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RESUMEN

La microbiota intestinal, formada por mas de 100 billones de organismos, es el
ecosistema mas complejo y densamente poblado que coloniza el cuerpo humano. El
conocimiento sobre el papel de la microbiota y su relacidon de beneficio mutuo con el
huésped ha aumentado notablemente gracias al reciente desarrollo de las tecnologias
de secuenciacion del ADN de nueva generacion y la metagendmica. La colonizacion del
intestino comienza en el nacimiento y la microbiota estd expuesta a constantes
modificaciones a lo largo de la vida por estimulos como la dieta, los viajes, los
farmacos, la actividad fisica, las enfermedades o la vejez, entre otros. Esto nos sugiere
gue la microbiota tiene un papel muy importante en el mantenimiento de la salud del
cuerpo humano, realizando funciones como la proteccién frente a patdgenos, la
estimulacion del desarrollo del sistema inmune y del metabolismo, la produccién de
vitaminas o la regulacién del transito intestinal. Las alteraciones tanto cualitativas
como cuantitativas de la microbiota, producen un estado patolégico denominado
"disbiosis", caracterizada por una disminucién de la diversidad microbiana y asociada a
la aparicion y el desarrollo de numerosas enfermedades, tanto gastrointestinales como
sistémicas. Esta relacion ha sido necesaria para establecer el uso de estrategias
terapéuticas basadas en la modulacidon de la microbiota, incluyendo cambios en la
dieta, el uso de prebidticos y probidticos o el trasplante de materia fecal.

Palabras clave: Microbiota, metagendmica, diversidad microbiana, disbiosis,
enfermedades, trasplante de materia fecal

ABSTRACT

The intestinal microbiota, consisting on more than 100 trillion organisms, is the most
complex and densely populated ecosystem that colonizes the human body. Knowledge
about the role of the microbiota and the mutually beneficial relationship with the host
has greatly increased due to the recent development of next generation DNA
sequencing technologies and metagenomics. The gut colonization begins at birth and
microbiota is exposed to constant changes due to a variety of stimuli such as diet,
travel, drugs, physical activity, disease or old age. This suggest that microbiota plays an
important role in maintaining the human body health, performing functions such as
protection against pathogens, stimulation of the immune system development and
metabolism, production of essential vitamins or regulation of the intestinal transit.
Both qualitative and quantitative alterations of microbiota produce a condition called
“dysbiosis”, characterized by the decrease of microbial diversity and associated with
the appearance and development of numerous diseases, both gastrointestinal and
systemic. This relationship has been necessary to establish the use of therapeutic
strategies based on modulation of the microbiota, including changes in diet, use of
prebiotics and probiotics or stool transplantation.

Key words: Microbiota, metagenomics, microbial diversity, dysbiosis, diseases, stool
transplantation



2. INTRODUCCION

La microbiota intestinal, también llamada nuestro “drgano olvidado” (D’Argenio y
Salvatore 2015), es el ecosistema mas complejo y densamente poblado que coloniza el
cuerpo humano (Tedjo etal. 2015). En la ultima década se ha convertido en un
importante foco de investigacidn, no solo en microbiologia, sino también en medicina.
Gracias a los avances en el desarrollo de nuevos métodos moleculares, especialmente
las tecnologias de secuenciacion del ADN de nueva generacion y la metagendmica, ha
mejorado notablemente nuestro conocimiento sobre la microbiota y su relacion de
mutualismo beneficioso con el huésped.

Nuestro intestino alberga mas de 100 billones de organismos, principalmente
bacterias, aunque también incluye virus, arqueas y algunos microorganismos
eucariotas unicelulares (D’Argenio y Salvatore 2015). Se estima que la microbiota
intestinal contiene 1014 tipos de especies bacterianas diferentes, superando 10 veces
en numero las células del huésped y llegando a pesar alrededor de 2 Kg de nuestro
peso (Jalanka 2014), (D’Argenio y Salvatore 2015). Las bacterias que componen la
microbiota codifican 5 millones de genes, constituyendo el denominado microbioma
intestinal, un genoma adquirido y extremadamente dindmico, 100 veces mayor que el
genoma humano.

El microbioma intestinal no se transmite y fija Unicamente de forma vertical como en
el caso del genoma humano, sino que es modificado a lo largo de la vida por diferentes
factores tanto extrinsecos como intrinsecos, tales como los eventos tempranos de la
vida, la dieta, los tratamientos farmacolégicos, la actividad fisica o la vejez (D’Argenio y
Salvatore 2015). Esto nos sugiere que la microbiota tiene un papel muy importante en
el mantenimiento de la salud del cuerpo humano (Guinane y Cotter 2013), llevando a
cabo numerosas funciones cruciales para su homeostasis, como la proteccién frente a
patdgenos, la estimulacién del desarrollo del sistema inmune, la estimulacion del
metabolismo, la producciéon de vitaminas, la regulacion del transito intestinal, etc.

Las bacterias tienen preferencias ambientales especificas, siendo ciertas bacterias casi
exclusivas de ciertas areas del cuerpo, donde tienen ventajas frente a otras bacterias.
Las bacterias que forman la microbiota intestinal colonizan el intestino mediante la
interaccion con las moléculas de superficie de las células epiteliales. La colonizacién
bacteriana se puede llevar a cabo mediante tres tipos de relacion: mutualismo,
comensalismo y oportunismo. Muchas de las bacterias intestinales tienen una relacién
de mutualismo con el huésped, mediante la cual ambos organismos se benefician con
la coexistencia. Sin embargo, la relacion mas comun es la de comensalismo, en la que
so6lo uno de los organismos es el que se beneficia, mientras que el otro ni se beneficia
ni se perjudica. Por otro lado, las bacterias oportunistas, que en condiciones normales
no causan enfermedad, si la pueden inducir en condiciones favorables (Biedermann y
Rogler 2015).



2.1. Glosario

Microbiota

Microbioma

Metagenoma

Metagenomica

Enterotipo

Disbiosis

Xenobiotico

Conjunto de comunidades microbianas que coloniza un determinado
nicho ecoldgico

Genoma colectivo del conjunto de simbiontes que colonizan un nicho
ecolégico o animal anfitrion

Genoma colectivo del conjunto de microorganismos que constituyen una
comunidad ecoldgica

Estudio del material genético de las muestras recuperadas directamente
de un determinado entorno bioldgico para conocer su composicion
microbiana, evitando la necesidad de aislamiento y cultivo individual de
sus componentes.

Clasificacidén de la comunidad de la microbiota intestinal humana en tres
grupos, de acuerdo a la distinta composicion del ecosistema

Desequilibrio en la composicién bacteriana de un nicho ecolégico en
comparacion con el patrén considerado normal

Sustancia cuya estructura quimica es extrafia a la naturaleza, poco

frecuente o inexistente ya que es sintetizada artificialmente por el
hombre en el laboratorio

3. ESTUDIO DE LA MICROBIOTA

En la ultima década, el conocimiento sobre la microbiota intestinal se ha visto
revolucionado por el desarrollo de las tecnologias de secuenciaciéon del ADN de nueva
generacion, caracterizadas por ser independientes de cultivo, a diferencia de las
técnicas utilizadas tradicionalmente. Esto ha permitido mejorar notablemente la
investigacion metagendmica, lo que nos ha proporcionado alcanzar una mejor
comprension sobre el papel de la microbiota, tanto en la salud como en la

enfermedad.



3.1. Preparacion de las muestras

El material mas utilizado para el estudio de la microbiota son las muestras fecales, ya
gue no requieren métodos invasivos y tienen facil acceso, aunque en ciertas ocasiones
también se pueden tomar muestras mediante biopsia. El estudio de la microbiota es
muy complejo debido a la alta diversidad microbiana presente en la muestra fecal y las
dificultades pre-analiticas que pueden aparecer, como la extraccién incorrecta del ADN
o la alteracién de la muestra en el almacenamiento.

Para analizar correctamente la microbiota fecal, es crucial que la toma de muestras y el
almacenamiento no alteren la composicidon microbiana. La conservacion éptima de las
muestras de heces se basa en el mantenimiento a temperatura ambiente durante un
maximo de 24 horas antes de la extraccion de ADN. Alternativamente, las muestras se
pueden conservar inmediatamente después de la recogida a -20°C y almacenarse a -
80°C durante periodos mas largos (Jalanka 2014).

Ademas la diversidad microbiana estd influenciada también por el tipo de paciente,
incluyendo los habitos intestinales y la medicacidn, y la descongelacion de las muestras
durante el transporte, que debe ser evitada. Si la congelacidon directa no es factible, se
recomienda el almacenamiento de las heces a temperatura ambiente o a +49C durante
un maximo de 24 horas (Tedjo et al. 2015). Recientemente se ha llevado a cabo un
estudio sobre el efecto de los diferentes métodos de almacenamiento de las muestras
fecales en sujetos tanto sanos como enfermos, ampliando asi la heterogeneidad
poblacional y la validez externa de los resultados. Los resultados obtenidos
concluyeron que las muestras fecales almacenadas a -202C durante 1 semana, a 42C
durante 24 horas y a temperatura ambiente durante 24 horas, mantenian una
estructura bacteriana similar a la de las muestras almacenadas a -802C a los 10
minutos (Tedjo et al. 2015).

La mayoria de los estudios moleculares se basan en el andlisis del ADN, por lo que se
requiere una extraccion dptima de este, con un método adecuado al tipo de bacteria a
estudiar, ya que los principales filos bacterianos presentes en la microbiota, Firmicutes
(Gram positivo) y Bacteroidetes (Gram negativo) difieren en la estructura de su pared
celular, lo que nos plantea un desafio con el material de partida. Las bacterias Gram
positivas requieren un método mas riguroso de extraccién para la lisis de la pared,
planteando el riesgo de no ser lo suficientemente representadas dentro de la
comunidad microbiana, sin embargo, las bacterias Gram negativas presentan una
pared de peptidoglicano mas fina y facil de manejar.

La mayoria de los métodos se basan en la disrupcion mecanica, enzimatica o quimica
de la pared celular, o una combinacion de estos procedimientos. Varios estudios han
tratado de comparar los métodos de extraccion de heces, indicando claramente que la
combinacion de procedimientos mecanicos, obtenidos normalmente mediante colisidén
de esferas o “bead-beating”, ya sea con la lisis quimica o enzimatica, es la forma mas
efectiva para adquirir una vision realista de la microbiota (Jalanka 2014).

3.2. Métodos de analisis en el estudio de la microbiota fecal (Tabla 1)
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Tabla 1. Resumen de las técnicas empleadas en el estudio de la microbiota intestinal, y sus
principales caracteristicas, ventajas e inconvenientes (Jalanka 2014).

Cultivo

FISH®

qPCR®

DGGE®

Microarrays
filogenéticos

Secuenciacion
de nueva
generacion

Metagendémica

No

Si

Si

Si

Si

Si

Genoma
completo

Moderada

Alta

Alta

Baja

Alta

Alta

Alta

®. Fluorescent in situ hybridization
Elcetrophoresis (DGGE)

(FISH); °

Informacidn funcional
de los organismos y
caracterizar nuevas
especies

Revela taxones y
también a nivel de
especie. La
enumeracion de las
bacterias no depende
del nimero de copias
de 16S rRNA

Detecta taxones
especificos o superiores

Vision rapida y barata
de las bacterias
predominantes en el
ecosistema

Deteccidn rapida y
extensa de muestras
microbianas intestinales
basada en secuencias ya
conocidas

Alto rendimiento.
Detecta nuevas especies

Informacidn sobre la
composicion y potencial
genético de la
microbiota intestinal.
Alto rendimiento,
detecta nuevas especies

. PCR cuantitativa (gPCR); .

Trabajo muy laborioso. La
mayoria de la microbiota
intestinal no se puede
cultivar

No identifica nuevos
taxones. Requiere cepas de
referencia para su
validacién

Trabajo laborioso para su
validacién. Requiere cepas
de referencia para el
analisis cuantitativo

Baja reproducibilidad y
sensibilidad

No detecta nuevos filotipos

Requiere analisis
bioinformaticos complejos.
La formacidn de quimeras
en la PCR representa el
mayor sesgo

Requiere analisis
bioinformaticos complejos.
Informacidn limitada por
los genomas de referencia
disponibles y la
informacidn filogenética.

Denaturing Gradient Gel



3.2.1. Técnicas basadas en el cultivo

Tradicionalmente, el estudio de la microbiota se ha basado en el cultivo de las
muestras y el posterior aislamiento e identificacion de los microorganismos mediante
pruebas fenotipicas cldsicas: morfolégicas, fisioldgicas y bioquimicas. El cultivo de la
microbiota fecal en medios selectivos y diferenciales es en apariencia el método mas
simple y directo, sin embargo, no posee una alta fiabilidad debido a la existencia de
bacterias no cultivables. EI 99% de las bacterias son anaerobias estrictas y muchas de
ellas extremadamente sensibles al oxigeno, lo que obliga a procurar estrictas
condiciones reductoras durante el procesado y el cultivo.

A pesar de esto, ha habido un gran avance en esta area debido al desarrollo de medios
de cultivo especificos para especies mas exigentes. Un estudio reciente ha acuiado el
término “culturémica”, desarrollando nuevas técnicas de cultivo asociadas a la técnica
de espectometria de masas MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization —
Time of Flight), para identificar microorganismos que previamente no se podian
cultivar (Guinane y Cotter 2013). Esta estrategia elimina las especies mds abundantes o
faciles de cultivar, facilitando el estudio del resto mediante métodos de filtracidn, uso
de antibidticos o cécteles de fagos, permitiendo asi identificar 174 especies no
descritas hasta el momento.

Otros métodos como la electroforesis en gel de poliacrilamida y la PCR cuantitativa van
dirigidos a la deteccidn de una bacteria especifica, por lo que no son adecuados en el
estudio de la microbiota en su totalidad (D’Argenio y Salvatore 2015).

3.2.2. Secuenciacion del gen 16S rRNA

El estudio de la microbiota ha mejorado mucho con el uso de métodos de andlisis
independientes de cultivo, que emplean variaciones genéticas comunes en todas las
bacterias ademas de diferencias especificas de cada especie como el 16S rRNA
(Biedermann y Rogler 2015)

El gen 16S rRNA, esta presente en la subunidad pequefia del ribosoma de todas las
bacterias, siendo ideal para la aproximacidn filogenética, permitiendo la identificacién
taxondmica de las especies bacterianas. Contiene regiones de DNA ultraconservadas,
ademds de secuencias hipervariables, presentes exclusivamente en especies
bacterianas especificas, por lo que permite clasificar los diferentes filotipos
microbianos (Jalanka 2014). Ademas existe una relacion entre el contenido del rRNA y
la tasa de crecimiento de las bacterias intestinales, por lo que el contenido del 16S
rRNA puede utilizarse para estimar la biomasa microbiana y las bacterias
fisioldgicamente activas (Hullar, Burnett-Hartman, y Lampe 2014), asi como su
estabilidad y diversidad en el tiempo.

3.2.3. Secuenciacion de nueva generacion (SNG)



Los avances tecnoldgicos en la secuenciacion del ADN que se han producido en los
ultimos afios han permitido el desarrollo de los métodos de secuenciacion de nueva
generacion (SNG), también denominada secuenciacién masiva paralela (massive
parallel sequencing). Estas nuevas plataformas como 454 (Roche), MiSeq (lllumina),
SOLID (Life Technologies) o lon-Torrent (Life Technologies) permiten secuenciar
millones de fragmentos de ADN de forma paralela y a un coste cada vez mas reducido.
En los ultimos afios, estos métodos han dominado el estudio de la microbiota,
aumentando el rendimiento de la secuenciacion y la gestién asi como reduciendo los
costes. La SNG permite la caracterizacidon en profundidad del microbioma tanto
cualitativa como cuantitativamente (D’Argenio y Salvatore 2015), y se puede utilizar
para secuenciar las regiones variables del gen 16S rRNA o fragmentos de ADN
metagendmico (shotgun sequencing). El procedimiento, como la mayoria de los
métodos, estd precedido de una PCR, lo que implica la aparicion de sesgos de
amplificacién. El Unico método de SNG que no se precede de una PCR es la plataforma
de secuenciacion PacBio (Jalanka 2014), basada en la tecnologia SMRT (Single
Molecule Real time) secuenciando moléculas individuales del ADN original.

A pesar de las grandes ventajas que proporcionan estos métodos, como el alto
rendimiento y la deteccién de nuevas especies, todavia quedan por resolver algunos
problemas técnicos, ya que la SNG depende de la actualizacion de las bases de datos,
la informacién funcional y las herramientas bioinformdticas (D’Argenio y Salvatore
2015). Sin embargo, se ha producido un gran avance en la secuenciacion de ADN de
ultima generacion, generandose 576,7 Gb de datos de secuencias de ADN microbiano
a partir del ADN total de muestras fecales de 124 adultos europeos, mediante el
Genome Analyzer GAllx de Illumina (Qin et al. 2010).

3.2.4. Metagenomica

Las tecnologias de secuenciacion masiva han permitido el andlisis del ADN de
ecosistemas complejos, tales como el intestino humano (Devaraj, Hemarajata, y
Versalovic 2013). La metagendmica es un campo nuevo en el que se persigue obtener
secuencias del genoma de los diferentes microorganismos que componen una
comunidad, en este caso bacterias, extrayendo y analizando su ADN de forma global.
Uno de los abordajes mas utilizados consiste en que el ADN de una muestra
ambiental, una vez extraido, es fragmentado (shotgun) y secuenciado al azar y los
datos resultantes de la secuenciacion de ADN son analizados en conjunto mediante
algoritmos de ensamblaje, o sin ensamblar, para monitorizar las capacidades
funcionales de la comunidad en su totalidad. El rapido desarrollo de las tecnologias de
secuenciacion de nueva generacion ha hecho posible generar grandes bases de datos
de metagendmica (Walker et al. 2014).

La mayor ventaja de este procedimiento es que evita el cultivo y el sesgo de
amplificacién que acompafia a la PCR, ya que el ADN se analiza directamente, lo que
permite identificar bacterias hasta el nivel de especie (D’Argenio y Salvatore 2015).
Ademads proporciona informacion sobre la diversidad de microorganismos y
proporciona datos funcionales sobre las rutas metabdlicas afectadas y la contribucion



del microbioma en los estados de salud y enfermedad. También cabe destacar que la
metagendmica es la Unica tecnologia que permite secuenciar el viroma completo
(Walker et al. 2014).

Sin embargo, también presenta ciertas limitaciones, incluyendo la incapacidad de
interpretar una proporcion significativa de los datos debido a la falta de informacién
en las bases de datos de referencia (D’Argenio y Salvatore 2015). Otra limitacién es
gue puede ser dificil el ensamblaje de genomas, particularmente de los miembros
menos abundantes de la microbiota o de las comunidades que contienen especies
estrechamente relacionadas (Walker et al. 2014).

3.2.5. Ciencias Omicas

Las tecnologias “Omicas”, proporcionan la oportunidad de asociar la estructura de la
microbiota con su funcién en la salud y la enfermedad (Hullar, Burnett-Hartman, y
Lampe 2014). El enfoque funcional de la metagendmica requiere integrarse con otros
enfoques para determinar con mas exactitud la actividad especifica de los microbios.
En este punto aparecen la metatranscriptdmica, metaprotedmica y metabondémica,
utiles en el estudio a tiempo real de los aspectos funcionales de la microbiota intestinal
a lo largo del tracto Gl (Devaraj, Hemarajata, y Versalovic 2013).

- Metatranscriptomica: Analisis de la expresién genética, mediante el estudio de
ARN total transcrito.

- Metaprotedmica: Andlisis de los productos proteicos bacterianos.

- Metaboldmica: Analisis de los perfiles metabdlicos.

La metatranscriptomica se basa en el anadlisis de la expresidn genética bacteriana
mediante el estudio del ARN total transcrito por el conjunto de la comunidad
microbiana (Walker et al. 2014). Nos proporciona una vision completa de los perfiles
de expresién genética y datos funcionales de un medio, mediante el andlisis del
transcriptoma, permitiendo detectar la respuesta de los microorganismos a las
perturbaciones ambientales (D’Argenio y Salvatore 2015). Un ejemplo de su aplicacién
ha sido la demostracion del consumo de productos lacteos fermentados como
inductores de la expresién de genes codificantes de enzimas involucradas en el
metabolismo de carbohidratos y polisacaridos de origen vegetal (Walker et al. 2014).
Otro ejemplo, ha sido la aplicacion para detectar diferencias de expresion de
numerosos genes en respuesta al consumo de antibidticos y xenobidticos (Walker
et al. 2014).

En cuanto a la metaprotedmica, se basa en el estudio del conjunto de proteinas que
una comunidad microbiana puede producir. A diferencia de la metatranscriptéomica,
relativamente estatica, la metaprotedmica se modifica constantemente debido a las
interacciones entre el genoma y el ambiente (Mollerach 2006), por lo que nos
proporciona informacién sobre la actividad funcional. La metaprotedmica fecal ha
mostrado una gran ventaja frente a los estudios basados en el RNA, ya que los
productos, estudiados mediante cromatografia liquida y espectometria de masas,



presentan una mayor estabilidad temporal e incluyen enzimas metabdlicos,
chaperonas y proteinas de estrés (Guinane y Cotter 2013).

Para concluir, la metaboldmica puede ser descrita como el estudio de las respuestas
metabdlicas a los productos quimicos, al medioambiente y a las enfermedades, vy
aporta informacidn acerca del estado fisioldgico y funcional de la microbiota intestinal.
Ademas, la metaboldmica ofrece perfiles metabdlicos globales de un individuo en
tiempo real, lo que nos ayuda a evaluar las diferentes vias metabdlicas que
interaccionan con la dieta e influyen en la salud y la enfermedad humana, como la
reduccion de sulfato o de nitrato y la formacidn secundaria de acido biliar (Devaraj,
Hemarajata, y Versalovic 2013). La metaboldmica ha mejorado drasticamente
mediante su aplicacion conjunta con la resonancia magnética nuclear, que ha
permitido analizar miles de metabolitos simultdneamente, pero presenta limitaciones
de resolucion y sensibilidad (Guinane y Cotter 2013).

3.3. Estudios de la microbiota intestinal a gran escala

En la ultima década se han llevado a cabo dos estudios muy importantes, El Proyecto
Metagendmica del tracto intestinal humano en Europa (MetaHIT) y el proyecto
Microbioma Humano de US (HMP). Ambos han trabajado conjuntamente con el fin de
establecer las bases de una microbiota intestinal sana y las alteraciones en la
enfermedad mediante la secuenciacién a gran escala.

MetaHIT ha investigado la correlacién entre la microbiota intestinal y las
enfermedades intestinales, particularmente obesidad y el sindrome del intestino
irritable (Sll), secuenciando el ADN fecal de 124 individuos y demostrando que la
mayoria de ellos compartian el 40% de los genes. Ademas encontraron que el 99,1% de
los genes pertenecian a bacterias, la mayoria de los restantes a arqueas, y un nimero
muy reducido de genes (0,1%) a eucariotas y virus (Qin et al. 2010).

HMP estudié la composicién de la microbiota en 690 muestras de 15 regiones del
organismo de 300 sujetos sanos, ademas generd un catalogo de 800 genomas
microbianos de diferentes regiones del cuerpo humano, proporcionando una visién
completa de las variaciones entre especies y genes microbianos en el intestino
(Guinane y Cotter 2013).



4. MICROBIOTA EN LA SALUD

Antes de hablar de la relacidén entre la microbiota y la salud, debe definirse el término
“Salud intestinal”. En 1948, la OMS especifico “Salud es un estado de completo
bienestar fisico, mental y social, no solamente la ausencia de afecciones o
enfermedad”. En relacién a la salud del tracto gastrointestinal (Gl), podriamos afadir a
esta definicion aspectos como la ausencia de molestias gastrointestinales, una
digestion y absorcion de alimentos, estado inmunolégico y microbiota intestinal
normales, y una buena calidad de vida. La riqueza o diversidad bacteriana, es
considerada un indicador de estado de salud, relacionandose la disminuciéon de la
diversidad con numerosas enfermedades como la obesidad y enfermedades inmunes e
inflamatorias (D’Argenio y Salvatore 2015).

4.1. Estructura y composicion del tracto gastrointestinal

El tracto Gl tiene alrededor de 7 metros de longitud, existiendo una gran variabilidad
en la composicion y diversidad microbianas en sus diferentes regiones (Biedermann y
Rogler 2015). A medida que se avanza distalmente aumenta la carga bacteriana, a la
vez que disminuye el oxigeno y el pH evoluciona de acido a neutro. Estos factores,
junto con otros como el tiempo de transito, la capa de moco o los movimientos
peristalticos, producen variaciones en la composicidn bacteriana de las diferentes
regiones del tracto Gl. El epitelio intestinal es esencial en el mantenimiento del
equilibrio entre el huésped vy las bacterias para garantizar la homeostasis y evitar una
respuesta inmune innecesaria (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015).

La mayoria de la microbiota del humano adulto vive en el intestino, y dentro de este,
en el colon, donde la densidad bacteriana excede 10" células/g, lo que equivale a 1-2
kg del peso corporal. Ademas, se ha estimado que el microbioma intestinal contiene
mas de 5 millones de genes y alrededor de 1000 especies diferentes, todas
pertenecientes a un pequefio numero de filos.

Como se ha mencionado anteriormente, la microbiota intestinal se compone
mayoritariamente de bacterias. Debido a la baja concentracién de oxigeno presente
en el intestino, las anaerobias son los mayoritarias (Villanueva-Millan, Matute, y
Revuelta 2015), encontrandose en menor medida las anaerobias facultativas y las
aerobias. En orden de importante numérica las especies mas abundantes (90%) son
miembros de los filos Firmicutes y Bacteroidetes, y con un menor numero los filos
Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, y Cyanobacteria, entre
otros (Walsh etal. 2014). El filo Firmicutes esta constituido por baterias Gram
positivas, entre las que cabe destacar las clases Clostridia y las bacterias productoras
de acido lactico, Lactobacillus y Leuconostoc. En cuanto al filo Actinobacteria, también
Gram positivas, se encuentran las bacterias Collinsella y Bifidobacterium, siendo esta
ultima la predominante en el nacimiento, persistiendo en la edad adulta en bajo grado
(Konturek et al. 2015).
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Debido a los factores tanto extrinsecos como intrinsecos que influencian Ia
composicion y distribucion de la microbiota, el nUmero de bacterias encontradas a lo
largo del tracto Gl varia tanto longitudinal como transversalmente. A lo largo del tracto
gastrointestinal, tanto la densidad bacteriana como la diversidad y composicion,
aumentan progresivamente, encontrandose la mayor parte de los microorganismos en
el colon (Figura 1)

Bacterial Composition
density

Oral cavity 102-10* | Lactobacillus, Streptococcus, Veillonella

Oesophagus | 10-10° | Prevotella, Streptococcus, Veillonella

Stomach 10'-10° | Helicobacter, Lactobacillus, Streptococcus

Clostridium, Enterococcus
Small intestine | 10107 | Streptococcus, Veillonella

Colon 10'°-10" | Bacteroides, Bifidobacteria,
Bacilli, Clostridia,
Faecalibacterium, Eubacterium,
Ruminococcus

Figural. Caracteristicas de la microbiota a lo largo del tracto gastrointestinal (Jalanka 2014)

El intestino delgado es la region mas acida y con mayores niveles de oxigeno vy
antimicrobianos, por lo que su microbiota es dominada por anaerobios facultativos de
crecimiento rdpido que toleran el efecto de los acidos biliares y los antimicrobianos, a
la vez que compiten con el huésped y otras bacterias por los carbohidratos simples
presentes. El ciego y colon contienen la comunidad microbiana con mayor densidad y
diversidad de todo el cuerpo, siendo los microorganismos aqui presentes responsables
del metabolismo de polisacaridos resistentes a la degradacion previa por el intestino
delgado. Debido a la baja concentracién de antimicrobianos, el lento transito y la falta
de fuentes de carbono simple, se facilita el crecimiento de anaerobios fermentadores
de polisacaridos, Bacteroidaceae y Clostridia (Donaldson, Lee, y Mazmanian 2016).

En cuanto a las variaciones en el eje transversal del intestino, se puede observar que la
mayor parte de los microorganismos que habitan el tracto Gl se encuentran en el
lumen, mientras que una pequefia parte estd adherida a las capas mucosas. Ademas,
toda la pared del colon se pliega sobre si misma, formando compartimentos entre los
pliegues con mayor cantidad de mucosa, que sirve como nutriente para ciertas
bacterias, y los hace diferentes al compartimento luminal central (Donaldson, Lee, y
Mazmanian 2016). Las bacterias adheridas a la mucosa son las mas propensas a
interaccionar con el sistema inmune del huésped, mientras que las que habitan el
lumen son las mas importantes en las interacciones metabdlicas con los alimentos y
otros productos de la digestién (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015).

Ademas, cabe destacar la presencia de los llamados microhabitads intestinales,
reservorios de gran diversidad bacteriana, que incluyen las criptas coldnicas, la mucosa
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interna y el apéndice. Estas estructuras son cruciales para facilitar la homeostasis
inmune, proteger las especies comensales de las competidoras y repoblar la
microbiota intestinal cuando es alterada o ciertas especies son eliminadas (Donaldson,
Lee, y Mazmanian 2016).

4.2. Core microbiano y enterotipos

Dada la alta variabilidad interindividual Actinobacteria %  yormucomicrobia 1%

en la microbiota, se ha identificado el Clostridium cluster XI 0.5% /roteobacrerial%
llamado “Nucleo del microbioma , e iz
. .y . . e // Y
intestinal”, un conjunto de especies / \

. o / Bacteroidetes 12%
bacterianas (30% de los filotipos / \

I/ \

Clostridiuni cluster IV 13%

detectados) compartido por adultos /
sanos (Figura 2), lo que sugiere el papel 4 “
de la microbiota en el mantenimiento \ \\ /
de la salud (D'Argenio \ Salvatore \\ Clostridium cluster XIVa 69% 7
2015). En una gran cohorte europea se "
encontré que todos los adultos sanos g

albergaban alrededor de 160 especies,

varias de las cuales se repetian entre los Figura 2. Ndicleo del microbioma intestinal.
individuos, aunque con prevalencias Principales especies bacterianas (Jalanka 2014)
muy variables (Jalanka 2014) (Qin et al.

2010).

Segun la abundancia de las principales especies la microbiota intestinal se puede
dividir en tres estados de equilibrio o de simbiosis, denominados “enterotipos”:

- Enterotipo 1: Bacteroides (filo Bacteroidetes)
- Enterotipo 2: Prevotella (filo Bacteroidetes)
- Enterotipo 3: Ruminococcus (filo Firmicutes)

Esta categorizacion parece independiente del sexo, la edad, la nacionalidad o el indice
de masa corporal (IMC), sin embargo, se cree que podria estar relacionada con la dieta,
ya que el enterotipo 1 ha sido asociado con dieta rica en proteinas y grasa, a diferencia
del enterotipo 2, asociado al consumo de hidratos de carbono (Robles-Alonso y
Guarner 2013).

A pesar de la existencia de este nucleo microbiano, a nivel de especies bacterianas, hay
grandes variaciones inter-individuales (Hullar, Burnett-Hartman, y Lampe 2014). Esta
especificidad de la microbiota en cada sujeto es una combinacién de factores
medioambientales, que modifican la microbiota inmediatamente después del
nacimiento, y factores genéticos. Asi, cada individuo tiene su propia microbiota, por lo
gue el microbioma intestinal de cada persona es como una huella (Konturek et al.
2015).
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4.3. Evolucién de la microbiota en el desarrollo humano
La microbiota intestinal “sana” se caracteriza por ser una comunidad relativamente
estable, pero hay ciertas épocas en la vida de las personas en las que se producen
alteraciones drdsticas en la estructura y funcidn microbiana. Aunque se ha demostrado
que el intestino fetal ya podria estar en contacto con microbios presentes en el liquido
amniético (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015), la mayor parte del desarrollo
de la microbiota comienza en el nacimiento. Es en esta época post-natal, cuando la
microbiota esta influenciada por numerosos factores, incluyendo el tipo de parto
(vaginal vs cesarea), la dieta (lactancia materna vs artificial), las condiciones sanitarias,
el uso de antibidticos y suplementacion con prebidticos o probiédticos, asi como la
composicion microbiana de la madre y el padre (Guinane y Cotter 2013)(Villanueva-
Millan, Matute, y Revuelta 2015).

Los primeros colonizadores incluyen enterobacterias y enterococos, seguidos de
organismos anaerobios estrictos como Bifidobacterium spp, Clostridium spp,
Bacteroides spp. y estreptococos anaerobios, cuando el suministro de oxigeno
presente inicialmente se agota (Walsh et al. 2014). La maduracién de la microbiota
continta cuando se introducen los sélidos en la dieta del lactante y se desarrolla hasta
los 2 afios, edad a partir de la cual es similar a la del adulto (Guinane y Cotter 2013). El
establecimiento inicial de la microbiota implica un gran impacto en el riesgo de
desarrollar varias enfermedades infantiles que podrian persistir en la edad adulta,
como el asma, las alergias, enfermedades inflamatorias inmunes crénicas, la diabetes
tipo |, la obesidad y el eccema (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015).

Como hemos mencionado, a partir de los 2 afios de vida, la microbiota intestinal
comienza a convertirse en su forma adulta, manteniéndose relativamente estable
hasta la vejez. En las Ultimas etapas de la vida la microbiota disminuye en diversidad y
dinamismo, caracterizandose por un aumento de Bacteroides respecto a Firmicutes,
un aumento de Proteobacteria, una disminucidn de Bifidobacterium y modificaciones
en el género Clostridium (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015) (Walsh et al.
2014). Se cree que estas alteraciones de la microbiota se deben a cambios fisioldgicos
asociados a la edad, tales como un bajo grado de inflamacién y cambios en los habitos
alimenticios, que pueden llevar a un estado de disbiosis (Guinane y Cotter 2013).

4.4. Factores modificadores de la microbiota intestinal
4.4.1. Factores intrinsecos

Hay numerosos factores presentes en el organismo y en la propia microbiota que
influyen en la distribucidon y composicion microbiana.

Dieta y nutrientes. En algunos casos, la capacidad de las bacterias para colonizar el
intestino viene determinada por su habilidad para utilizar ciertos nutrientes. Un
ejemplo, es la capacidad de ciertas bacterias del colon, como Bacteroides spp, para
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fermentar polisacaridos complejos de la dieta, y asi mantener su sostenibilidad en esta
region del intestino.

Antimicrobianos. Los antimicrobianos, secretados por las células de Paneth de la base
de las criptas del colon, limitan el crecimiento de las bacterias proximas a la superficie
de la mucosa. La concentracion de estas moléculas va disminuyendo segun se avanza
en el tracto Gl, por lo que hay una mayor concentracidn y diversidad de bacterias
distalmente. Muchas bacterias desarrollan resistencia a los antimicrobianos mediante
la modificacion del lipido A de la membrana externa (presente en bacterias Gram
negativas) confiriendo resistencia a péptidos antimicrobianos catidnicos, o mediante
genes de resistencia a especies reactivas de oxigeno (producidas por el metabolismo
aerdbico del huésped), expresando en su membrana enzimas como la catalasa o la
superodxido dismutasa (Donaldson, Lee, y Mazmanian 2016).

Mucosa y adhesidén. El acceso de las bacterias al epitelio esta limitado por la viscosidad
de la mucosa, que limita la movilidad bacteriana, y por la inmunogenicidad de la
flagelina, que es un ligando para el receptor TLR-5. Sin embargo, hay bacterias
patdgenas como algunos E. coli y Shigella flexneri que degradan la mucosa a través de
la secrecion de una serin-proteasa Pic. La proteasa Pic ademas desencadena una
hipersecreciéon de moco, impidiendo asi la capacidad de las bacterias de la microbiota
de competir con esos patégenos (Donaldson, Lee, y Mazmanian 2016). La composicién
de la microbiota también estd influenciada por la capacidad de adhesidn al epitelio,
especialmente en el intestino delgado. Las bacterias se adhieren a la mucosa y al
epitelio a través de proteinas de la membrana externa, capsulas, lectinas, adhesinas y
fimbrias.

Inmunomodulacién. Las bacterias no patdgenas deben ser toleradas por el sistema
inmune para poder persistir en el intestino. La mucosa intestinal contiene grandes
cantidades de sIgA (IgA secretora) que interaccionan con la microbiota comensal,
formando biofilms, que sirven como barrera contra la adhesién de patdégenos. Ademas,
los anticuerpos naturales han evolucionado para reconocer los polisacaridos
capsulares bacterianos. Otra alternativa es la inmunomodulacién inducida por las
propias bacterias, mediante la interaccién con las células epiteliales y las células
presentadoras de antigenos, asi como la produccion de metabolitos de sefalizacion
(Donaldson, Lee, y Mazmanian 2016).

4.4.2. Factores extrinsecos

La compleja composiciéon de la microbiota intestinal estd influenciada por numerosos
factores medioambientales, como la dieta, la actividad fisica, el clima, el uso de
medicacidn, el tabaco, el alcohol, la edad, el género, el estrés, etc.

Dieta. Se sabe que la dieta tiene un papel crucial en la determinaciéon de la
composicion de la microbiota intestinal. Durante los primeros anos de vida, mediante
la lactancia materna se transmite la microbiota presente en la leche al intestino del
bebé, se consigue proteccion frente a patdgenos gracias a los anticuerpos maternos
secretados y ademads, mediante la utilizacion de los polisacaridos como principal
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fuente de carbono, se produce una seleccion positiva de ciertas especies. Por ejemplo,
varias especies de Bacteroides pueden utilizar oligosacaricos fucosilados como fuente
de carbono, lo que sugiere que las propiedades prebidticas de la leche facilitan la
colonizacion intestinal por estos microorganismos. Otro factor determinante de la
composicion microbiana es la transicion a los alimentos sélidos, ya que es en este
periodo donde la microbiota alcanza la similitud con la de los adultos (Donaldson, Lee,
y Mazmanian 2016).

Una vez establecida la microbiota, los cambios en la nutricién también pueden alterar
su composicién, como en el caso del paso de una dieta mixta a una vegetariana
(Biedermann y Rogler 2015). Recientemente, un estudio en ratones demostré que la
dieta occidental, rica en azlcar y grasas, conduce a una alteracion de la microbiota.
Alimentando a ratones durante 1 semana con una dieta rica en grasas, se evidenciaba
un aumento significativo de la permeabilidad del epitelio intestinal, acompanado de un
aumento en la expresién de 1l-10 (citoquina anti-inflamatoria) y de bacterias de la clase
Clostridia. Ademas, después de la primera semana, se vio un aumento del flujo
transcelular intestinal correlacionado con bacterias del orden Bacteriodales,
coincidiendo con el aumento de la adiposidad, peso corporal y niveles plasmaticos de
LDL y el aumento de la expresién en el ileon de IL-1B (citoquina pro-inflamatoria)
(Konturek et al. 2015).

Medicaciéon. La administracidn de antibiéticos es la forma mds importante y comun de
perturbacion de la microbiota (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015). Los
antibioticos de amplio espectro pueden afectar a un 30% de las bacterias de la
comunidad intestinal, produciendo rapidos y significantes cambios en la diversidad y
riqueza taxondmica (Francino 2016), ademas de cambios en la expresién de genes
involucrados en la resistencia a antibidticos, la actividad de las proteinas y el
metabolismo microbiano.

En nifios, se ha visto que la exposicién temprana a antibiéticos reduce la diversidad de
la microbiota y altera su composicidén, disminuyendo Bifidobacterium y aumentando
Proteobacteria. Ademas en nifios no tratados con antibidticos, pero con madres
tratadas antes del parto, se ven las mismas alteraciones. Los antibiéticos aumentan la
susceptibilidad a las infecciones, alteraciones inmunes y alteraciones metabdlicas. Una
de las infecciones mas frecuentes es la diarrea asociada a la toma de antibidticos,
producida por patdégenos nosocomiales como Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus y Clostridium difficile, que puede causar una infeccidon de larga evolucién e
incluso una colitis pseudomembranosa potencialmente letal. Ademas en
inmunodeprimidos, el tratamiento con antibidticos puede producir un aumento de
Enterococcus resistente a vancomicina en el intestino, que puede evolucionar a una
bacteriemia (Francino 2016).

En cuanto a las alteraciones inmunes, el uso de antibidticos se ha asociado a un
aumento del riesgo de desarrollar enfermedades inflamatorias, autoinmunes y
atépicas durante los primeros afios de vida, como la Enfermedad Inflamatoria
Intestinal (Ell), desarrollada afios o incluso décadas después de la administracion del
antibidtico (Biedermann y Rogler 2015). Por ultimo, en relacién con el metabolismo, se
ha visto que los cambios en la composicién y diversidad microbiana, asi como los
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cambios en la expresion de genes bacterianos y vias metabdlicas inducidos por la
exposiciéon continuada a antibidticos, se asocian a un aumento del peso corporal,
contribuyendo ademas al desarrollo del sindrome metabdlico en individuos obesos
(Francino 2016). En individuos tratados con B-lactamicos se ha visto la presencia de
una microbiota con alteracion del repertorio enzimatico dirigido a la degradacién de
hidratos de carbono, resultando en un desequilibrio del metabolismo de los glucidos,
similar al observado en obesos. Una vez que finaliza la toma del antibiético, la
microbiota tarda un tiempo en recuperarse y volver a un estado parecido al original,
pero la mayoria de las veces no se recupera totalmente y las alteraciones pueden
permanecer largos periodos de tiempo, meses e incluso afios.

esta diferencia se debe a la propia fisiologia humana o a la acumulaciéon de cambios en
los factores moduladores de la microbiota a lo largo de la vida (Biedermann y Rogler
2015). El proceso de envejecimiento produce cambios en la fisiologia intestinal, como
hipoclorhidria gastrica, alteraciones de la motilidad, uso de medicamentos, cambios
degenerativos en el sistema nervioso entérico, etc.,, dando lugar a profundas
alteraciones de la composicién, diversidad y funcionalidad de la microbiota intestinal.
La microbiota de personas afiosas se ha asociado al aumento de enfermedades tanto
gastrointestinales, como la infeccién por Clostridium difficile, asi como a enfermedades
extra-intestinales, como el sindrome metabdlico, la diabetes mellitus tipo Il (DM-II),
enfermedad de higado graso, aterosclerosis, etc. (Konturek et al. 2015).

Edad. Es evidente que la microbiota intestinal es diferente en la vejez. No se sabe si

Tabaco. Se sabe que el tabaco tiene efectos perjudiciales en la enfermedad de Crohn,
mientras que en la colitis ulcerosa actla como factor protector. Pero la mayor relacién
del tabaco con la microbiota, se representa por la ganancia de peso tras dejar de
fumar, atribuida al aumento del consumo de comida como sustituto oral y reflejada en
el aumento de Firmicutes y Actinobacterias (Biedermann y Rogler 2015).

4.5. Funciones de la microbiota: Relacion de beneficio

La co-evolucidn del huésped y la microbiota ha resultado en una relacién de beneficio
mutuo. La microbiota produce un gran impacto en la fisiologia del cuerpo humano,
tanto en la salud como en la enfermedad. Algunos beneficios incluyen la proteccién
frente a patdgenos potenciales, la digestion de los polisacéridos, la produccion de
vitaminas esenciales, la estimulacién de la angiogénesis, la regulacién de los depdsitos
de grasa y la modulacién del sistema inmune del huésped (Walsh etal. 2014),
afectando directa o indirectamente a la mayoria de nuestras funciones fisioldgicas
(Shreiner, Kao, y Young 2015). Figura 3.
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Figura 3. Papel fisiolégico de la microbiota intestinal: el efecto bidireccional dela
microbiota en el eje cerebro-intestino, la defensa contra patdgenos, el efecto en el
metabolismo y las alteraciones de la funcidn intestinal, incluyendo Ia
permeabilidad, sensibilidad y motilidad (Konturek et al. 2015)

4.5.1. Funcion metabdlica

La microbiota intestinal es un factor importante en la obtencion de energia de la dieta
y puede afectar al metabolismo de todo el organismo y alterar los paradmetros
fisioldgicos en multiples compartimentos corporales. Las importantes funciones
metabdlicas incluyen el catabolismo de las toxinas y carcindgenos de la dieta, la
sintesis de micronutrientes, la sintesis de vitaminas, la fermentacion de sustancias
indigeribles y la absorcién de electrolitos y minerales (Devaraj, Hemarajata, y
Versalovic 2013).

- Metabolismo de glicidos. Los microbios contienen muchos genes que codifican
gran variedad de enzimas activas sobre carbohidratos que un individuo por si
solo no contiene. Estas enzimas incluyen glucosidasas, carbohidrato esterasas,
glicosiltransferasas y polisacaridasas (Devaraj, Hemarajata, y Versalovic 2013), y
proporcionan acceso a abundantes fuentes de hidratos de carbono que de otro
modo se perderian, extrayendo energia de nutrientes inaccesibles. Los
polisacaridos no digeribles, como la oligofructosa, son metabolizados por la
microbiota a oligosacaridos y monosacaridos y después son fermentados a
acidos grasos de cadena corta (AGCC) (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta
2015).

- Metabolismo de lipidos. Las bacterias intestinales, incluyendo los probidticos,
producen una gran variedad de acidos grasos beneficiosos para la salud. Las
bifidobacterias intestinales producen acido linoleico conjugado que parece
modular la composicién de acidos grasos en el tejido hepatico y adiposo en
ratones (Devaraj, Hemarajata, y Versalovic 2013). Ademas las bacterias
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intestinales generan acidos grasos de cadena corta (AGCC) mediante la
fermentacion de los carbohidratos de la dieta antes mencionados, como
acetato, butirato y propionato, que son absorbidos rapidamente.

Los AGCC son utilizados como sustratos para multiples procesos metabdlicos
(Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015), son muy importantes para la
mucosa intestinal como fuente de energia y para la modulacidn del sistema
inmune y la tumorogénesis en el intestino. Un AGCC muy abundante y activo en
el intestino es el butirato, que juega un papel muy importante en el cancer de
colon, siendo un factor cancerigeno concentracién dependiente (Shreiner, Kao,
y Young 2015). Ademas los AGCC se han asociado a un aumento de la saciedad
y una reduccién del consumo de comida, controlando la ganancia de peso
corporal. La microbiota intestinal también influye en el metabolismo del
colesterol, afectando a la conversion de los acidos biliares en acidos biliares
secundarios y con ello a la circulaciéon enterohepatica (Figura 3), la sintesis de
nuevos dacidos biliares, la emulsificacién y la absorcién de colesterol
(Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015).

- Metabolismo de proteinas. Las proteinas y péptidos de la dieta deben ser
hidrolizados a aminoacidos mediante las proteinasas y peptidasas luminales.
Ciertos microbios como las bifidobacterias y lactobacilos producen compuestos
biolégicos activos derivados de aminodcidos, incluyendo gran variedad de
aminas bidgenas, gracias a la existencia de diversas enzimas microbianas
(Devaraj, Hemarajata, y Versalovic 2013).

La microbiota normal sintetiza y excreta vitaminas excesivas para sus necesidades,
proporcionando vitaminas al organismo. Entre esas vitaminas se encuentran la
vitamina K, vitamina B12 y otras vitaminas del grupo B (Biedermann y Rogler 2015).
Ademads también esta involucrada en la metabolizacién de polifenoles, contribuyendo
a sus propiedades beneficiosas antioxidantes (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta
2015), vy la digestion de xiloglucanos (por miembros del filo Bacteroidetes), una hemi-
celulosa que se encuentra en vegetales de la dieta como la lechuga y las cebollas
(Shreiner, Kao, y Young 2015).

4.5.2. Funcion protectora

La microbiota intestinal protege al intestino contra la colonizacion por patégenos
exogenos y enddgenos (Figura 3) mediante la competicidn directa por los nutrientes y
la modulacion del sistema inmune (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015).

En la superficie de la mucosa intestinal, tiene lugar una competicion entre las
diferentes especies bacterianas. La microbiota normal evita la colonizacion por
patdégenos al competir por los sitios de unidn y los nutrientes esenciales.
Normalmente, las bacterias adheridas a la capa mucosa tienen una relacién mas
beneficiosa con el huésped que las luminales y un descenso en las primeras puede
inducir el crecimiento, adhesién e invasion de las bacterias patogenas. Esta es la razon
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por la que Clostridium difficile solo puede inducir colitis cuando el nimero de bacterias
beneficiosas disminuye debido al tratamiento antibidtico (Biedermann y Rogler 2015).

Ademas, la microbiota intestinal es crucial para el desarrollo adecuado del sistema
inmune. Las interacciones entre la microbiota y el sistema inmune del huésped son
numerosas, complejas y bidireccionales. El sistema inmune debe aprender a tolerar la
microbiota comensal y responder adecuadamente a los patdgenos, y la microbiota es
crucial en la educacidn del sistema inmune para funcionar correctamente (Shreiner,
Kao, y Young 2015). Uno de los componentes del sistema inmune mds importante es la
barrera de moco que separa la microbiota de las células epiteliales, formada a su vez
por dos capas: una capa poco adherida en contacto con el lumen y otra firmemente
adherida protegiendo las células epiteliales. La capa interior es impermeable a los
microbios, previniendo la mayoria de los contactos con el huésped. Ademaids se
convierte constantemente en la capa exterior, que proporciona nutrientes y sitios de
unién de bacterias (Biedermann y Rogler 2015).

La mucosa intestinal actia como una barrera fisica, junto con las uniones estrechas
entre las células epiteliales, para evitar el contacto entre las células del huésped y la
microbiota intestinal. Por otro lado, la microbiota intestinal estimula el desarrollo del
sistema inmune adaptativo y del tejido linfatico (Placas de Peyer) (Biedermann y
Rogler 2015), ademas regula la respuesta inmune innata y adaptativa, por ejemplo, a
través de la via de iniciacion de la respuesta especifica de las células T (Jalanka 2014).
La microbiota normal estimula la produccién de anticuerpos de reaccién cruzada
(principalmente IgA) que se secretan en el lumen del intestino y que también impiden
las infecciones bacterianas. Ademas, ciertos productos microbianos pueden albergar
un potencial regulador inmune directo, como el que se muestra con el polisacarido A
producido por Bacteroides fragilis (un organismo ubicuo y mutualista en el intestino),
gue puede modular y corregir las deficiencias de células T y los desequilibrios de
TH1/TH2, asi como de los subconjuntos de células T helper y otras poblaciones de
células inmunes. Asi, la microbiota normal induce un mecanismo de proteccion para la
prevencion de infecciones en el tracto Gl (Biedermann y Rogler 2015).

4.5.3. Funcion trdfica

La microbiota intestinal modula la proliferaciéon y diferenciaciéon de las células
epiteliales mediante los AGCC producidos en la fermentacion de los carbohidratos
(Devaraj, Hemarajata, y Versalovic 2013). El AGCC mas importante involucrado en esta
funcién es el butirato, que puede modificar la microestructura intestinal y es capaz de
acelerar la maduracion de la mucosa durante el desarrollo e inducir la reparacion tras
un dano (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015). Ademds las bacterias
intestinales producen gran variedad de sustancias como perdxidos y otros productos
metabodlicos altamente especificos que ayudan en el crecimiento y metabolismo
epitelial (Biedermann y Rogler 2015).
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4.5.4. Funcion nerviosa

Recientemente se ha demostrado que la microbiota influye en el metabolismo cerebral
a través del eje microbiota intestinal-cerebro (Figura 3), participando en la salud y
enfermedad cerebral, el desarrollo, el aprendizaje, la memoria y el comportamiento. El
intestino posee su propio sistema nervioso, conocido como el sistema nervioso
entérico, que comunica constantemente con el sistema nervioso central a través de
nervios como el vago (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015).

Los microorganismos liberan sustancias bioldgicas activas como AGCC con efectos
inmunomoduladores y sensoriales. Los AGCC actlan como sustratos energéticos vy
afectan directamente el tracto Gl mediante la alteracion del fenotipo de las células
epiteliales del colon. Pueden actuar como supresores tumorales y modulan el sistema
neuroendocrino entérico, ademas estdn involucrados en la regulacién genética de los
procesos anti-inflamatorios. Los ACGC actuan como un desencadenante ambiental en
las enfermedades psiquiatricas del espectro autista, por lo que los microbios y sus
metabolitos no solo regulan el sistema inmune de la mucosa intestinal, sino que
también ejercen efectos en el sistema nervioso (Konturek et al. 2015)(Figura 3).

4.5.5. Funcion hepdtica

Hay una relacién anatdmica y funcional entre la microbiota y el higado, el eje intestino-
higado, a través del cual se transfieren moléculas relacionadas con la microbiota a este
organo (Figura 3). Hay una creciente evidencia de que un mal funcionamiento del eje
intestino-higado (sobrecrecimiento bacteriano intestinal, disbiosis y aumento de la
permeabilidad) es un factor de riesgo en el desarrollo y progresion de higado graso no
alcohdlico y la obesidad. (Villanueva-Millan, Matute, y Revuelta 2015).

4.6. Medidas de salud intestinal

Debida a la gran variabilidad individual, es practicamente imposible detallar con
exactitud la composicidon de la microbiota en personas sanas. Sin embargo, hay ciertos
componentes que pueden ser usados como parametros tanto subjetivos, como
objetivos, de salud intestinal (Tabla 2) (Jalanka 2014). Dentro de los parametros
subjetivos cabe destacar el estado general del paciente, el estado psicoldgico, los
sintomas Gl que presenta, la consistencia de las heces y los habitos dietéticos.
Mientras que los parametros objetivos incluyen el estudio de la funcién Gl con la
medicion de la velocidad de transito, la digestidon, la permeabilidad, la motilidad y el
pH, asi como el estudio de la funcién inmune e inflamatoria con la medicién de las
citoquinas y la integridad epitelial.

20



Tabla 2. Medidas de salud intestinal: Parametros objetivos y subjetivos.

MEDIDA

Salud
general

Estado
psicoldgico

Sintomas Gl

Consistencia
de las heces

Dieta

MEDIDA

Funcion Gl

Inmunidad e
inflamacion

METODO

Cuestionarios de
calidad de vida

Criterios de ansiedad
y depresion

Criterios de
severidad de SlI

Escala de heces de
Bristol

Cuestionario de
frecuencia de
alimentos

METODO

Velocidad de transito

Digestion

Permeabilidad

Motilidad

pH

Medida de las

citoquinas

Integridad epitelial

DESCRIPCION
Validacién de la salud general y el bienestar
Medidas de evaluacion de la depresion y la ansiedad muy
empleadas en controles sanos y pacientes.

Evaluacién de los sintomas intestinales y su severidad

Escala de 7 niveles que diagnostica sujetos con
estrefiimiento (tipos 1y 2), heces normales (tipos 3y 4) y
diarrea (tipos 5 a 7)

Evaluacién de la dieta habitual del sujeto

DESCRIPCION

Test de Hinton: ingesta de marcadores radiactivos y
monitorizacién del progreso por el tracto Gl por rayos X

Medida de los nutrientes, como grasas o
macronutrientes, de las heces o la sangre

Evaluacion de la integridad de la barrera intestinal basada
en el paso de pequenas particulas indigeribles del

intestino a la orina.

Medida de los movimientos peristdlticos y de la tensidn
de la pared intestinal

El pH de las heces refleja la tasa de produccién de los
acidos organicos por las bacterias

Medida de citoquinas inflamatorias (IL-6, IL-1 y TNF-a) o
anti-inflamatorias (IL-10) o la expresidn de estos genes

Visualizacién de la capa epitelial, p.ej mediante histologia

Adaptado de: (Jalanka 2014). SlI: Sindrome del intestino irritable
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Respecto a los sintomas Gl se han identificado asociaciones entre la microbiota y
sintomas como dolor e hinchazdon intestinal, relacionados con la escasez de
bifidobacterias. Ademas la hinchazéon abdominal se ha correlacionado con la
abundancia de bacterias no cultivables como Anaerotruncus colihominis y
Ruminococcus callidus.

Otra medida de salud intestinal es la diversidad de la microbiota, consistente en la
riqueza de especies (cantidad de especies diferentes) y la abundancia relativa de estas
especies. Se cree que una alta diversidad es beneficiosa para un ecosistema,
permitiendo hacer frente a las condiciones de estrés. Ademds una alta diversidad se
asocia a una baja variacién temporal de la microbiota y se ha demostrado que es una
caracteristica sujeto-especifica. Varios estudios indican que la disminucion en la
diversidad se asocia a enfermedades como el sindrome del intestino irritable, la
enfermedad intestinal inflamatoria y la obesidad (Jalanka 2014).

5. MICROBIOTA EN LA ENFERMEDAD

La alteraciéon de la microbiota, entendida esta como el paso de un estado de
“normobiosis” o salud intestinal, a un estado de “disbiosis”, se ha asociado a la
aparicion de numerosas enfermedades, aunque en la mayoria de los casos todavia no
se ha establecido una clara relacidn. La disbiosis se caracteriza por una disminucién de
la riqueza y diversidad microbiana producida por factores intrinsecos y extrinsecos,
gue da lugar a enfermedades tanto en el tracto gastrointestinal como sistémicas
(Tedjo et al. 2015) (Konturek et al. 2015).

El medioambiente, la genética y la inmunidad del huésped forman una triada
interactiva que ha demostrado regular la funcién de los TLR (Receptores tipo Toll), por
lo que un desequilibrio en alguno de estos componentes puede promover una
respuesta inmune inadecuada, contribuyendo a la formacién de un inflamasoma, y con
ello a la aparicion de procesos inflamatorios en el intestino, tales como la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (Ell) y el cancer colorrectal (CCR) (Konturek et al. 2015).

Por otro lado, las bacterias intestinales pueden agruparse en una matriz polimérica
formando biofilms. Estas estructuras contactan con las células epiteliales del intestino
y pueden llegar a invadir la mucosa intestinal, desarrollando un estado patolégico
caracterizado por una perturbacion de la funcion epitelial y una inflamacién crénica.
Ademads, la presencia de biofilms se correlaciona con la invasién bacteriana de los
tejidos, dando lugar a cambios en la fisiologia tisular y un aumento de la proliferacion
celular, propiedad caracteristica de la transformacidon oncogénica (Dejea et al. 2014).
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5.1. Enfermedades relacionadas con alteraciones en la microbiota

Hay una creciente lista de enfermedades tanto infecciosas como no infecciosas
relacionadas con la composicion de la microbiota intestinal. Ciertas enfermedades
gastrointestinales (Tabla 3), como la Enfermedad de Crohn y la Colitis ulcerosa
(enfermedades inflamatorias intestinales), el Sindrome del intestino irritable, el cancer
colorrectal, la enfermedad celiaca y algunas enfermedades infecciosas bacterianas
como la colitis por Clostridium difficile, se caracterizan por la presencia de disbiosis
microbiana. Ademas, el desequilibrio en la microbiota, asi como el aumento de cepas
bacterianas especificas, se asocia con un aumento de enfermedades extra-
gastrointestinales (Tabla 4) como la diabetes, el sindrome metabdlico, la obesidad, la
aterosclerosis, la artritis reumatoide, el higado graso no alcohdlico, la depresién, el
autismo o la esclerosis multiple (Biedermann y Rogler 2015).

Tabla 3. Relacion entre disbiosis y enfermedades gastrointestinales.

ENFERMEDAD HALLAZGOS PRINCIPALES

Enfermedad de Crohn Reduccién de la diversidad, inestabilidad temporal, disminucién de
Firmicutes, Faecalibacterium prausnitzii y Roseburia hominis.
Aumento de Gammaproteobacteria

Colitis ulcerosa Reduccion de la diversidad, disminucién de los niveles de
Firmicutes, Roseburia hominis y Faecalibacterium prausnitzii

Sindrome del Disbiosis, sobrecrecimiento bacteriano. Aumento de la relacidon
intestino irritable Firmicutes: Bacteroidetes, disminucion de Bifidobacterium y
Faecalibacterium spp. Eje microbiota-intestino-cerebro

Cancer colorrectal Disminucidn de las bacterias productoras de butirato, inflamacion
de bajo grado inducida por la microbiota y aumento de
Fusobacterium

Infeccién por Disminucidn de la diversidad. Buena respuesta al trasplante de

Clostridium difficile materia fecal de individuos sanos

Enterocolitis Aumento de la respuesta inmune en nacidos pretérmino inducida

necrotizante por miembros de la familia Enterobacteriaceae

Enfermedad celiaca Aumento de Firmicutes, Proteobacteria y Sutterella

wadsworthensis, con disminucién de la proporcion de
Actinobacteria en nifios con riesgo por predisposicidon genética

Adaptada de: Jalanka 2014
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Tabla 4. Relacién entre disbiosis y enfermedades sistémicas.

ENFERMEDAD

HALLAZGOS PRINCIPALES

Sindrome metabdlico Menor diversidad, menor nivel de Firmicutes productor de AGCC. El

y DM tipo 1l

Obesidad

Enfermedad
cardiovascular

Enfermedades
hepaticas

Enfermedades
reumaticas

Enfermedades
atoépicas

Depresion

Autismo

Artritis

Diabetes tipo 1

trasplante de microbiota fecal aumenta la sensibilidad de la
insulina

Disminuciéon de la diversidad, aumento en la relacién
Firmicutes/Bacteroidetes, aumento de la capacidad para almacenar

energia y mantener una inflamacién de bajo grado

Aumento del metabolismo microbiano con produccién de
trimetilamina-n-oxidasa (metabolito pro-aterosclerdtico)

Disbiosis intestinal, disminucién del numero de bacterias.
Desarrollo del Sindrome del intestino permeable.

Disminucién de Bifidobacterium
Disminucidn de la diversidad, aumento de Clostridium clusters IV y
XVla

Aumento de Oscillibacter y Alistipes, los probidticos alivian los
sintomas

Aumento de los niveles de Lachnospiraecae spp. La ingesta de
Bacteroides fragilis reduce los sintomas en ratones. Aumento de
los niveles de Sutterella spp. y Ruminococcus torques en humanos

Aumento de los niveles de Proteobacteria y Bacteroidetes

Disminucién de la diversidad, aumento  del ratio
Firmicutes/Bacteroidetes

Adaptada de: Jalanka 2014

5.1.1. Enfermedad inflamatoria intestinal

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) se caracteriza por una inflamacion crénica y
recidivante del tracto Gl, e incluye dos entidades patoldgicas, la Enfermedad de Crohn
(EC) y la Colitis ulcerosa (CU) (Walsh et al. 2014). Clinicamente se caracterizan por la
aparicion de dolor, vémitos, diarrea y otras complicaciones como pérdida de peso y
cambios conductuales (Donaldson, Lee, y Mazmanian 2016).
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La Ell es multifactorial, pero se sabe que las bacterias juegan un papel muy importante
en su fisiopatogenia, ya que se ha detectado la presencia de disbiosis en ambas
entidades. Hay mas de 160 factores genéticos inespecificos asociados a un aumento
del riesgo de desarrollar ambas enfermedades, ademas se ha visto una concordancia
entre gemelos monocigdticos en comparacién con dicigéticos (Walsh et al. 2014).

La mayoria de los factores genéticos de riesgo en la Ell forman parte del sistema
inmune innato, responsable de la defensa aguda contra las bacterias. Entre estos
genes de riesgo se encuentran los receptores de reconocimiento de patrones como
NOD2, TLR4, CARD8, CARDY y NLRP3, ademas de los genes de autofagia tales como
ATG16L1, IRGM y LRRK2, que destruyen las bacterias cuando entran en las células
epiteliales. En la enfermedad de Crohn pueden encontrarse ademas como factores de
riesgo los péptidos antimicrobianos defensinas, participantes en la respuesta
antibacteriana, asi como diferentes elementos responsables del mantenimiento de la
integridad de la barrera epitelial (IBD5, DLG5, PDGER4, DMBT1 y XBP1).
Interesantemente, se ha demostrado que muchos de los factores genéticos de riesgo
de la Ell, estdn también implicados en otras enfermedades como lupus eritematoso
sistémico (PTPN22), espondilitis anquilosante (ERAP2), psoriasis (PTPN22), asma
(IBD5), diabetes tipo Il (GCKR), enfermedad celiaca (PTPN22), diabetes tipo | (PTPN22),
artritis reumatoide (PTPN22) y esclerosis multiple (PTGER4, STAT3). Esto puede indicar
la existencia de una relacién entre estas enfermedades y la microbiota intestinal
(Biedermann y Rogler 2015).

No obstante la odds ratio de los factores genéticos es baja y hay una clara evidencia de
que los factores medioambientales (ligando especificos de TLRs y antigenos derivados
de las bacterias comensales) contribuyen en gran medida al inicio de la enfermedad
(Konturek et al. 2015).

En la Ell, se observa que en la superficie mucosa tiene lugar un aumento de la
concentracion de bacterias y una disminucion de la diversidad microbiana (Donaldson,
Lee, y Mazmanian 2016). Se cree que la inflamaciéon y ulceracién del colon son
iniciadas por un estado de disbiosis, ya que la microbiota intestinal presenta una serie
de componentes esenciales en el desarrollo de lesiones en la mucosa. La caracteristica
principal de la disbiosis es la disminucion de las bacterias anti-inflamatorias
Bacteroidetes y Firmicutes, en particular Clostridium leptum y Clostridium coccoides
(Guinane y Cotter 2013), y el aumento de las proteobacterias pro-inflamatorias
(Konturek et al. 2015). Tabla 3.

Ademas se ha visto que los cambios en la composicién microbiana parecen ser
diferentes en la CU y la EC. Mientras que en la CU se ha visto una disminucion de las
bacterias productoras de butirato como Roseburia hominis y Faecalibacterium
prausnitzii, en la EC se ha visto lo contrario, un aumento de Faecalibacterium
prausnitzii y gammaproteobacteria (Tabla 3) y una disminucion de la diversidad total
(Guinane y Cotter 2013)(Walsh et al. 2014). En contraste con la teoria de la disbiosis,
algunos investigadores han sugerido que ciertas bacterias podrian ser las causantes de
la enfermedad, como la familia Enterobacteriaceae, asociada a pacientes con CU y
E.coli adherente e invasiva, identificada en la mucosa ileal de pacientes con EC
(Guinane y Cotter 2013).
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5.1.2. Sindrome del intestino irritable

El sindrome del intestino irritable (SII) es una de las enfermedades gastrointestinales
mas comunes en el mundo occidental, afectando aproximadamente a un 10-15% de la
poblacion (Jalanka 2014). Es una enfermedad crénica cuyo diagnodstico se basa en la
exclusién de otras enfermedades organicas y en los sintomas, que incluyen dolor
abdominal, hinchazén y una funcién intestinal alterada (Walsh etal. 2014). Los
pacientes son clinicamente muy heterogéneos por lo que se dividen en varios subtipos
segun la manifestacidn principal (Jalanka 2014):

- SlI-D: Diarrea
- SlI-C: Estrefiimiento
- Sll-A: Habitos intestinales alternos

La etiologia del Sll es multifactorial (Guinane y Cotter 2013), identificdAndose en su
patogenia: la predisposicién genética, caracterizada por la existencia de alteraciones
en genes que codifican proteinas involucradas en la funcién de barrera de las células
epiteliales y en la respuesta inmune contra las bacterias intestinales; episodios previos
de ansiedad y depresién, y el sexo femenino (Jalanka 2014).Ademas se ha demostrado
un bajo grado de inflamacién intestinal asociado a la alteracién de la composicion de la
microbiota intestinal (Walsh et al. 2014).

Se ha demostrado que la microbiota intestinal juega un importante papel en la
patogénesis de los trastornos Gl funcionales como el Sl (Konturek et al. 2015). Este rol
se basa en multiples evidencias:

- La sintomatologia caracteristica puede aumentar con la alteracién de Ia
microbiota intestinal mediante el uso de probidticos y prebidticos, ademas de
antibidticos como la rifaximina (Jalanka 2014).

- La composicién de la microbiota en los pacientes con Sll es significativamente
diferente a la de sujetos sanos (Konturek et al. 2015).

- Alrededor de un 10% de los pacientes con Sl desarrollan la enfermedad tras un
episodio de gastroenteritis (sindrome del intestino irritable post-infeccioso)
(Jalanka 2014).

Uno de los mecanismos por el que la microbiota promueve el desarrollo del Sll es a
través del eje microbiota-intestino-cerebro, produciendo cambios en la percepcién de
los sintomas intestinales en el sistema nerviosos central (Shreiner, Kao, y Young 2015).
Ademas la disbiosis microbiana facilita la adhesién de patdgenos a la pared intestinal
(Guinane y Cotter 2013).

La microbiota intestinal de los pacientes con Sll es significativamente diferente a la de
los controles sanos (Walsh et al. 2014), viéndose un aumento de Firmicutes, y mas
especificamente Ruminococcus, Clostridium y Dorea, ademas de una disminucion de
Bifidobacterium y Faecalibacterium spp (Tabla 3) (Guinane y Cotter 2013). Uno de los
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filotipos bacterianos mas fuertemente asociado al SIl es Ruminococcus torques,
demostrandose una mayor abundancia en pacientes con el sindrome. Esta bacteria
posee flagelinas pro-inflamatorias y tiene la capacidad de degradar la mucosa,
asociandose a un aumento de la sensacion dolorosa (Jalanka 2014). También se ha
evidenciado la alteracién en la abundancia de arqueas metanogénicas en los subtipos
SII-D y SII-C. Estos microorganismos convierten el hidrégeno intestinal en metano,
sustancia que disminuye el transito intestinal (Jalanka 2014).

El sobrecrecimiento bacteriano intestinal también se ha propuesto como un posible
factor en la etiologia del SlI. Puede dar como resultado la sobreproduccién de gas en el
intestino delgado mediante la degradacién de carbohidratos, contribuyendo a Ila
sintomatologia del Sll. Las bacterias mds comunes aisladas en este cuadro son E. col,
Streptococcus, Lactobacillus, Bacteroides y Enterococcus (Walsh et al. 2014).

5.1.3. Cdncer colorrectal (CCR)

El cancer colorrectal (CCR) es la tercera causa de muerte por cdncer en el mundo, y
aungue no se ha identificado un Unico microorganismo causante, se sabe que la
microbiota intestinal juega un importante papel en su desarrollo (Walsh et al. 2014).
Se cree que los componentes de la microbiota intestinal generan genotoxicidad
produciendo alteraciones genéticas y epigenéticas (Biedermann y Rogler 2015).

La carcinogénesis se asocia a la microbiota mediante dos rutas:

Directa. Los patdgenos colonizan el epitelio e interaccionan con el sistema inmune
innato a través de la unién de las particulas antigénicas con los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR). Por ejemplo, Helicobacter pylori es considerado un
carcinégeno de clase | por la IARC (Agencia Internacional para la Investigacién del
Cancer), causante de cancer gastrico y linfoma MALT, y Salmonella typhi se asocia a
cancer de vesicula. Ademas se ha evidenciado una disminucion de las bacterias
productoras de butirato (Tabla 3) y un aumento de la incidencia de bacterias
oportunistas en el cancer colorrectal (Walsh et al. 2014), incluyendo Streptococcus
bovis, Fusobacterium nucleatum, H. pylori, Coriobacterialies y Bacteroides fragilis
enterotoxigénico (Hullar, Burnett-Hartman, y Lampe 2014).

Un andlisis mediante la secuenciacién del 16S rRNA de la microbiota colorrectal, ha
revelado un aumento de la presencia del género Fusobacterium en tejidos tumorales
(Tabla 3), incluyendo F. nucleatum, F. mortiferum y F. necrophorum, lo que sugiere su
contribucién a la tumorogénesis mediante un mecanismo inflamatorio, ya que la
inflamacidn croénica es un factor de riesgo para el desarrollo del CCR (Guinane y Cotter
2013). También se ha demostrado en un modelo animal que la mono-colonizacién con
E. coli NC101 promueve la aparicion de CCR. Identificando y delecionando los genes de
esta bacteria que pertenecen a la llamada isla genotdxica, se reduce la progresion e
invasion del tumor (Biedermann y Rogler 2015).

A medida que progresa el tumor, el microambiente que lo rodea es cada vez mas
anaerobio, y mas susceptible a la infeccidon. Pero lo que no esta claro aun es si el tumor
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crea ese ambiente ideal para los patdgenos, o son los patdégenos los que preceden al
carcinoma. Segun el ultimo mecanismo, los microbios infectan la mucosa intestinal,
resultando en una inflamacion local crénica, con la consiguiente proliferacién celular,
produccién de citoquinas y lesion del ADN por aumento de las especies reactivas de
oxigeno. Este dafio del ADN se va acumulando en las células infectadas, asi como las
adyacentes, apareciendo mutaciones en genes supresores tumorales y oncogenes que
dan lugar a cambios morfoldgicos que eventualmente progresan hacia un tumor
maligno (Hullar, Burnett-Hartman, y Lampe 2014).

Indirecta. La microbiota intestinal influye en la tumorogénesis mediante dos
mecanismos, produciendo metabolitos a partir de fuentes exdgenas, como la dieta, o
induciendo la exposicion de componentes endégenos en la circulacién, como
hormonas esteroideas o acidos biliares (Hullar, Burnett-Hartman, y Lampe 2014).

Respecto a los metabolitos producidos cabe destacar el sulfuro de hidrégeno,
producido por bacterias reductoras de sulfato, en su mayoria Delta-Proteobacteria, y
qgue ha demostrado tener efectos citotoxicos y genotéxicos. Otro metabolito
producido por la microbiota es el nitrito, que interacciona con compuestos organicos
para formar compuestos con el grupo NO capaces de formar aductos de ADN e inducir
mutaciones. La concentraciéon de estos compuestos estd influenciada por la dieta,
existiendo un aumento del riesgo de cdncer de colon asociado al consumo de carne
roja y procesada, ya que ésta aumenta la cantidad de residuos nitrogenados.

Por el contrario, hay ciertas bacterias como Enterococcus faecium o Lactobacillus
mucosae involucradas en el metabolismo de flavonoides, agentes presentes en los
alimentos de origen vegetal con efectos anticancerigenos (propiedad antioxidante)
(Hullar, Burnett-Hartman, y Lampe 2014). Ademas la microbiota favorece el paso de
componentes endégenos a la circulaciéon sistémica. Las bacterias colénicas
pertenecientes al género Clostridium son capaces de producir acido desoxicélico, un
acido biliar secundario implicado en la formacién de calculos biliares y la
carcinogénesis colorrectal. Otro ejemplo es la asociacion del cancer de mama con la
exposicidn a estrégenos, proceso favorecido por la microbiota intestinal, que puede
aumentar los niveles de estas hormonas mediante la desconjugacién o bien afectar a la
composicion (o tipos) de hormonas circulantes (hidroxilacion/deshidroxilacién y
metilacién/desmetilacion) (Hullar, Burnett-Hartman, y Lampe 2014).

Otro factor microbiano implicado en el CCR es la presencia de biofilms bacterianos
invasivos en la mucosa intestinal, presentes en el 89% de los tumores del colon
derecho y en el 12% de los tumores del colon izquierdo. Los biofilms bacterianos se
asocian a una disminucion de E-cadherina de las células coldnicas, lo que produce un
aumento de la permeabilidad epitelial, y un aumento de IL-6 y Stat3, una citoquina
pro-inflamatoria y su efector final, que inducen el desarrollo de CCR mediante el
aumento de la proliferacidn celular, la disminucidn de la apoptosis y/o la angiogénesis
(Dejea et al. 2014).
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5.1.4. Infeccion por Clostidium difficile

La infeccion por Clostridium difficile es el mejor ejemplo de enfermedad desarrollada
como resultado de la alteracidén de la microbiota intestinal, y en la que el tratamiento,
basado en la manipulacién microbiana (trasplante de microbiota), ha demostrado ser
muy efectivo (Shreiner, Kao, y Young 2015). La colitis inducida por la Clostridium
difficile es una de las enfermedades infecciosas del tracto Gl emergentes en los
pacientes ancianos, y aparece como una grave complicacion del uso de antibidticos y la
hospitalizacion prolongada. Ademas tiene un cardcter recurrente, y el propio
desarrollo de recurrencias aumenta la resistencia a los antibidticos después de cada
episodio (Konturek et al. 2015).

Clostridium difficile produce una inflamacién intestinal que puede dar lugar desde una
diarrea, hasta una colitis pseudomembranosa o incluso una colitis fulminante. Uno de
los principales agentes implicados en la patogénesis es la alteracion de la microbiota y
la disminucién de la diversidad (Tabla 3). Esta alteracién es producida por numerosos
factores como el uso de antibidticos, la edad mayor de 65 afnos, la larga hospitalizacion
y otros medicamentos como los inhibidores de la bomba de protones (Konturek et al.
2015).

5.1.5. Obesidad y Sindrome metabdlico

Actualmente hay una pandemia mundial de obesidad (Biedermann y Rogler 2015). Es
un trastorno complejo de causa multifactorial, resultado de un desequilibrio
prolongado entre el consumo y el gasto energético (Walsh etal. 2014). La dieta
moderna, basada en alimentos de alta energia y el sedentarismo son los mayores
factores contribuyentes (Walsh et al. 2014), pero se ha visto también que la microbiota
tiene un papel muy importante (Guinane y Cotter 2013) en el desarrollo de la obesidad
y en la resistencia a la insulina (Villanueva-Millan, Pérez-Matute, y Oteo 2015).

Recientemente, ha surgido un gran interés en la posible implicaciédn de la microbiota
intestinal en el aumento de la prevalencia de obesidad, existiendo una evidencia
creciente de la importante contribucién de los microorganismos en la respuesta del
huésped a los nutrientes y en la regulacion del peso corporal (Devaraj, Hemarajata, y
Versalovic 2013). Todavia no estd claro el mecanismo, pero se sabe que las
alteraciones en la microbiota y en la permeabilidad intestinal inducen un estado
inflamatorio tipico de la obesidad (Tabla 4) (D’Argenio y Salvatore 2015).

Las bacterias intestinales y las arqueas influyen en la expresion de genes involucrados
en el metabolismo energético, favoreciendo la absorcion de nutrientes, la integridad
de la barrera mucosa, el metabolismo xenobidtico, la angiogénesis y la maduracién
intestinal. Ademas, las bacterias pueden mediar cambios hormonales, modulando la
saciedad y la extraccion de energia, o induciendo un estado crénico de inflamacién
(Biedermann y Rogler 2015). Estudios recientes han demostrado que la microbiota
promueve la absorcion de monosacdridos en el intestino y que induce la lipogénesis
hepatica del huésped (Devaraj, Hemarajata, y Versalovic 2013). Ademas Cani et al.
postularon otro mecanismo segun el cual el lipopolisacarido de las bacterias Gram
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negativas residentes en el intestino pueden ser el desencadenante del aumento de la
inflamacién observada en el sindrome metabdlico (Devaraj, Hemarajata, y Versalovic
2013).

En pacientes obesos se observa una diversidad microbiana disminuida, asi como un
aumento en la relacion Firmicutes/Bacteroidetes (Donaldson, Lee, y Mazmanian 2016)
y un aumento de Actinobacteria (Biedermann y Rogler 2015). Verdam et al.
demostraron también el aumento de Clostridium cluster XIVa (filo Firmicutes), que
incluye bacterias productoras de butirato como Faecalibacterium prausnitzii,
estimulante de una respuesta antiinflamatoria. En nifos obesos se ha visto una
disminucion de Bacteroidetes vulgatus, un aumento de Lactobacillus spp y un aumento
de bacterias aerotolerantes que generan productos facilmente convertibles en AGCC
(Villanueva-Millan, Pérez-Matute, y Oteo 2015). Tabla 4.

La relacion entre la alteracién de la microbiota y la patogenia de la obesidad se
demuestra con estudios animales en los que se ha visto que el trasplante de la
microbiota intestinal, desde ratones obesos a ratones libres de gérmenes, produce un
aumento del peso en estos ultimos. Otra demostracion es que la terapia con
vancomicina produce una disminucién de la sensibilidad periférica a la insulina en
pacientes con sindrome metabdlico (Konturek et al. 2015).

La manipulacién de la microbiota intestinal puede ser una estrategia terapéutica
importante en la regulacion del balance energético en individuos obesos, diabéticos o
con sindrome metabdlico (Devaraj, Hemarajata, y Versalovic 2013).

5.1.6. Diabetes Mellitus tipo Il (DM-11)

La Diabetes Mellitus tipo Il es una enfermedad metabdlica relacionada principalmente
con la obesidad y la resistencia a la insulina, ambas influenciadas por factores
genéticos y ambientales (Guinane y Cotter 2013). En los ultimos afios se han realizado
numerosos estudios que han evidenciado una alteracién en la microbiota de los
pacientes diabéticos (Walsh et al. 2014).

En un estudio realizado mediante la secuenciacién del 16S rRNA en pacientes
diabéticos, se ha demostrado una disminucidn de Firmicutes, especificamente la clase
Clostridia, y un aumento de Bacteroidetes y la clase Betaproteobacteria (Tabla 4).
También cabe destacar otro estudio metagendmico en el que se ha identificado un
moderado grado de disbiosis en pacientes diabéticos y un aumento de ciertos
patdgenos oportunistas, como Clostridium spp., Akkermansia muciniphilia, Bacteroides
spp. y Desulfovibrio spp. (Guinane y Cotter 2013). Estos estudios proporcionan
numerosos marcadores que podrian ayudar en la identificacion de pacientes con DM-II
mediante el andlisis de muestras fecales (Walsh et al. 2014).
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5.1.7. Enfermedad cardiovascular (ECV)

Se ha identificado un mayor de riesgo de desarrollar enfermedad coronaria y eventos
cerebrovasculares en presencia de una alteracion de la microbiota intestinal,
especificamente en mujeres con Ell, indicando la existencia de una relacion entre el
intestino y el sistema CV. Esta relacion se debe a dos causas: la alteracion de la funcidn
de la barrera intestinal, que induce el paso de productos bacterianos a la circulacién,
contribuyendo al desarrollo de aterosclerosis, asi como de insuficiencia cardiaca
(Biedermann y Rogler 2015); Y, por otro lado, el aumento del metabolismo microbiano
de la fosfatidilcolina de la dieta, produciendo trimetilamina-n-oxidasa (TMAOQ) (Tabla
4), un metabolito pro-aterosclerético que aumenta el riesgo de CV (Shreiner, Kao, y
Young 2015).

5.1.8. Enfermedades hepdticas

Uno de los descubrimientos mas importantes de los ultimos afos es el profundo
impacto producido por el desequilibrio de la microbiota intestinal en la funcién del
higado, via eje microbiota-higado. Una de las consecuencias de la disbiosis es el
“Sindrome del intestino permeable”, caracterizado por un aumento de permeabilidad
intestinal y de los microbios que pasan a su través, produciendo endotoxemia
metabdlica y con ello un bajo grado de inflamacidn. Consecuentemente, se produce un
aumento de las citoquinas pro-inflamatorias en el higado o pancreas. El sindrome del
intestino permeable vy la disbiosis se han relacionado con el desarrollo de la
enfermedad hepatica no alcohdlica, la esteatohepatitis no alcohdlica, la diabetes
mellitus y el sindrome metabdlico (Konturek et al. 2015).

La enfermedad por higado graso no alcohdlico se ha convertido en la enfermedad
hepatica crénica mas comun, cuyo factor mas importante en el desarrollo y progresion
es el mal funcionamiento del eje intestino-higado (disbiosis intestinal, disminucién del
numero de bacterias, aumento de la permeabilidad...) (Tabla 4) (Villanueva-Millan,
Pérez-Matute, y Oteo 2015).

Otra implicacién de la microbiota es en el desarrollo de encefalopatia hepdatica como
complicacién de la cirrosis. El dafio en la funcién hepdtica junto con la presencia de
shunts portosistémicos, permiten que los metabolitos téxicos producidos por la
microbiota intestinal evadan el catabolismo hepdatico y crucen la barrera hemato-
encefalica , produciendo toxicidad cerebral, y constituyendo la encefalopatia hepatica
(Donaldson, Lee, y Mazmanian 2016).

Ademas la microbiota también participa en el desarrollo de cancer de higado, tanto de
forma directa como indirecta. De forma directa mediante el paso de los productos
bacterianos a través de la barrera intestinal a la vena porta, contribuyendo a la
senescencia de las células estrelladas. Y de forma indirecta mediante su implicacién en
el desarrollo del sindrome metabdlico y la esteatohepatitis no alcohdlica (Biedermann
y Rogler 2015).
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5.1.9. Enfermedad reumdtica

Hay gran evidencia de que la microbiota intestinal contribuye al desarrollo de las
enfermedades reumadticas. La fisiopatologia de estas enfermedades se basa en la
interaccidon entre los factores de riesgo genéticos y ambientales. Las enfermedades
reumaticas comparten loci de riesgo comunes con el Sindrome del Intestino Irritable
como PTPN2 o PTPN22. En pacientes con enfermedades reumaticas se ha visto una
disminucion de Bifidobacteria (Tabla 4), bacterias del grupo Bacteroides-
Porphyromonas-Prevotella, del subgrupo Bacteroides fragilis y del grupo Eubacterium
rectale-Clostridium coccoides (Biedermann y Rogler 2015).

5.1.10. Alergias y enfermedades atdpicas

Las bacterias intestinales sirven como un “entrenamiento” del sistema inmunitario
durante la infancia, por lo que la interaccion entre estos dos componentes es muy
importante en la prevencién de enfermedades atdpicas y alergias. A pesar de que se
han identificado alteraciones en la microbiota de nifios alérgicos, no se ha encontrado
una microbiota especifica como factor de riesgo. Se ha visto, por ejemplo, que los
nifios colonizados por clase Clostridia (Tabla 4), con aumento de Clostridium cluster IV
y XVla (tipicamente abundantes en adultos), tienen un riesgo aumentado de dermatitis
atépica en los siguientes 6 meses (Biedermann y Rogler 2015). Otro ejemplo es la
disminucion de la diversidad microbiana presente en el asma infantil durante el primer
mes de vida (Donaldson, Lee, y Mazmanian 2016).

Por otro lado, se han identificado genes de riesgo en pacientes atdpicos, incluidos
numerosos genes relevantes en la funcion de barrera de la piel, indicando de nuevo el
papel de las bacterias en este proceso. Ademas, ciertos factores como tener hermanos
mayores y el tipo de parto influencian la composicién de la microbiota intestinal y
modulan el riesgo de atopia (Biedermann y Rogler 2015).

5.1.11. Enfermedades psiquidtricas

Las interacciones de la microbiota con el cerebro constituyen una interesante area de
investigacion que podria contribuir a nuevos conocimientos sobre las predisposiciones
individuales en la cognicion, la personalidad, el estado de animo, el suefio y la
conducta alimentaria. Esta interaccién puede ayudar a comprender numerosas
enfermedades neuropsiquidtricas como trastornos afectivos, autismo, depresidon o
esquizofrenia (Konturek et al. 2015). El periodo postnatal representa un periodo critico
en el desarrollo cerebral, influenciado por el desarrollo de una buena comunicacién
entre el intestino y el cerebro, que contribuye al riesgo de desarrollar enfermedades
mentales (Luna y Foster 2015).
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Ejemplos de relacion entre la microbiota y las enfermedades psiquiatricas son el
aumento de Oscillibacter y Alistipes en la depresidn, y el aumento de Lachnospiraecae
spp., de Sutterella spp. y Ruminococcus torques en el autismo (Jalanka 2014) (Tabla 4).

La dieta, los cambios en el estilo de vida y el ejercicio fisico modifican la microbiota
intestinal, influenciando asi el eje intestino-cerebro y con ello el comportamiento,
pudiendo producir trastornos como ansiedad y depresion (Luna y Foster 2015). Una
prueba aleatoria desmostré que en mujeres que habian recibido un suplemento con
bifidobacterias, se producian cambios significativos en el rendimiento laboral y la
actividad de las regiones cerebrales importantes para el procesamiento de emociones
y sensaciones (Biedermann y Rogler 2015). Por otro lado, se ha visto que la
alimentacion a largo plazo con dieta rica en grasa aumenta el comportamiento ansioso
y depresivo en ratones, mientras que el tratamiento con probidticos puede reducir el
estrés crénico, inducido por una plasticidad cerebral anormal y una disminucién de la
neurogénesis (Luna y Foster 2015).

6. MANIPULACION DE LA MICROBIOTA

Hay una evidencia creciente de la implicacion de la microbiota en la salud y la
enfermedad intestinal. La modulacién de la microbiota intestinal ha ganado un
considerable interés como estrategia terapéutica para el tratamiento de diferentes
enfermedades.

Dentro de las técnicas de manipulacién de la microbiota hay una gran variedad de
opciones (Figura 4), tales como los cambios en la alimentaciéon (incluyendo el uso de
prebidticos), el uso de antimicrobianos, el uso de probidticos y el trasplante de
microbiota fecal (Walsh et al. 2014).
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Figura 4. Estrategias en la manipulacién de la microbiota
intestinal (Walsh et al. 2014)

6.1. Alimentacion

Los factores medioambientales, entre los que se incluye la dieta, juegan un papel muy
importante en la modificacién de la composicion de la microbiota intestinal. Gracias a
dicha implicacion, podemos llegar a la conclusién de que modificando la alimentacién,
se puede conseguir un beneficio potencial para la salud.

La cantidad, el tipo y el equilibrio de los principales componentes de la dieta, es decir,
proteinas, carbohidratos y grasas, tienen un gran impacto en la microbiota intestinal y
varia considerablemente en funcién de la geografia, disponibilidad de alimentos,
cultura y edad, entre otros (Walsh et al. 2014). Como mencionamos en el apartado
“4.5.1. Funcion metabdlica” de la microbiota intestinal, los acidos grasos de cadena
corta (AGCC), principalmente butirato, propionato y acetato, son los productos finales
de la degradacion de los hidratos de carbono y proteinas por los microbios intestinales.
Los AGCC abarcan una amplia gama de efectos fisioldgicos en el huésped, siendo el
mas importante, su oxidaciéon por las células de la mucosa para proporcionar energia.

Durante los ultimos anos se han realizado numerosos estudios sobre la influencia de la
alimentacion en la composicidn de la microbiota intestinal (Tabla 5).
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Tabla 5. Influencia de la alimentacidn en la microbiota intestinal

Dieta

Rica en polisacaridos
derivados de las plantas

Omnivora en comparacion
con vegetariana y lacto-
vegetariana

Rica en grasas e hidratos de
carbono simples, “dieta

IM

occidenta

Ingesta reducida de hidratos
de carbono

Productos de origen
animal. Alto contenido en
proteinas y grasas animales

Pobre en frutas, verduras y
pescado

Variedad reducida debido a
cuidados de larga duracion

Cambio de una dieta
vegetariana a una dieta
normal

Efecto sobre la microbiota

Aumento de Bacteroidetes,
disminucion de Firmicutes
Asociacidn con enterotipo rico
en Prevotella y Xylanibacter

Aumento
de Clostridium clusters IV y
XIVa

Aumento de Firmicutes,
disminucién de Bacteroidetes

Disminucion
de Bifidobacterium, Roseburia
spp. y Eubacterium rectale

Aumento de diversidad y
bacterias tolerantes a la bilis,
incluyendo Bacteroides.
Disminucién de

Firmicutes. Asociacién con
enterotipo rico en Bacteroides

Reduccion de la riqueza en
genes microbianos

Aumento de Bacteroidetes y
reduccion de la diversidad total

Disminucion de Prevotella,
aumento de Bacteroides

Adaptado de: Walsh et al. 2014
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Efecto sobre la persona

Transito intestinal mds
rapido en comparacién con
dieta rica en proteinas y
grasas animales

No reportado

Obesidad inducida por
dieta. El posterior
trasplante de la microbiota
de obesos a ratones libres
de gérmenes aumenta la
adiposidad

No reportado

Disminucidn de peso
independiente de las
calorias consumidas

Aumento de la resistencia a
la insulina, los niveles de
triglicéridos en suero en
ayunas, el colesterol LDLy
la inflamacion

Aumento de la fragilidad y
disminucion de la salud

No reportado



Uno de los estudios fue realizado con niflos de Burkina Faso, alimentados a base de
una dieta rica en vegetales y pobre en grasas y proteinas animales. Se observd un
aumento de Bacteroidetes en relacion con una disminucion de Firmicutes, ademas de
una gran cantidad de Prevotella y Xylanibacter, en comparacién con nifios Europeos
con una dieta variada. El género Xylanibacter (ausente en los niflos europeos) contiene
genes para la hidrdlisis de xilano y celulosa, planteando la hipdtesis de que los nifios de
Burkina Faso, tienen una microbiota intestinal especifica que les ayuda a aumentar la
energia extraida de fibra dietética, ademas de conferirles protecciéon contra la
inflamacién y las enfermedades del colon no infecciosas (De Filippo et al. 2010).

Otro estudio, investigd el efecto de dieta compuesta exclusivamente por productos de
origen animal en la microbiota intestinal, demostrando que produce un aumento del
numero de bacterias tolerantes a la bilis y una disminucién del nimero de Firmicutes
(contribuyentes a la degradacién de los polisacaridos de las plantas) (Walsh et al.
2014).

Por otro lado, un estudio publicado recientemente observé que la cantidad de calorias
consumidas también influyen en la composicidn microbiana, es decir, la microbiota no
solo se afecta por la cantidad de grasa de la dieta, sino también por el nimero de
calorias consumidas. Este estudio también demostré que los ratones con una
alimentacion baja en grasa unida a una restriccion de calorias, envejecian mas
saludables y tenian una mayor esperanza de vida (Walsh et al. 2014).

6.1.1. Prebidticos

Otro aspecto a destacar es el uso de prebidticos, compuestos de hidratos de carbono
presentes en la dieta, no digeribles, que estimulan el crecimiento o la actividad de los
microorganismos autdctonos, resultando en un beneficio para la salud. La mayoria son
oligo o polisacédridos de fructosa o de galactosa, y su objetivo principal es favorecer el
desarrollo de bifidobacterias, capaces de degradar glucidos complejos, con lo que se
inhibe el desarrollo de microorganismos foraneos y se contribuye a la recolonizacion
de la mucosa, por ejemplo, tras un tratamiento con antibiéticos (Sudrez 2013). Ademas
se utilizan como agentes laxantes, debido a su capacidad de aumentar el peristaltismo,
y en la prevencién y tratamiento de la encefalopatia hepatica (Walsh et al. 2014). Este
ultimo efecto se debe a que la fermentacién de los prebidticos genera acidos grasos
gue neutralizan los grupos amonio generados por la desaminacion de diversos
nutrientes, como los aminoacidos (Suarez 2013).
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6.2. Antimicrobianos

La manipulacién de la microbiota intestinal mediante el uso de antimicrobianos se estd
convirtiendo es una estrategia terapéutica atractiva. El éxito de estas terapias depende
del espectro de cada antimicrobiano, pero hay que tener en cuenta que aquellos con
amplio espectro pueden producir consecuencias indeseables como la progresién de
resistencias, un grave problema sanitario presente actualmente (Walsh et al. 2014).

El efecto de un antibiético en la microbiota intestinal estd influenciado por varios
factores, incluyendo su efecto antimicrobiano (bactericida o bacteriostatico), su
mecanismo de accidn, la distribucién de genes de resistencia a antibidticos en la
poblacion y la estructura de la microbiota (Pérez-Cobas et al. 2013). Debido a los
efectos indeseables de los antibidticos de amplio espectro sobre la microbiota
intestinal, se puede deducir el beneficio conseguido al utilizar antibidticos de espectro
reducido.

La microbiota intestinal tiene la capacidad de producir bacteriocinas, péptidos
antimicrobianos sintetizados en el ribosoma de ciertas bacterias, capaces de producir
una respuesta inmune (Guinane y Cotter 2013). Las bacteriocinas, al tener un espectro
reducido, se emplean para inhibir el crecimiento de bacterias similares, obteniendo
una baja toxicidad y alta potencia (Walsh et al. 2014). Ademas tienen la ventaja de
producir el efecto in situ, evitandose asi la degradacién a lo largo del tracto Gl y la
necesidad de ser encapsulado. Se ha demostrado que la bacteriocinas son utiles en el
control de patdgenos Gl in vivo, incluyendo Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni y C. difficile (Guinane y Cotter 2013), y en el control del
metabolismo (Tabla 6) (Walsh et al. 2014).

En la Tabla 6, podemos ver varios ejemplos de la manipulacién microbiana con
antimicrobianos para el control de microorganismos patdgenos y el control del
metabolismo del huésped. El uso de la bacteriocina thuricin CD de espectro reducido
inhibe el crecimiento de Clostridium difficile exclusivamente, lo que proporciona un
claro beneficio en comparacién con antibiéticos de amplio espectro (Walsh et al.
2014). Una bacteriocina que también ha demostrado beneficio sobre la microbiota
intestinal es la Abp118, producida por Lactobacillus salivarius UCC 118, que protege de
la infeccion por Listeria monocytogenes y tiene efectos en el metabolismo, reduciendo
el peso corporal.
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Tabla 6. Manipulaciéon de

la microbiota

intestinal

antimicrobianos y efectos sobre el huésped

ANTIMICROBIANO

Thuricin CD (bacteriocina)

Abp118 (bacteriocina)

Vancomicina

Penicilina y/o Vancomicina o
clortetraciclina (sub-
terapéutico)

Mezcla de 5 cepas
probidticas

Lactobacillus gasseri SBT2055

EFECTO SOBRE LA
MICROBIOTA

Elimina C. difficile sin alterar
la composicién microbiana
total

Protege de la infecciéon por
Listeria monocytogenes.
Aumenta Bacteroidetes y
Proteobacteria, disminuye
Actinobacteria

Disminucién de Firmicutes y
Bacteroidetes, aumento de
Proteobacteria

Aumento de Firmicutes
(Lachnospiraceae) en relacion
con Bacteroidetes

Reduccion de Salmonella
Typhimurium entérica en
cerdos

No examinado

Adaptado de: Walsh et al. 2014

mediante el

uso de diferentes

EFECTO SOBRE LE HUESPED

No examinado

Reduce la ganancia de peso
en los cerdos temporalmente

Reduce la ganancia de peso,
los niveles de glucosa en
ayuno, el TNFa y los TAGS en
plasma en ratones con
obesidad inducida por la
dieta

Aumento de la densidad
mineral dsea y la adiposidad
en ratones

Reduccién de la incidencia,
gravedad y duracion de la
diarrea en cerdos y aumento
de peso

Disminucidn de la adiposidad
abdominal, peso corporal,
IMC, circunferencia de la
cadera, niveles de TAGs, y
reduccion de la expresidn de
genes relacionados con la
lipogénesis y pro-
inflamatorios

Otro antimicrobiano con efectos sobre la microbiota y el metabolismo es la
vancomicina oral (Tabla 6). Un estudio observé que la suplementacion de una dieta
rica en grasa con vancomicina producia una disminucién significativa de Firmicutes y
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Bacteroidetes, un aumento de Proteobacteria y una disminucion marcada en el
aumento de peso, la glucemia en ayunas, el TNFa en plasma y los triglicéridos, en
comparacion con controles con obesidad inducida por la dieta (Walsh etal. 2014)
(Guinane y Cotter 2013).

6.3. Probidticos

Los probiodticos han sido definidos por la OMS como microorganismos vivos que
cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud
del huésped. Cada vez estd mds extendido el uso de probidticos para modular la
microbiota intestinal. En la practica pertenecen fundamentalmente a dos grupos
microbianos: lactobacilos y bifidobacterias, probablemente los Unicos inocuos bajo
cualquier circunstancia (Sudrez 2013).

Los simbidticos son mezclas de probidticos y prebidticos que generan una accion
saludable sinérgica (Sudrez 2013).

6.3.1. Condiciones para su uso. Funciones

Los probidticos requieren una serie de condiciones para poder ejercer su efecto
beneficioso: adaptacion a las condiciones del tracto Gl, buena adherencia al epitelio,
generacion de sustancias antimicrobianas, ausencia de resistencias a antibidticos
transmisibles, y sobre todo, ensayos clinicos que certifiquen sus buenas propiedades
(Suarez 2013). En cuanto a sus funciones, se clasifican en tres niveles segun la
localizacion y método (Walsh et al. 2014):

- Interferencia con el crecimiento o supervivencia de los microorganismos
patdgenos de la luz intestinal

- Aumento de la funcién de la barrera mucosa o el sistema inmune de la mucosa

- Influencia mas alla del intestino: sistema inmune sistémico y otros érganos.

Por ejemplo, un estudio revelé que los ratones con obesidad inducida por la dieta,
tratados con Lactobacillus curvatus HY7601 vy Lactobacillus plantarum KY1032
sufrieron cambios como la disminucion de ganancia de peso y acumulacién de grasa,
disminucion de insulina plasmatica, leptina, colesterol total y biomarcadores de
toxicidad hepatica, en comparacién con aquellos tratados con placebo. Otro estudio
demostrd que el tratamiento con probidticos puede prevenir y tratar la obesidad y la
diabetes a través de la modulacién de la microbiota. Se observé un aumento del
numero de bacterias productoras de butirato, relacionado con un aumento de la
secrecion de la hormona reductora del hambre GLP-1 (péptido similar al glucagén,

39



estimula la secrecién de insulina), asi como la regulacién positiva de genes implicados
en la sintesis y excrecion de GLP-1 (Walsh et al. 2014).

6.3.2. Beneficios

El uso de probidticos para restaurar la microbiota intestinal, ha dado resultados
prometedores en el tratamiento de enfermedades como CU, obesidad, infeccion por C.
difficile, SIl y alergias, entre otras (Guinane y Cotter 2013). Los probidticos
proporcionan multiples beneficios en el tracto Gl (Sudrez 2013):

- Disminucién de sintomas Gl: un ejemplo tipico es la resolucion de Ia
intolerancia a la lactosa con el uso de lactobacilos, que la degradan e impiden
que llegue sin digerir al intestino grueso, y con ello que aparezcan los sintomas
caracteristicos de flatulencia, distensién abdominal y diarrea, entre otros.

- Reposicién de la microbiota: reversién de la diarrea causada por el tratamiento
con antibidticos o por rotavirus en nifios. El organismo probiético recubre la
mucosa que habia quedado desierta constituyendo una solucién de emergencia
gue atenua los sintomas vy facilita la recolonizacién.

- Otros: tratamiento de enterocolitis necrotizante, tipica de nifios prematuros, Ell
y colitis pseudomembranosa.

6.4. Trasplante de microbiota fecal (TMF)

El TMF es un tratamiento para restaurar la composicion microbiana normal del
intestino mediante la introduccidon de microbiota fecal obtenida de un donante sano
en el tracto gastrointestinal de un individuo enfermo (Matsuoka et al. 2014).

6.4.1. Metodologia

A pesar del aumento de la aplicacion del TMF, no hay un protocolo estandarizado y
todavia se considera prematuro en cuanto a mecanismo de accién y consecuencias
(Konturek et al. 2015). La eficacia del procedimiento varia segin multiples factores
como la seleccién del donante, la preparacion del material fecal, la preparacién del
receptor y la ruta de administracién, entre otros (Matsuoka et al. 2014).
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Tabla 7. Metodologia del trasplante de microbiota fecal.

METODOLOGIA DEL TRASPLANTE DE MICROBIOTA FECAL

Seleccién del donante | Cényuge, familiar, amigo o voluntarios sanos

Preparacion de las o
h Frescas o preservadas. Individuales o agrupadas
eces

» Con o sin preparacién intestinal, inhibidores bomba de protones, y
Preparacion

antibidticos
Ruta de Nasogastrica, esofagogastroduodenoscopia, colonoscopia, enema
administracion rectal

indicaci Infeccién por C.difficile, Colitis ulcerosa, enf. Crohn, Sll, diabetes
ndicaciones . . . .
mellitus, trastornos autoinmunes, enf. Cardiovasculares, alergia

Adaptado de: Matsuoka et al. 2014

Selecciéon del donante. El primer paso incluido en el proceso es la seleccion del

donante de heces. Cada donante debe ser estudiado en profundidad, ya que el mayor
factor de riesgo es la transmisiéon de agentes infecciosos. Se requiere informacion
sobre enfermedades infecciosas actuales o pasadas, viajes, habitos sexuales, habitos
de defecacion, terapias antibidticas recientes (criterio de exclusion), uso de
medicamentos inmunosupresores y exposicion a VIH o hepatitis, ademas de historia de
enfermedades inflamatorias, autoinmunes, alérgicas, metabdlicas o malignas
(Konturek et al. 2015). Ademas se requiere un analisis de sangre y heces para excluir
posibles enfermedades transmisibles (Matsuoka et al. 2014).

Habitualmente se seleccionan como donantes personas cercanas al paciente o
voluntarios sanos (Tabla 7). Sin embargo, se ha visto una mayor eficacia del
tratamiento utilizando donantes voluntarios sanos, ya que producen modificaciones
mas significativas al no compartir aspectos ambientales o genéticos con el paciente vy,
ademads, proporcionan mayor flexibilidad en la eleccion (Matsuoka etal. 2014).
Ademas se ha visto que el TMF directo de familiares o conocidos tiene una mayor
incidencia de infecciones viricas que el de donantes voluntarios sanos (Weil y
Hohmann 2015).

Una aplicacidn interesante del TMF es el uso de comunidades microbianas sintéticas,
qgue tienen la ventaja de que son controladas, asegurando la ausencia de virus vy
patégenos, y son reproducibles (Walsh et al. 2014).
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Preparacion de la muestra. Habitualmente las heces se recogen el dia del trasplante y

se conservan en agua o solucién salina (Tabla 7). Se homogenizan y se filtran para
obtener una suspensién liquida (Gupta, Allen-Vercoe, y Petrof 2016) (Matsuoka et al.
2014). La cantidad efectiva de heces requeridas es entre 50-100 g, en preparacion
fresca o congelada (Konturek et al. 2015).

Ruta de administracién. El material obtenido puede ser introducido en el tracto

gastrointestinal del receptor por diferentes rutas: via nasogdstrica, via nasoyeyunal,
esofagogastroduodenoscopia, colonoscopia o enema rectal (Tabla 7) (Gupta, Allen-
Vercoe, y Petrof 2016). La eleccion de la via de administracién dependerd del tipo de
enfermedad y la region anatdmica afectada (Matsuoka et al. 2014).

- Colonoscopia: es el método mas utilizado, el preferido por los pacientes y
posiblemente el de mayor eficacia, ademas permite la evaluacién directa del
intestino para descartar otras patologias. La desventaja es el alto coste, la
necesidad de sedacién y los riesgos de complicaciones.

- Via nasogastrica / nasoyeyunal: es minimamente invasiva y muy barata, pero
tiene la desventaja de que aumenta el riesgo de aspiracién y vomitos.

- Gastroscopia y enteroscopia: no tienen riesgo de aspiracién y vomitos, pero son
métodos invasivos, requieren sedacién y se asocian con altos costes.

- Heces en capsulas: no es invasivo, y minimiza los riesgos y costes de la
endoscopia. La efectividad necesita ser demostrada en futuros estudios
(Konturek et al. 2015).

Preparacion del receptor. Depende de la ruta de administracién utilizada (Tabla 7). Si

se realiza mediante colonoscopia, el receptor del trasplante toma previamente
antibidticos para eliminar las bacterias pre-existentes y asi permitir que la microbiota
del donante colonice el intestino con efectividad. Si el método utilizado es la sonda
nasogastrica es necesaria la administracion de inhibidores de la bomba de protones,
para aumentar la supervivencia de las bacterias trasplantadas. Ademas se requiere
loperamida para retener la solucion fecal en el intestino (Matsuoka et al. 2014).

6.4.2. Aplicaciones

La primera aplicaciéon terapéutica del TMF se produjo en 1958 para una colitis
pseudomembranosa (Matsuoka etal. 2014). Es un método muy efectivo en el
tratamiento de la infeccion por C. difficile refractaria y previene en un 90% las
recurrencias (Konturek etal. 2015). Ademas el TMF parece ser una terapia
prometedora en pacientes con Ell, Sll, obesidad y sindrome metabdlico, enfermedades
cardiovasculares, purpura trombocitopénica idiopatica e incluso esclerosis multiple
(Tabla 7) (Walsh et al. 2014).
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Infeccidn por Clostridium difficile. Es una enfermedad que muestra un cardcter

recurrente, y el desarrollo de recurrencias aumenta la resistencia a los antibidticos. La
terapia inicial se basa en antibidticos como metronidazol o vancomicina, pero falla en
un 19-30% de los casos. Recientemente se ha introducido un nuevo antibidtico, la
fidaxomicina, que ha demostrado una mayor efectividad frente a vancomicina en las
recurrencias. A pesar de este avance, la efectividad de la terapia antibiética después de
un episodio refractario disminuye dramaticamente, por lo que es necesaria otra
modalidad de tratamiento (Konturek et al. 2015).

Clostridium difficile crece en el colon cuando hay una disminucién de la diversidad
debido al tratamiento con antibidticos, por lo tanto, el TMF, cuya finalidad es reponer
esa diversidad y restaurar la homeostasis intestinal, es un tratamiento ideal, con un
éxito del 90% (Matsuoka et al. 2014). El TMF debe ser considerado para el tratamiento
de ICD recurrente, cuando no responde a la terapia antibiética convencional o cuando
hay una alta comorbilidad y hospitalizacion. Para el tratamiento de la ICD moderada,
estd indicado cuando no hay respuesta a la terapia convencional tras 1 semana y para
el tratamiento de la ICD severa, esta indicado cuando no hay una respuesta tras 48
horas de terapia antibiética a dosis plenas. La guia de tratamiento de C. difficile del
American College of Gastroenterology también se plantea el uso de TMF como terapia
alternativa para la ICD recurrente que no responde a vancomicina en régimen con
reduccién gradual/pulsos (Gupta, Allen-Vercoe, y Petrof 2016).

En un ensayo clinico aleatorizado se vio que la introduccién de heces de donante en el
duodeno de pacientes con ICD recurrente tenia una tasa de curacidon del 81%, en
comparacion con un 31% en pacientes tratados con vancomicina oral. (Gupta, Allen-
Vercoe, y Petrof 2016). Un estudio demostré que sélo 1 de cada 16 pacientes tratados
sufre una recurrencia de la colitis durante los 90 dias siguientes al tratamiento con
TMF (Walsh etal. 2014). Otro estudio compard la microbiota de pacientes con
infeccion por C. difficile antes y después del trasplante de microbiota fecal y encontré
gue antes del procedimiento tenia una deficiencia de Bacteroidetes y Firmicutes pero
14 dias después del trasplante la microbiota habia cambiado a una muy similar a la del
donante, dominada por Bacteroides spp (Walsh et al. 2014).

Enfermedad inflamatoria intestinal. La indicacion del TMF en la Ell se basa en la

respuesta inmune patoldgica a las bacterias y/o la presencia de bacterias patdgenas
gue describen la enfermedad (Konturek et al. 2015). El TMF ha demostrado restaurar
la disbiosis microbiana de los pacientes con Ell, caracterizada por una reduccion de la
diversidad y del numero de bacterias (Matsuoka et al. 2014). Todavia hay muchas
cuestiones abiertas acerca del papel del TMF en el manejo del Sll, como la ruta de
administracion, la frecuencia de aplicacién, el screening del donante, la preparacién de
las heces, la administracion de antibidticos, etc (Konturek et al. 2015).
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El meta-andlisis realizado por Colman et al. (Colman, Ruben J, 2014) reveld que el 45%
de los pacientes conseguian una remision clinica y reducian el consumo de
medicamentos antiinflamatorios tras el trasplante. En un ensayo aleatorizado reciente
se ha visto que con el tratamiento de la colitis ulcerosa mediante TMF via nasoyeyunal
se conseguia la remisién de un 30,4% de pacientes tratados con material fecal, frente a
un 20% de pacientes tratados con placebo, aunque los resultados no son
estadisticamente significativos (Konturek et al. 2015). Y respecto a la enfermedad de
Crohn (EC), la informacion sobre la eficacia del TMF es limitada y solo se han reportado
dos casos de éxito (Matsuoka et al. 2014).

Enfermedades metabdlicas. Estudios preliminares han indicado que el trasplante de

microbiota fecal podria tener un efecto beneficioso en la prevencién y tratamiento de
enfermedades metabodlicas (Konturek etal. 2015). Recientemente, un estudio ha
encontrado que la transmision de heces desde personas delgadas a obesas aumenta la
sensibilidad a la insulina, la diversidad de la microbiota intestinal y las bacterias
productoras de butirato (agente activador de la gluconeogénesis) (Gupta, Allen-
Vercoe, y Petrof 2016).

Trastornos gastrointestinales funcionales. Se caracterizan por la presencia de sintomas

gastrointestinales con ausencia de anormalidades anatémicas o bioquimicas, y parece
que el TMF podria tener un efecto terapéutico en su tratamiento pero todavia queda
mucho por estudiar para demostrar la eficacia. En un estudio clinico con 45 pacientes
con estrefiimiento crénico a los que se administr6 TMF, mediante colonoscopia y un
posterior enema de retencién, se observd una remisidon inmediata de los sintomas en
el 89% de los pacientes (Gupta, Allen-Vercoe, y Petrof 2016). Otro estudio administrd
el TMF en 13 pacientes con Sl via esofagogastroduodenoscopia y encontré una
remision en el 70% de los pacientes a los 6-18 meses (Gupta, Allen-Vercoe, y Petrof
2016).

6.4.3. Efectos adversos

El TMF se considera un tratamiento seguro y bien tolerado. Los efectos secundarios
mas comunes son la diarrea transitoria, los célicos abdominales y el estrefiimiento.
Ademas se incluye el riesgo de infeccidon aguda, reacciones alérgicas y la transmision
potencial de bacterias que aumentan la predisposicion a enfermedades crénicas como
Ell, Sll, cancer colorrectal, DMII o sindrome metabdlico. El evento adverso que mas
preocupa es la transmisién de agentes infecciosos, por esa razén, los donantes de
heces deben ser confirmados negativamente para patdgenos entéricos (Yersinia,
Salmonella, Shigella, Campylobacter jejuni, toxina de Clostridium difficile, E. coli
enteropatogeno, helmintos y parasitos) y virus (hepatitis A, By C, VIH-1y 2) (Matsuoka
et al. 2014).
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Un reciente estudio ha observado el aumento de peso tras el TMF, demostrando la
transferencia del fenotipo metabdlico mediante la microbiota. Ademas algunos
pacientes con Ell tuvieron fiebre o bacteriemia por E. coli después del trasplante
(Konturek et al. 2015).
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