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1. RESUMEN DEL TRABAJO

Introduccion: El cancer colorrectal (CCR) es un problema de salud creciente en
Espafia, especialmente en la poblacién joven. La influencia de factores

genéticos y ambientales en su desarrollo es compleja.

El colon y el recto albergan una gran cantidad de microorganismos que
interactian con el cuerpo. Cambios en esta microbiota se han relacionado con
enfermedades intestinales y el CCR. Lesiones colorrectales presentan
configuraciones microbianas especificas, con bacterias carcinogénicas como

Fusobacterium nucleatum.

El estudio de la microbiota intestinal es esencial para comprender su influencia
en la carcinogénesis y el CCR, con la esperanza de identificar biomarcadores y
personalizar terapias. No obstante, la alta variabilidad entre individuos, la
disponibilidad heterogénea de técnicas de secuenciacion y analisis, y la

dificultad en establecer relaciones de causa y efecto son desafios significativos.

Este trabajo aborda aspectos cruciales en la planificacion de estudios de
microbiota intestinal en el contexto del CCR para garantizar la validez y

relevancia de los hallazgos obtenidos

Métodos: Este estudio consiste en una revision bibliografica realizada en la
base de datos PubMed. Primero, se seleccionaron palabras clave en espafol,
como microbiota, cancer de colon, muestras, metodologia y guias. Luego, a
partir de las palabras claves y a través del portal de DeCs se identificaron los
siguientes descriptores en inglés: Microbiota, Gastrointestinal Microbiome,

Colonic Neoplasms y Methodology.

Se construyeron dos ecuaciones de busqueda utilizando operadores booleanos
y descriptores MeSH. La primera ecuacion buscé articulos relacionados con
microbiota y cancer colorrectal, y la segunda se centré en guias para estudios
del microbioma. Se aplicaron filtros para limitar los resultados a los ultimos
cinco afos y estudios en humanos. Ademas, se revisaron los articulos
referenciados en los trabajos seleccionados y se incluy6 bibliografia adicional

segun el criterio del autor.
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Conclusiones: La microbiota intestinal desempefia un papel crucial en el

desarrollo del cancer colorrectal, ya que desequilibrios en la misma pueden
desencadenar procesos inflamatorios y contribuir a esta enfermedad. El estudio
de la microbiota en cancer colorrectal es complejo y carece de
estandarizaciones. Se deben de seguir metodologias rigurosas y documentar
cada paso de la investigacion para poder elaborar estudios reproducibles y con

informacion de calidad.

Palabras clave: Microbiota, cancer de colon, neoplasias de recto, cancer

colorrectal, muestras, metodologia, guias.
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2. ABSTRACT

Title: Analysis of Intestinal Microbiota in Colorectal Cancer. Methodology,

Analysis, and Key Study Considerations."

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is a growing health concern in Spain,
especially among the younger population. The influence of genetic and
environmental factors on its development is complex. The colon and rectum
host a large number of microorganisms that interact with the body. Changes in
this microbiota have been associated with intestinal diseases and CRC.
Colorectal lesions exhibit specific microbial configurations, including

carcinogenic bacteria such as Fusobacterium nucleatum.

Studying intestinal microbiota is essential to comprehend its role in
carcinogenesis and CRC, with the hope of identifying biomarkers and
personalizing therapies. However, significant challenges exist, including high
variability among individuals, heterogeneous availability of sequencing and
analytical techniques, and difficulties in establishing cause-and-effect

relationships.

This work addresses critical aspects in the planning of intestinal microbiota
studies in the context of CRC to ensure the validity and relevance of the

findings.

Methods: This study involves a literature review conducted in the PubMed
database. Initially, Spanish keywords were selected, such as microbiota, colon
cancer, samples, methodology, and guidelines. Then, English descriptors
including Microbiota, Gastrointestinal Microbiome, Colonic Neoplasms, and

Methodology were identified using the DeCS portal.

Two search equations were constructed using Boolean operators and MeSH
descriptors. The first equation searched for articles related to microbiota and
colorectal cancer, while the second focused on guidelines for microbiome
studies. Filters were applied to limit the results to the past five years and human

studies. Additional bibliography was included at the author's discretion.
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Conclusions: Intestinal microbiota plays a crucial role in the development of
colorectal cancer, as imbalances in it can trigger inflammatory processes and
contribute to the disease. Studying microbiota in colorectal cancer is complex
and lacks standardization. Rigorous methodologies should be followed, and
each step of the research should be documented to create reproducible studies

with high-quality information.

Keywords: Microbiota, colon cancer, rectal neoplasms, colorectal cancer,

samples, methodology, guidelines.
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3. INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) es el cancer mas frecuente en Espafia, teniendo en
cuenta los casos en ambos sexos, y el segundo en mortalidad, después del
cancer de pulmén. Durante el afio 2023 se estima que en Espafia se

diagnosticaran 42.721 casos nuevos de cancer colorrectal. (1)

Su incidencia ha aumentado significativamente en los dltimos afios,
especialmente en la poblacién joven menor de 50 afios. En Espafia, la tasa de
incidencia se sitia por encima de la media europea, siendo Catalufia la
comunidad autbnoma con mayor incidencia de CCR. Esta tendencia no solo
afecta la esperanza y calidad de vida de los pacientes y familiares, sino que
también ejerce una presion significativa sobre los recursos del sistema de salud
y la economia en general. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima
gue en el aflo 2030 su incidencia podria incrementarse un 77%. Por este
motivo la identificacion de factores de riesgo, la prevencion y la investigacion

de nuevas terapias efectivas son de esenciales en salud publica. (1,2)

El CCR es una enfermedad multifactorial cuya etiologia es altamente compleja
e involucra factores genéticos y ambientales. Los CCR hereditarios representan
solamente el 13-30%. El porcentaje restante se atribuye a causas esporadicas.
El exposoma: la dieta, el tabaquismo, la obesidad, la diabetes, el consumo
excesivo de alcohol, el ejercicio fisico y las exposiciones ambientales a lo largo
de la vida desempefian un papel esencial en la aparicion de los CCR

esporadicos. (3)

Entre los factores ambientales, se ha reconocido cada vez mas el papel de los
microorganismos en la biologia del cancer. En 2018 aproximadamente un 13%
de los nuevos diagndsticos de cancer se atribuyeron a agentes infecciosos,
incluyendo la gran mayoria de los canceres gastricos (Helicobacter pylori), los
hepatocarcinomas (virus de la Hepatitis B y C) y los canceres de cérvix uterino
(Virus del Papiloma Humano). Actualmente existe abundante bibliografia sobre
los mecanismos oncogénicos de agentes infecciosos especificos. En los
ultimos afios nuevas lineas de investigacion se estan centrando en analizar el

papel de la microbiota humana en la etiopatogenia tumoral. (4)

7
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El colon y el recto albergan aproximadamente 3x10'°® de bacterias que
interactian constantemente con nuestro organismo. Estos microorganismos
son importantes para la fisiologia gastrointestinal, la obtencion de energia, la
regulacion y maduracién del sistema inmunoldgico. La presencia de
determinadas bacterias y los cambios en dicho microbioma pueden alterar el
equilibrio del epitelio intestinal y por este mecanismo desencadenar finalmente
enfermedades intestinales y extraintestinales. La microbiota ha emergido como

un factor ambiental crucial en la carcinogénesis del cancer colorrectal.

Determinadas lesiones colorrectales presentan una configuracion de
microorganismos especifica en comparacién con la mucosa sana. Se ha
relacionado la presencia de bacterias carcinogénicas como Fusobacterium
nucleatum, Bacteroides fragilis y Escherichia coli junto con la deplecion de
bacterias propias del epitelio intestinal sano (género Lactobacillus, Bacteroides,
o Bifidobacterium) en dichas lesiones. (5,6,7,8,9,10,11)

La investigacion de microbiota intestinal y su papel en el desarrollo de cancer
colorrectal son necesarios para explorar su influencia en la carcinogénesis y el
desarrollo de la enfermedad. Esperando, algun dia, poder identificar
biomarcadores especificos de microbiota, mejorar la deteccién temprana de le
enfermedad y el diagndstico y poder avanzar en la personalizacion de las

terapias.

Sin embargo, el estudio de la microbiota intestinal es complejo y contempla
multiples limitaciones debido a la alta variabilidad interindividual, dificultando la

identificacion de patrones consistentes.

Para identificar y cuantificar las especies microbianas es necesario el uso de
técnicas adecuadas de secuenciacién y andlisis de datos. Dichas técnicas no
estan homogéneamente disponibles en los laboratorios, dado limitaciones de

infraestructura y recursos econémicos.

Ademas, establecer relaciones de causa y efecto entre la presencia de
microorganismos Yy el desarrollo del cancer colorrectal es un desafio debido a
que la presencia de un microorganismo puede ser tanto una consecuencia

como un factor contribuyente al cancer.
8
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Factores como el proceso de toma de muestras (heces, biopsias o tejido
tumoral) y el momento de recoleccion de estas tienen un impacto significativo
en los resultados. A la hora de recogerlas, es importante contemplar otros
factores como la dieta, el uso de antibiéticos, la edad, el género, entre otros, ya

gue estos pueden influir en la composicién de la microbiota que se analizara.

Por estos motivos, el presente trabajo pretende abordar los aspectos cruciales
a la hora de plantear un estudio de microbiota intestinal en el contexto del
cancer colorrectal, con el objetivo de garantizar la validez y relevancia de los

hallazgos obtenidos.



4. OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo realizar una revision exhaustiva en la
literatura con el objetivo de identificar y analizar de manera detallada la
metodologia, el andlisis y las consideraciones clave que deben ser
considerados para estudiar la microbiota intestinal en el contexto del cancer

colorrectal.
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5. METODOLOGIA

El presente estudio es una busqueda bibliografica. Esta se ha realizado a
través de la base de datos PubMed. Para ello, en primer lugar, se han
seleccionado las siguientes palabras claves en espafiol: microbiota, cancer de

colon, colorrectal, cancer de recto, muestras, metodologia, guias.

A continuacion, a través del portal Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS)
y a partir de las palabras claves anteriores se han seleccionado los
descriptores en inglés para cada una de las palabras claves relacionadas con
el objetivo de la investigacion. Los descriptores seccionados han sido los

siguientes:
A partir han seleccionado los siguientes descriptores de la salud:

o Microbiota:
Espafiol - microbioma, microbiota intestinal, interacciones huésped-
microorganismo.
Inglés -> Microbiota, Gastrointestinal Microbiome, Host Microbial
Interactions

o Cancer de colon, neoplasias de recto y cancer colorrectal:
Espafiol -> cancer, neoplasias del colon, neoplasias del recto,
neoplasias colorrectales
Inglés - Colonic Neoplasms, Rectal Neoplasms , Colorectal Neoplasms.

o Muestras:
Espafiol > manejo de muestras, extraccion de muestras sanguineas
Inglés > Specimen Handling, Samples Preservation, Blood Specimen
Collection

o Metodologia:
Espafiol > /métodos, metodologia,
Inglés > /method, Methodology

o Guias:

Espafiol = guias de préctica clinica

Inglés - Practice Guidelines
A continuacion, se han introducido los siguientes descriptores en inglés en el
portal MeSH (Medical Subject Headings), donde se han elaborado dos
ecuaciones de busqueda utilizando los distintos operadores booleanos (AND,

OR, NOT).
11
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La primera ecuacion de busqueda que se ha introducido en la base de datos

PubMed a través de los MeSH ha sido la siguiente:

("Microbiota"[Mesh] OR "Gastrointestinal Microbiome"[Mesh] OR "Host
Microbial Interactions”"[Mesh]) AND ("Colonic Neoplasms"[Mesh] OR "Rectal
Neoplasms"[Mesh] OR "Colorectal Neoplasms"[Mesh] OR “Specimen
Handling"[Mesh] OR “Blood Specimen Collection"[Mesh] OR "Methods"[Mesh]
OR "methods" [Subheading] OR "Data Collection"[Mesh] OR "Research
Design“[Mesh] OR "Surveys and Questionnaires"[Mesh] OR "Practice
Guidelines as Topic"[Mesh] OR "Practice Guideline" [Publication Type])

En segundo lugar, se ha utilizado la siguiente ecuacién de busqueda sencilla
“guidelines AND microbiome AND cancer” que nos ha permitido acceder a la

guia STROMS de elaboracién de estudios en el microbioma. (12)

En ambos casos, se han seleccionado los filtros de busqueda: <5 afos,

especie; humana.

También se han seleccionado articulos referenciados en trabajos

seleccionados y bibliografia adicional seleccionada a criterio del autor.

12
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6. DESARROLLO

6.1 DISENO DE LOS ESTUDIOS

Los estudios de microbiota intestinal son complejos y se ven influenciados por
factores externos como el consumo de antibiéticos, el sexo, el indice de masa
corporal, la edad, el tipo de parto, la etnia, la localizacion geografica etc. Por
este motivo, y como en cualquier otro tipo de estudio bien disefiado, estos se

deben de registrar y equilibrar entre los grupos experimentales y los de control.

(2)

En caso de querer comparar las muestras de pacientes con las de individuos
sanos, es importante seleccionar una poblaciéon de control y otra de
intervencién. Poseer de una cohorte de participantes sanos y otra de pacientes
afectos de cancer colorrectal permitird detectar diferencias en la composicién
de la microbiota intestinal entre ambas cohortes. Otra manera de comparar los
resultados es utilizando la base de datos “The Human Microbiom Project
(HMP)”. Esta, actualmente, es la base de datos que contiene mas informacién

metagenodmica de individuos sanos. (11,13)

En el contexto del cancer colorrectal, pueden resultar mas interesantes los
estudios longitudinales en los que se analice la evolucion de la microbiota
intestinal lo largo del proceso oncoldgico. En estos disefios, se deben recoger
muestras antes, durante y posteriormente a cada linea de tratamiento.
Pudiéndose observar: cambios en presencia/ausencia de bacterias, en la
abundancia relativa y en la composicion. Observandose también la volatilidad
de las comunidades microbianas y su resiliencia. En estos casos, se puede
analizar la diversidad alfa (haciendo una comparacion intraindividual) o bien la

beta (comparacion interindividual de muestras pareadas). (14)

6.1.1 TAMANO MUESTRAL

El numero de muestras y de participantes necesario para un estudio de
microbioma depende del objetivo del estudio. Existe una herramienta llamada
"Evident” que ayuda en la estimacion del tamafio muestral requerido
basandose en el objetivo del estudio y en estudios previos similares. Sin

embargo, dado que no existe una forma estandarizada de establecer tamafnos
13
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muestrales y es posible que no existan estudios similares, puede ser necesario
llevar a cabo un estudio piloto para definir correctamente el tamafio muestral.
(15)

6.2 TECNICAS DE ANALISIS DE DATOS

El estudio de la microbiota intestinal en el contexto del cancer colorrectal
implica una variedad de técnicas de laboratorio para caracterizar y capturar la
composicion microbiana y juntamente con softwares informaticos poder
clasificar y analizar los resultados obtenidos. A continuacién, se indican las

técnicas mas empleadas.

6.2.1 SECUENCIACION ARNr 16S

La técnica de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en
inglés) de amplicones del gen ARN 16S, es una técnica ampliamente utilizada
para identificar filogenéticamente y cuantificar diferentes grupos de
microorganismos presentes en las muestras. Aunque la secuenciacion del gen
ARN 16S es util para la identificacion de géneros bacterianos, carece de
resolucion a nivel de cepa y no logra resolver la diversidad intraespecifica, a
diferencia de los enfoques metagendmicos y metatranscriptomicos. NoO
obstante, proporciona informacion sobre los géneros mas prevalentes, lo que
sirve como punto de partida para otros enfoques altamente sensibles, como los
estudios basados en PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) y los estudios
con metagendémica, los cuales permiten la secuenciacion del genoma completo,
analizar los genes y las funciones metabdlicas presentes en la comunidad
microbiana. Asi pues, aunque la secuenciacién “shotgun” brinda la informacion
mas completa sobre el conjunto de genes en la muestra, la gran cantidad de
datos generados requiere esfuerzos bioinforméaticos significativos en cuanto a
ensamblaje de secuencias, mapeo y andlisis. Por tanto, tanto la secuenciacion
de amplicones del gen ARN 16S, es el método mas utilizado para analizar la
composicion de la comunidad bacteriana, ya que ofrece rentabilidad, resolucién

suficiente y profundidad de secuenciacioén. (16,17)

La técnica ARNr 16S incluye tres etapas: a) amplificacion del gen a partir de la
muestra; b) determinacion de la secuencia de nucledtidos del amplicén, y c)
14
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analisis de la secuencia. La amplificacién del gen se realiza a partir de una
PCR. (16)

El gen ARN 16S es un gen presente en todas las bacterias, y su secuencia
varia de una especie a otra. Asi pues, se puede utilizar para identificar y
caracterizar las bacterias presentes en una muestra. Los cebadores son
secuencias especificas de ADN que se unen a regiones conservadas del gen
ARN 16S, lo que permite amplificar esas regiones en el laboratorio y

secuenciarlas para identificar las bacterias. (16,17)

La eleccion de los cebadores es crucial, ya que diferentes conjuntos de
cebadores pueden amplificar diferentes grupos de bacterias. Algunos

cebadores estan disefiados para amplificar un amplio rango de bacterias,
mientras que otros son mas especificos y amplificaran solo ciertos grupos. La
eleccion de los cebadores depende de los objetivos del estudio y del tipo
de bacterias que se quieren analizar. Actualmente existen plataformas
con cebadores codificados para la multiplexacion de las muestras.
Algunas plataformas son las siguientes: Roche 454 e lllumia, esta
codificacién, tiene la ventaja adicional de reducir posibilidad de que una
secuencia se asigne incorrectamente a la muestra equivocada. (13,16,
18,19)

Después de obtener y seleccionar el amplicon del gen ARNr 16S en la
técnica de PCR, se debe purificar el amplicon para eliminar los primers y
fragmentos de ADN no deseados utilizando kits de purificacion de ADN.
A continuaciéon, se mide la concentracién del amplicon purificado para

conocer la cantidad de material disponible para la secuenciacion. (16)

Luego, se procede a la preparacion de una "biblioteca" que contiene
fragmentos de ADN listos para la secuenciacion. Este paso involucra la
fragmentacién del amplicon, la adicion de adaptadores y la amplificacion
de la biblioteca. Una vez preparada la biblioteca, se lleva a cabo la
secuenciacion utilizando una plataforma de secuenciacion de nueva

generacion, como Illumina, Roche 454 o lon Torrent, siguiendo el
15
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protocolo de secuenciacion indicado en cada plataforma informatica.
(13,18,20)

Posteriormente, se realizan analisis bioinformaticos para identificar y
clasificar las secuencias de ARNr 16S. Esto implica asignar las
secuencias a taxones, como géneros 0 especies, y crear perfiles de
diversidad microbiana en la muestra. Finalmente, con los resultados del
analisis bioinformético, se obtiene informacion detallada sobre la

composicion de la microbiota presente en la muestra y su diversidad.

Es importante destacar que la secuenciacion del ARNr 16S es una
herramienta valiosa para estudiar la microbiota y la diversidad microbiana
en diversas muestras, desde muestras ambientales hasta muestras
clinicas. Los detalles especificos de estos pasos pueden variar segun la
plataforma de secuenciacion y los protocolos utilizados en el laboratorio,
motivo por el cual, a la hora de redactar un estudio, se debe detallar

todos los pasos y plataformas informaticas utilizadas.

6.2.2 METAGENOMICA “SHOTGUN"

La metagendmica implica la secuenciacién de todo el ADN presente en una
muestra de microbiota, no se limita a genes del ARNr. Esto no solo permite
identificar las especies microbianas, sino también analizar los genes y las

funciones metabdlicas presentes en la comunidad microbiana.

Aunque esta técnica genera una gran cantidad de datos que requieren analisis
bioinforméaticos avanzados, suponen un mayor coste que el 16S y los
resultados son mas dificil de interpretar debido a la cantidad de informacion.
Por este motivo, solo se emplean en estudios concretos, con gran financiacion

y liderados por grupos expertos. (21)

16
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6.2.3 METABOLOMICA

En el contexto del cancer colorrectal, la metabolomica se utiliza para identificar
y cuantificar los metabolitos especificos producidos por la microbiota intestinal
gue pueden estar relacionados con el desarrollo y prevencion del cancer

colorrectal. (22)

La microbiota intestinal produce acidos grasos de cadena corta (AGCC) como
el butirato, el acetato o el propinato que se han identificado como inhibidores de
la carcinogénesis. Por ejemplo, un estudio publicado en Cell Reports (2020)
observo que una mayor concentracion de butirato se asociaba con una menor

tasa de proliferacion de células de cancer colorrectal. (23,24)

Contrariamente, existen 0s microorganismos intestinales que producen
metabolitos que pueden dafiar la mucosa intestinal y aumentar el riesgo de
cancer colorrectal, como por ejemplo, el sulfuro de hidrégeno (H2S). Se han
visto una correlacién positiva entre la concentracién de H2S y la progresion del

cancer colorrectal. (22,25)

Otros, pueden producir metabolitos inflamatorios, como lipopolisacaridos (LPS)
activar la respuesta inmune y desencadenar procesos inflamatorios crénicos

gue contribuyen al desarrollo del cancer colorrectal. (22,26)

Estos ejemplos demuestran que los metabolitos de la microbiota intestinal
pueden afectar el cancer colorrectal tanto positiva como negativamente. La
produccion de AGCC beneficiosos puede ayudar a prevenir el cancer, mientras
gue la presencia de metabolitos toxicos y proinflamatorios puede aumentar el
riesgo. Asi pues, puede resultar interesante utilizar técnicas de metabolémica
para conocer mejor las relaciones entre metabolitos producidos por la

microbiota intestinal y el cancer colorrectal.

6.2.4 METATRANSCRIPTOMICA

Esta técnica se enfoca en el ARN mensajero (ARNm) producido por los
microorganismos en la microbiota. Permite analizar y entender la expresion
génica de las comunidades microbianas en un entorno especifico y en

respuesta a diferentes condiciones.

17
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En el contexto de los estudios de microbiota intestinal en el cancer colorrectal,
la metatranscriptomica se puede aplicar para examinar la actividad génica de
las bacterias y otros microorganismos en el intestino e estudiar su interaccion
con el tejido intestinal y cémo pueden influir en el desarrollo o progresion del

cancer colorrectal.

Algunas de las aplicaciones potenciales de la metatranscriptomica en estos
estudios podrian incluir: identificacion de genes activos, funcion de genes

bacterianos:, respuesta a tratamientos y la identificacion de biomarcadores.

Sin embargo, es importante destacar que la metatranscriptomica es una técnica
compleja y costosa que requiere un andlisis bioinformatico avanzado para
interpretar los datos. Ademas, no se aplica de manera aislada, sino que
generalmente se utiliza en conjunto con otras técnicas de microbiota intestinal,
como la secuenciacion de ARNr 16S o técnicas “shotgun”. Su aplicacién en
estudios de cancer colorrectal puede proporcionar informacion valiosa sobre las
funciones de la microbiota intestinal en esta enfermedad, pero es una
herramienta complementaria y no siempre necesaria en todos los contextos de

investigacion. (27)

6.2.5 METAPROTEOMICA

La metaproteémica permite analizar y cuantificar las proteinas producidas por

los microorganismos que componen la microbiota humana.

En estudios de microbiota intestinal relacionados con el cancer colorrectal, la
metaproteOmica se utiliza para analizar las proteinas producidas por los
microorganismos en el intestino y comprender como estas proteinas pueden
estar implicadas en el desarrollo de la enfermedad. A través de esta técnica, se
pueden identificar proteinas microbianas especificas, comprender las
interacciones con el huésped, investigar mecanismos moleculares y, en ultima

instancia, contribuir a la identificacion de biomarcadores y terapias potenciales.

Si bien la metaprotedmica se ha vuelto mas accesible y asequible gracias a los

avances tecnoldgicos, su aplicacion en estudios de microbiota intestinal en el

18



Universidad
Europea MADRID

contexto del cancer colorrectal sigue siendo una menos utilizada que el andlisis

ARN 16S o la metagendmica “shotgun”. (28)

6.3 RECOGIDA DE MUESTRAS

Antes, durante y después de la recoleccion de muestras, se debe registrar toda
la informacién sobre la muestra y los procedimientos experimentales. Esta
informacion constituira los "metadatos” (covariables) que rodean la muestra y
se utilizar4 posteriormente en el analisis de los datos. Dichos analisis se
simplificardn cuando los procedimientos sean lo mas consistentes posible entre
los grupos y se minimicen las variables externas. Ademas, para aumentar la
consistencia entre estudios independientes, se recomienda seguir los mismos
protocoles de obtencion de muestras y el uso de kits/utensilios comerciales

especificos. (29)

6.3.1 HECES
Actualmente no existe un consenso claro acerca la metodologia de seleccion y

recogida de muestras de heces para el estudio de la microbiota intestinal.

Se debe de tener en cuenta que la composicion de la microbiota fecal no es
idéntica a la composicion de la microbiota que se encuentra en los diferentes
tramos del tracto digestivo. Sin embargo, el contenido microbiano luminal del
intestino grueso (colon), lugar donde se observa un tiempo de transito reducido
y una alta disponibilidad de nutrientes, se correlaciona notablemente con las

heces en cuanto a diversidad de especies y abundancia bacteriana. (30)

Asi pues, su correlacion significativa con el ecosistema bacteriano colénico, su
accesibilidad y practicidad en la recoleccion de las muestras fecales, las cuales
se suelen auto recolectar en domicilio, hacen que las muestras de heces sean
las més utilizadas en el estudio de la microbiota intestinal en el cancer

colorrectal.

6.3.1.1 Coleccién y almacenamiento:
Por lo general, los kits de recoleccion de muestra fecal suelen incluir:

instrucciones para la recogida, mantenimiento y envio de la muestra, un

soporte de plastico para colocar en el aseo, uno o dos tubos con una paleta y
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una solucion de etanol dentro y un sobre/caja de almacenamiento. Por lo
general, se solicita que se recoja una muestra del tamafio de una uva o varias
muestras hasta que, al introducirlas en el tubo, la solucién de etanol se eleve
hasta la marca indicada. En tanto a la conservacion de la muestra, la
congelacion directa a -80°C se considera el método de referencia, aunque se
ha podido observar que se pueden mantener hasta 24h a temperatura
ambiente antes de ultracongelar en el laboratorio, a pesar, es preferible que los
pacientes las guarden en el frigorifico a una temperatura de 4 °C y las

entreguen al laboratorio en un periodo inferior a 12h. (29)

Juntamente con el kit, se deben de responder cuestionarios sobre sobre la hora
y la fecha de recogida, informacion personal del donante como: el consumo de
antibidticos en los ultimos 6 meses, la medicacion actual, especificamente:
consumo de inhibidores de la bomba de protones o antidiabéticos orales y
rellenar un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (CFCA)
validado para la poblacion de estudio y el andlisis de los micronutrientes
relevantes para el estudio. También es recomendable registrar la consistencia
de las heces recogidas, la escala de Bristol es una opcion valida.
(31,32,33,34,35)

6.3.2 ANALISIS DE SANGRE

Tradicionalmente, la investigacion sobre la microbiota intestinal se ha centrado
en muestras de heces, ya que representan un medio mas accesible y directo
para el estudio de la composicion bacteriana del tracto gastrointestinal. Sin
embargo, investigaciones recientes han explorado la posibilidad de analizar la
microbiota a través de muestras sanguineas, lo que puede ofrecer una

perspectiva novedosa y complementaria a las muestras de heces.

Las muestras de sangre o plasma son interesantes para estudiar marcadores
circulantes que pueden estar relacionados con la inflamacién, la respuesta

inmunoldgica y la presencia de bacterias o productos microbianos en la sangre.

Esto puede incluir la deteccion de productos metabdlicos microbianos, como
acidos grasos de cadena corta, lipopolisacaridos (LPS), el acido urico, entre

otros.
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Estos biomarcadores circulantes pueden indicar la permeabilidad intestinal, la

inflamacion o la respuesta inmunoldgica relacionada con la microbiota. (36,37)

6.3.3 MUESTRAS DE TEJIDO

Estudiar la composicién de la microbiota en el tegido tumoral, bien sea el tumor
primario o la metastasis puede ayudar a obtener mas informacion como la
microbiota en el tumor podria influir en la respuesta inmunolégica y la
progresion del cancer colorrectal. Ademas, en cancer de pancreas y de
pulmén, se ha encontrado correlacion entre la microbiota encontrada en la
muestra tumoral como la encontrada en las heces, cuyo ha sugerido una
posible relacion entre la microbiota y la capacidad de metastificacion de la
enfermedad. También puede ser interesante estudiar el microambiente tumoral
para analizar como la microbiota intestinal podria afectar a la composicién de
las estructuras linfoides terciarias y a la respuesta a los tratamientos con

inmunoterapia. (38,39,40)

Para estudiar los microorganismos en el tejido tumoral, se pueden utilizar
tecnicas como la secuenciacion ARNr 16S, la metatranscriptomica, la

metaboldmica o la inmunohistoquimica.

6.4 REDACION DE LOS ARTICULOS

En la era de la investigacion de la microbiota intestinal y su relacion con el
cancer colorrectal, la calidad y transparencia de los articulos cientificos
desempefian un papel crucial. Para garantizar la consistencia, el rigor
metodoldgico y la claridad en la comunicacion de los resultados, un grupo de
expertos ha creado la guia STROMS (STrengthening the Reporting Of
Microbiome Studies). Esta guia, que se ha convertido en un marco de
referencia para la presentacion de estudios de microbiota intestinal, ayuda a los
autores a estructurar y redactar sus investigaciones de manera efectiva. A
continuacién, se discutiran los aspectos clave de la redaccién de articulos
siguiendo la guia STROMS en el contexto de la microbiota intestinal y el cancer

colorrectal. (12)

La estructura de los articulos, segun la guia STROMS deben contener:
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Titulo y Resumen:. El titulo debe ser informativo y conciso. Este debe de ir
seguido de un resumen que proporcione una vision general de los objetivos,

métodos, resultados clave y conclusiones del estudio.

Introducciéon: En esta seccién, se debe establecer claramente el contexto del
estudio, justificar la importancia de investigar la microbiota intestinal en el area

especifica y exponer las preguntas de investigacion.

Métodos: Los autores deben proporcionar detalles exhaustivos sobre la
metodologia utilizada. Esto incluye informacion sobre el reclutamiento de
participantes, la obtencibn de muestras, los métodos de secuenciacion
utilizados, asi como cualquier software de analisis de datos y herramientas
bioinforméaticas. La descripcién de las técnicas de procesamiento de datos y los

criterios de inclusién/exclusién son cruciales para la reproducibilidad.

Resultados: En esta seccion, se deben presentar los hallazgos clave del
estudio. Es importante la inclusion de datos cuantitativos y cualitativos. Estos
deben de ir acompafados de tablas, gréaficos y visualizaciones que ayuden a
los lectores a comprender los resultados. En tanto al andlisis estadistico, se
deben proporcionar estadisticas descriptivas y, cuando sea posible, los analisis

estadisticos significativos.

Discusion: En la discusion, los autores deben interpretar los resultados en el
contexto de la pregunta de investigacion. Es fundamental destacar las
implicaciones de los hallazgos para la microbiota intestinal y su papel en el
cancer colorrectal. Se pueden abordar limitaciones del estudio y proponer

futuras direcciones de investigacion.

Conclusiones: Las conclusiones deben de resumir de manera concisa los
resultados clave y su relevancia. También se pueden destacar las

implicaciones clinicas y las posibles aplicaciones terapéuticas.

Agradecimientos y Declaracion de Conflictos de Intereses: En esta parte, se
deben de agradecer a las instituciones o colaboradores que hayan respaldado

la investigacion y se debe declarar cualquier conflicto de intereses.
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Bibliografia: Todos los articulos deben incluir una bibliografia completa y

precisa, siguiendo un estilo de citacion reconocido.

Asi pues, la redaccion de articulos cientificos siguiendo la guia STROMS es
esencial para garantizar la calidad y la transparencia en la investigacién de la

microbiota intestinal y su relacién con el cancer colorrectal.

6.5 PREPECTIVAS DE FUTURO

A medida que la investigacion sobre la relacién entre la microbiota intestinal y
el céncer colorrectal continla evolucionando, se abren nuevas vias de
exploracion que prometen mejorar nuestra comprension y abordaje de esta

enfermedad.

La caracterizacion de la microbiota intestinal de pacientes con cancer
colorrectal y la identificacién de perfiles microbianos especificos podria permitir
el desarrollo de terapias personalizadas. En el futuro, podriamos ver
tratamientos dirigidos que modulen la microbiota para prevenir, tratar o mejorar

la respuesta a la terapia en pacientes con cancer colorrectal.

La identificacion de biomarcadores precoces en la microbiota intestinal podria
revolucionar el diagnéstico temprano del cancer colorrectal y deteccion de
cambios especificos en la microbiota podria ayudar a identificar a las personas

en riesgo antes de que aparezcan sintomas clinicos.

Comprender mejor como la microbiota intestinal interactia con el sistema
inmunologico y la mucosa intestinal podria llevar al desarrollo de estrategias
gue fortalezcan el epitelio colonico y prevengan la inflamacion crénica, un factor

de riesgo importante para el cancer colorrectal.

Investigar terapias especificas basadas en la microbiota, como los trasplantes
fecales, en el contexto del cancer colorrectal podria arrojar luz sobre su eficacia
y seguridad en pacientes. Ademas, es necesario evaluar como estas terapias

pueden combinarse con tratamientos convencionales.

Los estudios a largo plazo que sigan a las mismas cohortes de pacientes a lo

largo de sus vidas podrian proporcionar informaciéon valiosa sobre la dinamica
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de la microbiota y su influencia en la progresion del cancer colorrectal. Estos
estudios longitudinales son esenciales para identificar patrones a lo largo del

tiempo.

Investigar el exposoma: los factores ambientales y el estilo de vida, como la
dieta y el uso de antibiéticos y su papel en la microbiota intestinal y el cancer
colorrectal es esencial para comprender mejor esta relacion y poder llevar a

cabo estrategias preventivas mas efectivas.

La educacion publica sobre la microbiota intestinal y su influencia en la salud
intestinal es crucial. La concienciacién sobre la prevencion y el diagnéstico
temprano del cancer colorrectal, asi como sobre la importancia de mantener un

microbioma saludable, podria reducir la carga de esta enfermedad.

Estas perspectivas futuras representan areas emergentes y prometedoras de
investigacion en la interseccion entre la microbiota intestinal y el cancer
colorrectal. A medida que se avanza en la comprension de estos complejos
mecanismos, se espera que se abran nuevas oportunidades para la
prevencion, el diagndstico temprano y el tratamiento mejorado de esta

enfermedad tan prevalente.

24



Universidad
Europea MADRID

7. DISCUSION

La investigacion presentada en este trabajo ofrece una vision general de la
relacion entre la microbiota intestinal y el cancer colorrectal, abordando

aspectos cruciales de esta interaccion.

Este trabajo abarca tanto estudios preclinicos como investigaciones clinicas.
Este enfoque proporciona una imagen completa de los avances en la

comprensién de la microbiota intestinal y su influencia en el cancer colorrectal.

La discusion sobre los posibles mecanismos mediante los cuales la microbiota
intestinal pueden contribuir al desarrollo del cancer colorrectal es sélida y
respaldada por evidencia sélida, aunque se podria profundizar mas sobre
mecanismos especificos, pero para esto, se necesitaria una revision mas

extensa.

El andlisis critico de estudios clinicos relevantes es una fortaleza del trabajo, ya
gue permite una evaluacion equilibrada de la evidencia disponible. Esto facilita
una comprension precisa de la relacidbn entre la microbiota intestinal y la

incidencia, progresion y prondstico del cancer colorrectal.

El trabajo aborda las limitaciones en la investigacion actual, como la
variabilidad en los resultados de los estudios y las diferencias en las
poblaciones de pacientes. Identificar areas de incertidumbre es fundamental

para comprender la complejidad de esta relacion.

La discusion de las implicaciones clinicas de la investigacion en la microbiota
intestinal y el cancer colorrectal es importante para observar la aplicabilidad de
las investigaciones. Destacar la posibilidad de futuras terapias personalizadas y

estrategias preventivas es un punto relevante.

En conjunto, el trabajo presenta una revision general y objetiva de la evidencia
actual acerca la metodologia a seguir a la hora de realizar un estudio de
microbiota en cancer colorrectal, aunque podria ser mas concreta y profundizar
en temas especificos de interés. Asi pues, también contempla las futuras
investigaciones y remarca la importancia de estrategias de prevencion y

tratamiento de esta enfermedad.
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8. CONCLUSIONES

En resumen, esta revision destaca la relevancia de la microbiota intestinal en el
desarrollo del cancer colorrectal. Se ha demostrado que los desequilibrios en la
microbiota pueden desencadenar procesos inflamatorios y contribuir al cancer.
La identificacion de bacterias especificas en tumores resalta su influencia en la

enfermedad.

A pesar de la complejidad, se enfatiza la necesidad de investigaciones
multidisciplinarias y enfoques integrales. Las perspectivas futuras son
prometedoras, con un enfoque en intervenciones dirigidas a la microbiota,

como cambios en la dieta y terapias personalizadas.

En conclusiéon, la microbiota intestinal juega un papel crucial en el cancer
colorrectal y representa una prometedora area de investigacion para la

prevencion y el tratamiento de esta enfermedad.
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