Saus et al., 2019). Los prebidticos son ingredientes
alimentarios no digeribles que alimentan a las bacterias intestinales beneficiosas y
mejoran la salud del huésped (Cheng et al., 2020). En la ultima década se ha propuesto
que ademas de los prebidticos a base de carbohidratos y fibra, otras sustancias como
los acidos grasos poliinsaturados y los polifenoles, poseen potencial prebiético. Varios
ensayos clinicos han informado del aumento de la abundancia de probidticos como
Faecalibacterium, Akkermansia, Ruminococcus y especies de Roseburia, tras la
administracion de prebidticos (Fong et al., 2020). Pero los prebidticos, ademas de
estimular el crecimiento de los probidticos, pueden ejercer un efecto directo sobre el
intestino al interactuar con el receptor bacterianoy evitar que los patégenos se adhieran
a las CEl, lo que inhibe la colonizacién de patégenos (Fong et al., 2020).

También se ha formulado la combinacién sinérgica de prebidticos y probidticos en forma
de suplementos dietéticos o ingredientes, denominandose simbidticos. Estos incluyen,
por ejemplo, fibra OAT/ L. Plantarum y FOS/ L. sporogens (Saus et al., 2019). Ademas,
estan los postbidticos (como los AGCC), que son subproductos y metabolitos solubles
secretados por la microbiota intestinal, y varios de ellos suprimen la inflamacién
coldnica y restauran la integridad de la barrera intestinal. La proteina p40 derivada de
L. rhamnosus GG inhibe la apoptosis epitelial inducida por citocinas y aumenta la slgA
(Fong et al., 2020).

Otro método emergente consiste en el FMT, el cual ayuda a restaurar la eubiosis
mediante el implante de un microbioma sano y libre de enfermedades en el tracto Gl de
pacientes que albergan una microbiota alterada. El FMT puede mejorar varios trastornos
gastrointestinales, incluida la infeccidn por C. difficile, |la Ell y el sindrome del intestino
irritable (Kim and Lee, 2022; Cheng et al., 2020). En comparacion con otras estrategias
de modulacién, el FMT parece conferir varias ventajas, pues no altera la ecologia
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intestinal microbiana como el tratamiento con antibidticos, y su injerto a largo plazo en
régimen de dosis Unica, le confiere beneficios terapéuticos sobre los probidticos y
prebidticos, cuya colonizacidn parece ser transitoria (Fong et al., 2020).
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Figura 15. Posible aplicacion clinica de los antibidticos y del transplante de la microbiota fecal en la
prevencion y el tratamiento del CCR incluyendo las posibles desventajas. (Adaptado de Fong et al, 2020)

Aunque las aplicaciones del FMT en el tratamiento de la C. difficile recurrente tienen
gran éxito, su aplicacion en el CCR estd poco explorada (Cheng et al., 2020). En general,
el FMT se destaca como una estrategia prometedora en el tratamiento del CCR, y
algunos informes de casos han mostrado resultados favorables (Saus et al., 2019). Sin
embargo aln quedan por responder numerosas incégnitas, especialmente en relacién
con el perfil de seguridad (Fig. 15). A corto plazo, el FMT se considera una intervencién
segura, aunque algunos pacientes desarrollan eventos adversos transitorios como
estrefiimiento, diarrea, eructos o distension abdominal (Fong et al., 2020), pero los
resultados a largo plazo aun no estan claros, y existen algunos estudios preclinicos y
clinicos que han sugerido algunos riesgos asociados al FMT.

Los riesgos del FMT incluyen la transmisién de patdgenos (Fig. 15), particularmente a
pacientes inmunocomprometidos y la transmisidon de elementos recesivos silenciosos y

otros factores que explican enfermedades crdnicas (Saus et al., 2019).

Se han publicado varios informes de casos de infeccidn, incluida la gastroenteritis por
norovirus, la bacteriemia por E. coli y la infeccidon por citomegalovirus, asi como otro
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informe de un caso que desarrollé obesidad tras recibir FMT de un donante con
sobrepeso. Ademads de la obesidad, también se ha informado que la aterosclerosis
puede ser "transmisible", como se ha observado en un modelo de ratén gnotobidtico
(Fong et al., 2020). Estos estudios han alertado sobre posibles complicaciones asociadas
al FMT vy justifican seguimientos clinicos a largo plazo para confirmar causalidad.

Otro enfoque de investigacidn racional consiste en el tratamiento con antibidticos para
inhibir las bacterias asociadas al cancer. Un estudio preclinico mostré que el tratamiento
con metronidazol redujo tanto la carga de F. nucleatum como el crecimiento general del
tumor (Saus et al.,, 2019; Wong and Yu, 2019). También se ha observado que el
tratamiento con antibidticos atenuaba el desarrollo de CCR gracias a la eliminacion de
B. fragilis, y de bacterias asociadas a la degradacién de mucina, la inflamacién y la
metilacion del ADN (Fong et al.,2020).

Sin embargo, la evidencia acumulada ha revelado que los antibidticos, debido a sus
acciones no selectivas, pueden conducir a otros estados de disbiosis al dismunuir la
microbiota comensal, e inducir la progresion de la enfermedad o comprometer la
eficacia de la inmunoterapia, cuya actividad anticancerigena estd modulada por dicha
microbiota. Asi se observé que el tratamiento con un cdctel a base de ampicilina,
colistina y estreptomicina, o simplemente con imipenem, eliminé el bloqueo de CTLA-4
y restaurd la progresién tumoral en modelos de ratén con sarcoma, melanoma y CCR
(Fong et al.,2020). Las observaciones clinicas coinciden con dichos hallazgos. Un estudio
retrospectivo informd que el uso concomitante de antibidticos e inmunoterapia se
asocia con un alto riesgo de progresiéon de la enfermedad, asi como con una
supervivencia global y libre de progresién mas cortas. En otro estudio de cohorte, se
descubrid que la exposicion a antibidticos durante la edad adulta, aumento el riesgo de
desarrollar CCR. Ademas, la reduccién de la microbiota mediada por antibidticos
también puede exacerbar la toxicidad del tratamiento, lo que en entornos clinicos
conduce a la interrupcién o reduccidon de la dosis (Fong et al.,2020). Por tanto,
antibidticos altamente selectivos podrian representar una estrategia mas viable y menos
perjudicial para la ecologia microbiana humana (Garrett 2019).

Las vacunas también tienen enorme potencial en la prevencién del cancer. En el caso de
muchos microbios potenciadores del CCR, sus toxinas, adhesinas y proteinas de la
membrana externa son dianas atractivas para provocar inmunidad antitumoral (Garret,
2019). Otros autores han destacado la importancia de explorar la interaccidn entre las
bacterias intestinales y el componente viral, y su posible modulacién a través de la
terapia con fagos. La terapia con fagos es un tema de interés actual por sus ventajas
potenciales en la lucha contra las bacterias resistentes a los antibiéticos y su aplicaciéon
potencial en la clinica (Saus et al., 2019).
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19. INTEGRACION DE LOS DATOS DEL MICROBIOMA EN LA MEDICINA DE PRECISION
PARA LA PREVENCION, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DEL CANCER COLORRECTAL

La considerable evidencia de que la deteccidn del CCR en estadio precoz puede tratarse
con excelentes resultados clinicos -cuentan con supervivencias del 90% a 5 afios, en
comparacion con el 14% del CCR metastasico- justifica la continua busqueda de una
prueba de deteccion precisa, asequible y no invasiva con una alta sensibilidad tanto para
el CCR como para los adenomas avanzados (Wong and Yu, 2019).

Una aplicacién emergente de la microbiota intestinal es su uso como biomarcador; un
biomarcador indica la presencia o gravedad de una enfermedad. El creciente nimero de
datos metagendmicos de la microbiota en el CCR proporciona una rica fuente para
seleccionar biomarcadores utiles. Ya son varios los estudios que han informado de las
asociaciones entre biomarcadores bacterianos y los resultados clinicos o la eficacia del
tratamiento en el CCR, lo que aumenta el potencial para su uso en el prondstico y
tratamiento (Wong and Yu, 2019).

Actualmente, el test inmunoquimico fecal (FIT) cuenta con una sensibilidad del 79% para
la deteccidn del CCR y del 25-27% para detectar adenomas colorrectales avanzados. Y
aunque la prueba de ADN multiobjetivo en heces (ADN-MO) podria detectar
potencialmente mas canceres que la FIT (sensibilidad del 92,3%), sigue estando limitada
por una sensibilidad subdptima para detectar adenomas avanzados (sensibilidad del
42,4%). Varios estudios han utilizado multiples especies bacterianas para intentar
distinguir a los pacientes con CCR de los individuos sanos, entre las que F. nucleatum
surgié como un marcador clave. Y ya se ha demostrado que la adicidén de F. nucleatum
fecal a la FIT en una prueba multiobjetivo aumenta el area bajo la curva (AUC) de 0,86 a
0,95 pudiendo proporcionar una sensibilidad y especificidad superiores en la deteccién
del CCR (Wong and Yu, 2019).

Como hemos comentado, las pruebas de deteccion actuales tienen baja sensibilidad
para detectar adenomas colorrectales. Y hasta ahora, los diferentes estudios sobre
marcadores que puedan detectar adenomas arrojan resultados no concluyentes. Pero
lo que si se ha demostrado en la misma linea con lo que ocurre en el CCR, es que la
cuantificacion de F. nucleatum en muestras fecales diferencia a los pacientes con
adenomas de los individuos sanos (Wong and Yu, 2019).

Los investigadores también han buscado biomarcadores maés alld de las muestras
fecales. Varios estudios han informado asociaciones entre el CCR y la microbiota oral, lo
gue plantea la posibilidad de perfilar las bacterias orales para predecir el CCR. También
existen multiples estudios que informan de asociaciones entre la bacteriemia de
organismos especificos y los diagndsticos posteriores de CCR, como es el caso de S.
gallolyticus, lo que ha llevado al desarrollo de una prueba de serologia multiplex. La
evaluacién de anticuerpos séricos contra F. nucleatum también podria ser un
biomarcador potencial para detectar el CCR (Wong and Yu, 2019).
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Ya se menciond que varios metabolitos microbianos estan asociados al CCR, lo que
convierte al metaboloma en un rico inventario para el descubrimiento de
biomarcadores. Varios estudios han encontrado niveles diferenciadores de AGCC y
acidos biliares en muestras fecales en pacientes con CCR en comparacidon con los
controles, estos metabolitos podrian servir como "huellas dactilares" para detectar CCR
(Wong and Yu, 2019). Sin embargo, debido a la heterogeneidad de los estudios, es dificil
hacer una comparacién confiable entre los mismos, por lo que se necesitan estudios mas
amplios para evaluar el papel del metaboloma en la deteccion del CCR.

Aparte de su potencial para el diagndéstico de CCR, las asociaciones entre los
biomarcadores bacterianos y los resultados clinicos del CCR han planteado la posibilidad
de utilizarlos como marcadores de prondstico. Ya se ha comentado la relacién inversa
entre la cantidad tumoral de F. nucleatum y la supervivencia en el CCR. Este hallazgo
destaca el potencial de cuantificar F. nucleatum en el tejido tumoral como marcador
prondstico y, lo que es mas importante, ofrece la esperanza de que la erradicacién de la
bacteria podria mejorar el pronéstico y la supervivencia de la enfermedad. Sin embargo,
algunos estudios sugieren que F. nucleatum estd asociado con el subtipo genético CIMP
y una ubicacion del tumor proximal. El prondstico podria verse confundido por estos
factores, y es imperativo realizar mas estudios de validacién antes de utilizar estos
biomarcadores en el contexto clinico (Wong and Yu, 2019).

20. CONCLUSIONES

En los ultimos afios ha habido un aumento exponencial en el conocimiento sobre la
microbiota intestinal en relacidon al CCR, y se han aclarado cada vez mas los mecanismos
por los que los microorganismos intestinales inician y facilitan el proceso de
carcinogénesis, incluyendo factores de Vvirulencia, genotoxinas, metabolitos
bacterianos, la generacién de ROS o la formaciéon de biopeliculas. Los estudios
funcionales basados en técnicas -dmicas ayudaran a profundizar en estos hallazgos para
obtener nuevas aplicaciones clinicas. Por su parte, la vitamina D ejerce una accién
protectora en esta dinamica, dando forma a la composicién de la microbiota y al sistema
inmune gracias a la casi omnipresencia de VDR en el organismo. De ésta forma controla
procesos como la proliferacion o la diferenciacion en gran multitud de tipos celulares.

Los estudios epidemioldgicos han sugerido que la deficiencia de vitamina D aumenta la
incidencia de CCR e impacta negativamente en la supervivencia de los pacientes con esta
enfermedad. Sin embargo, los ensayos clinicos que evaltan los beneficios de los
suplementos de vitamina D en el CCR no son concluyentes. Por lo tanto, se requieren
mas estudios clinicos con un tamafio muestral adecuado y un disefio aleatorizado para
confirmar la estrecha interaccién entre la vitamina D, la microbiota, y el CCR.
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LISTA DE ABREVIATURAS

(AGCC) Acidos grasos de cadena corta

(AICR) Instituto Estadounidense de Investigacién del Cancer
(AMPs) Proteinas antimicrobianas

(APRIL) Ligando inductor de proliferacién

(CEl) Células epiteliales intestinales

(CIF) Factor inhibidor del ciclo celular

(CNF-1) Factor necrosante citotéxico

(CTLA-4) Antigeno 4 asociado a linfocitos T citotdxicos
(EN) Enfermedad inflamatoria intestinal

(EMT) Transicidn epitelio-mesénquima

(ETBF) B. fragilis enterotoxigénico

(FIT) Test inmunoquimico fecal

(FMT) Trasplante de microbiota fecal

(GALT) Tejidos linfoides asociados al intestino

(Gl) Gastrointestinal

(GLP-1) Péptido-1 similar al glucagén

(GPR) Receptores acoplados a proteinas G

(1cn Inhibidores del punto de control inmunitario
(ID) Intestino delgado

(IGF1) Factor de crecimiento insulinico tipo 1

(L) Interleucina

(ILC3) Células linfoides innatas del grupo 3
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(JAK2)
(LPS)
(MAMP)
(MetaHIT)

(NF-KB)

(ODN)
(OTU)
(PCR)
(PD-L1)
(pks)
(PPAR-y)
(PRR)
(PYY)
(RNS)
(slgA)
(SNG)
(STAT3)
(TLR)
(VDR)
(WCRF)

(5-FU)

Janus quinasa 2
Lipopolisacarido
Patrones moleculares asociados a microbios

Metagenoma del Tracto Intestinal Humano

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas

Oligodesoxinucledtidos CpG

Unidades taxondmicas operativas

Reaccidn en cadena de la polimerasa

Ligando 1 de muerte programada

Isla gendmica de la poliquétido sintetasa

Receptores activados por proliferadores de peroxisomas
Receptor de reconocimiento de patrones

Péptido YY

Especies reactivas de nitrégeno

Inmunoglobulina A secretora

Tecnologias de secuenciacién de nueva generacion
Transductor de sefial y activador de la transcripcidén-3
Receptor tipo Toll

Receptor de la vitamina D

Fondo Mundial para la Investigacién del Cancer

5-fluorouracilo
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