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RESUMEN

Antecedentes/Objetivos: Cada vez es mayor la evidencia que destaca el papel
fundamental de la disbiosis intestinal en la fisiopatologia del sindrome del intestino
irritable (SII). A pesar de ello, la identificacion de una “firma de la microbiota del
SII” sigue siendo dificil de alcanzar, principalmente debido a la influencia de
factores genéticos, dietéticos y ambientales. Para abordar estas variables de
confusion, es fundamental realizar andlisis comparativos utilizando un grupo
control perteneciente a la misma comunidad que los propios pacientes con SII. Este
estudio tiene como objetivo evaluar y contrastar la composicion de la microbiota

intestinal de los pacientes con SII frente a controles sanos.

Meétodos: Comparamos la microbiota intestinal de muestras de heces de 25
pacientes con SII diagnosticados segtn los criterios de Roma IV y 110 sujetos sanos
sin enfermedades agudas o croénicas y sin medicacion continua. Se realizd una
secuenciacion masiva de alta resolucion de las regiones V3-V4 del gen 16S rRNA

para el analisis de la microbiota.

Resultados: La microbiota intestinal del SII presenté una mayor riqueza,
pero mostrd una menor diversidad alfa en comparacion con el grupo control, lo
que sugiere la existencia de simplificacion y desequilibrio. El andlisis de diversidad
beta revel6 diferencias generales en la composicion entre los dos grupos. Un
analisis de arbol de calor destaco los principales factores asociados al SII, incluida
una disminucién de Bacillota, principalmente debido a Clostridia, y un aumento
de Bacteroidota, impulsado por una expansion de las familias Bacteroidales. Los
andlisis de expresion diferencial identificaron géneros importantes dentro de estos
taxones, como Bacteroides, Faecalibacterium o Blautia, que podrian servir como

biomarcadores de la microbiota del SII.

Conclusiones: Nuestros resultados revelan diferencias estadistica y
clinicamente significativas en la composicion y diversidad de la microbiota
intestinal entre los pacientes con SII y controles sanos de la misma comunidad.
Estos hallazgos proporcionan una comprension mas profunda de como las
alteraciones en la microbiota intestinal pueden contribuir a los sintomas del SII,

ofreciendo nuevos conocimientos sobre el diagndstico y los posibles tratamientos.



ABSTRACT

Background/Objectives: Growing evidence highlights the pivotal role of gut
dysbiosis in the pathophysiology of Irritable Bowel Syndrome (IBS). Despite this,
the identification of an “IBS microbiota signature” remains elusive, primarily due
to the influence of genetic, dietary, and environmental factors. To address these
confounding variables, it is critical to perform comparative analyses using a control
group derived from the same community as the IBS patients. This study aims to
evaluate and contrast the gut microbiota composition of IBS patients with healthy

controls.

Methods: We compared the gut microbiota from stool samples of 25 IBS
patients diagnosed according to the Rome IV criteria, and 110 healthy subjects
without acute or chronic diseases and not on continuous medication. High-
throughput sequencing of the V3-V4 regions of the 16S rRNA gene was conducted

for microbiota analysis.

Results: IBS gut microbiota was richer but exhibited lower alpha diversity
compared to the control group, suggesting simplification and imbalance. Beta
diversity analysis revealed overall compositional differences between the two
groups. A heat tree analysis highlighted key IBS-associated, including a decrease
in Bacillota, mainly due to Clostridia, and an increase in Bacteroidota, driven by an
expansion of Bacteroidales families. Differential expression analyses identified
important genera within these taxa like Bacteroides, Faecalibacterium, or Blautia,

which could serve as microbiota-based biomarkers for IBS.

Conclusions: Our results reveal both statistically and clinically significant
differences in gut microbiota composition and diversity between IBS patients and
healthy controls from the same community. These findings provide a deeper
understanding of how alterations in gut microbiota may contribute to IBS

symptoms, offering new insights into the diagnosis and potential treatments.
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I- INTRODUCCION. MARCO TEORICO

En el marco tedrico de la presente tesis doctoral analizaremos a partir de una
revision exhaustiva de la bibliografia, las tltimas aportaciones a la fisiopatologia
del Sindrome del Intestino Irritable (SII), uno de los principales trastornos
funcionales digestivos (TFD), sobre todo en cuanto al papel que la microbiota

intestinal protagoniza en dicha patologia.

1.1. LOS TRASTORNOS FUNCIONALES DIGESTIVOS

Los trastornos funcionales digestivos (TFD), también denominados
alteraciones del eje intestino-cerebro o trastornos de la interaccion cerebro-intestino
(TICI) o DGBI (disorders of gut-brain interaction), constituyen un grupo heterogéneo
de sindromes de afectacion gastrointestinal que pueden surgir en cualquier
segmento del aparato digestivo, sin causa orgdnica o anatdmica aparente que los
desencadene (1). Cursan de manera cronica y se definen por criterios basados
principalmente en sintomas. Estos estan relacionados con multitud de factores,
como el tipo de dieta, la composicion de la microbiota intestinal, las alteraciones de
la motilidad intestinal, los trastornos de la sensibilidad visceral, el desequilibrio
inmunitario y algunas alteraciones del procesamiento intestinal por parte del

sistema nervioso central (2).

Los TFD pueden aparecer a cualquier edad, pero son mds severos en menores
de 50 afios, y ademas afectan mas a las mujeres. En nifios del drea mediterranea la
prevalencia (3) alcanza hasta el 32%. Pueden afectar hasta el 40% de las personas
en algun momento de su vida (1). En la figura 1 se observa las diferencias en
prevalencia a nivel mundial (4), observando paises con prevalencias superiores al

40% de su poblacion.

En hasta 2/3 de los pacientes estos sintomas, dolor abdominal, hinchazdn,
diarrea, estrefiimiento, dispepsia, etc, se manifestardn de manera crénica,
recurrente o fluctuante y en muchas ocasiones se asociardn a la ingesta de algtin

alimento por lo que se favorecerad la prescripcion de dietas de eliminacion (5).
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Figura 1. Mapa de la prevalencia mundial de los TFD (Sperber, 2021).

1.1.1. Clasificacion de los trastornos funcionales digestivos

En los ultimos anos y a partir de los esfuerzos de un grupo internacional de
gastroenterologos (Fundacion Roma), se ha ido actualizando la clasificaciéon de los
TFD hasta la actual, siguiendo los consensuados criterios de Roma IV establecidos
en 2016 (6).

Los TFD se clasifican en 6 categorias distintas (7), denominadas como
trastornos esofagicos, trastornos gastroduodenales, trastornos intestinales,
trastornos de dolor gastrointestinal mediado centralmente, trastornos de la
vesicula biliar, trastornos del esfinter de Oddi y trastornos anorrectales tal y como

se detalla en la figura 2 (2).
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Panel 1: Rome IV adult functional gastrointestinal
disorders (disorders of the gut-brain interaction)™

A: Oesophageal disorders
Al: Functional chest pain
A2: Functional heartburn
A3: Reflux hiype rsensitivity
Ad: Globus

A5 Functional dysphagia

E: Gastroducdenal disorders

E1: Functional dyspepsia

Bla: Postprandial distress syndrome
E1b: Epigastric pain syndrome

EZ. Belching disorders

EZa: Excessive supragastric belching
B2h: Excessive gastric belching

E3: Nausea and vomiting disorders

E3a: Chronic nausea vomiting syndrome
E3b: Cydlic vomiting syndrome

E3c: Cannabinoid hyperemesis syndrome
B4: Rumination syndronse

C: Bowel disorders

C1:1BS

Cla: [BS with predominant constipation
C1b: IBS with predominant diarrhoea
C1c: IBS with mixed bowel habits

C1d- 1BS wnclassified

C2: Functional constipation

3 Functional diarrhoea

C4: Functional abdominal bloating or distension
C5: Unspecified functional bowel disorder
C6: Opioid-induced constipation

D: Centrally mediated disorders of gastrointestinal pain
[1: Centrally mediated abdominal pain syndrome

D:2: Narcotic bowel syndrome or opboid-induced
gastrointestinal hyperalgesia

E: Gallbladder and sphinctes of Oddi disorders

E1: Biliary pain

Ela: Functional gallbladder disorder

E1b: Functional biliary sphincter of Oddi disorder
E2: Functional pancreatic sphincter of Oddi disorder

F: Anorectal disorders

FL. Faecal incontinence

F2: Functional anorectal pain

F2a: Levator ani syndrome

F2b: Unspecified functional anorectal pain
Fzc: Proctalgia fugax

F3: Functional defaecation disorders

F3a: Inadequate defascation propulsion
F3b: Dyssynergic defaecation

1B mirritabla bl syt

Figura 2. Clasificacion Roma IV de los TFD (Black, 2020).

Dentro de la clasificacion destacamos por su relevancia los TFD intestinales
(functional bowel disorders) que a su vez se subclasifican también en otras seis
categorias (8) principales en adultos: Sindrome del intestino irritable (SII),
Estrenimiento funcional (EF), Diarrea funcional (DF), Hinchazdén/Distension
abdominal funcional (HDAF), Trastornos intestinales funcionales no especificados
y Estrefiimiento inducido por opioides. Aunque a menudo se piensa que existen
como trastornos completamente separados, existe una superposicion significativa
entre estos trastornos. Deben considerarse como un continuo, mas que de forma
aislada (5).
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Figura 3. Marco conceptual para explicar los TFD intestinales (Adaptado de Mearin, 2016).

En la figura 3 se ilustra que un paciente con SII (derecha) tendra sintomas de
dolor abdominal, a diferencia de un paciente con EF o DF, que no tiene dolor
abdominal. La hinchazén y la distension son sintomas comunes reportados con

frecuencia por pacientes con cualquier TFD intestinal (5).

Por todo ello, los TFD intestinales no se consideran trastornos aislados y
muchas veces sus espectros fenotipicos se solapan, se habla de un continuo.
Actualmente los TFD intestinales olvidan su cardcter “funcional” y se les denomina

alteraciones de la interaccion intestino-cerebro (9,10).

Esta nueva acepcion permite introducir otros factores psicoldgicos (estrés,
ansiedad, depresion) y da un papel principal a la composicion de la microbiota y
de la dieta de los pacientes, como se muestra en la figura 4. Es un recorrido en la
historia de la medicina desde el holismo de la antigua Grecia (cuerpo y mente
integrado) hasta el modelo del sistema biopsicosocial de Engel (11) y la aparicion

de la neurogastroenterologia (12) en nuestra era.

Se enfatiza que este nuevo eje se denomine intestino-cerebro y no viceversa

por el mayor peso del intestino en la fisiopatologia de los TFD intestinales (13).
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Biopsychosocial Conceptual Model
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Figura 4. Modelo conceptual biopsicosocial de los trastornos funcionales gastrointestinales (Drossman, 2016).

La fisiopatologia de los trastornos gastrointestinales funcionales es compleja,
pero implica una desregulacion bidireccional de la interaccion intestino-cerebro. La
comorbilidad psicoldgica es comun; sin embargo, no esta claro si esto es anterior a
los sintomas o si es impulsado por ellos. Los pacientes con trastornos
gastrointestinales funcionales pueden sentirse estigmatizados y, a menudo, los
meédicos no les comunican este diagnostico de manera eficaz ni se les proporciona
educacion al respecto. La identificacidn y el tratamiento precoz de estas afecciones
son primordiales, por el impacto en los sistemas de salud y en la sociedad en
general, debido sobre todo por la cantidad de consultas reiteradas, las cirugias
innecesarias, el gasto en medicamentos y sobre todo por el deterioro de la calidad
de vida relacionada con la salud y la capacidad para trabajar, incluso algunos
pacientes tienden al aislamiento social. Al tratarse de un diagndstico basado sobre
todo en sintomas y no en criterios objetivables o mesurables, los tratamientos de
los TFD se basan en una comprension biopsicosocial e implican el manejo de los
sintomas fisicos y psicologicos si estan estos ultimos presentes. De hecho el
tratamiento psicologico coadyuvante de los pacientes con SII estd claramente
demostrado (14) .
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1.2. EL SINDROME DEL INTESTINO IRRITABLE

1.2.1. Definicion. Evolucion historica

El sindrome de intestino irritable (SII o IBS, siglas de irritable bowel syndrome)
es un trastorno funcional digestivo intestinal cronico de alta prevalencia y que

afecta negativamente a la calidad de vida de los pacientes (Quality of life, QoL) (8).

Cursa con dolor o malestar abdominal, normalmente con un patroén alterado
del ritmo de defecacion y de la tipologia de las heces, no coexistiendo ademas otras
causas subyacentes de patologia, como alteraciones anatdmicas estructurales o
cambios bioquimicos. Como se muestra en la figura 5, el algoritmo diagnodstico
debe descartar los procesos organicos y/o anatomicos que puedan ser responsables

de algun tipo de patologia gastrointestinal (15).

Sintomas compatibles con SlI

Hemograma completo, PCR o VSG Alterado

e ey S + Tratar la patologia orgénica subyacente relevante

Normal [ Alterado
Sintomas de alarma o sospecha de Si ;
enfermedad organica del tracto » Colonoscopia )
gastrolntestlnallnfgrlor ] Normal
No
Y No
éDiarrea presente? F » Manejo como Sl segun los sintomas predominantes
Si !
> Normal

Chequear calprotectina fecal o lactoferrina

Alterado |

Figura 5. Algoritmo diagndstico para pacientes con sospecha de SII (Adaptado de Ford, 2020).

Asi pues, en pacientes con sintomas de alarma como la deteccién de masas o
la presencia de melenas, se debe realizar una colonoscopia para descartar cancer de
colon. En mayores de 60 afios los cambios repentinos de los habitos intestinales
deben ser también investigados. En mayores de 50 afios debe aclararse el origen de
cualquier sangrado repentino, mientras que, en mayores de 40 afios, conviene

aclarar las pérdidas de peso repentinas y el dolor abdominal.
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La posible existencia de Enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa debe

chequearse mediante la determinacion de lactoferrina y/o calprotectina en heces.

La enfermedad celiaca también puede ser descartada mediante los
anticuerpos antitransglutaminasa y antipéptido deaminado de la gliadina (IgA e
IgG).

Ante una posible enfermedad inflamatoria, otras pruebas basicas de
laboratorio, como un hemograma, una velocidad de sedimentacion globular y un

reactante de fase aguda como la Proteina C Reactiva deben practicarse.

Una vez descartado todo lo anterior, el manejo clinico del SII debe abordarse

en funcion de los sintomas predominantes (15).

Pese a no existir una causa etiolégica comun parece haber un trasfondo
comun al SII que podria incluir cambios inmunoldgicos, genéticos y ambientales

originados principalmente por los componentes de la dieta.

La composicion de la microbiota intestinal (9) parece tener un papel
preponderante en la fisiopatologia de este sindrome que afecta de manera tan

frecuente al denominado eje intestino-cerebro.

En 1978 a partir de las respuestas de un cuestionario con 15 preguntas sobre
los principales sintomas del SII, Manning y colaboradores establecieron los

primeros criterios diagnodsticos (16).

Kruis y colaboradores en 1984 introdujeron un sistema de puntuacién basado
en una encuesta y en 8 investigaciones basicas sobre el paciente que permitian
diagnosticar la enfermedad organica o el SII con una notable sensibilidad y
especificidad (17).

En 1990 Drossman al frente de un grupo internacional de expertos
gastroenterologos definen los trastornos funcionales digestivos, en 6 grupos
principales, uno de ellos denominado Desérdenes Funcionales Intestinales y que
incluiria al SII, citando los denominado Criterios de Roma I; por primera vez se
habla de dolor intestinal créonico y de la consistencia y frecuencia de las
deposiciones, de flatulencia, descartando por supuesto desérdenes organicos e

introduciendo un componente psicologico como el estrés como causa de SII (18).

En 1999 Thompson (19) lidera el Comité en Desdrdenes funcionales
intestinales y dolor abdominal funcional en un equipo de trabajo multinacional

para desarrollar criterios para los trastornos funcionales gastrointestinales (Roma
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IT). Se requieren al menos tres meses de dolor abdominal (no hace falta que
consecutivos) en los ultimos 12 meses en los que se cumplan 2 de estas 3
caracteristicas: dolor aliviado al defecar, inicio asociado a un cambio en la

frecuencia o en la apariencia de las heces.

En 2006 Longstreth (20) revisa los criterios de todos los TFD y en el caso del
SII ajusta la aparicion de dolor o molestia abdominal (sensacion incdmoda) que
ocurre al menos 3 dias al mes en los tltimos 3 meses, manteniendo las premisas de

cambio en la frecuencia y el aspecto de las heces con el comienzo de los sintomas.

Finalmente es en el afo 2016 cuando el panel internacional de expertos
gastroenterologos liderados por Lacy y Mearin (5) desarrollan los actualmente en
vigor Criterios de Roma IV. A partir de ellos se reclasifican los TFD intestinales,

pasando de 6 a 5 categorias.

Qe Q @ Tipo 1. Heces duras pequefias,
("] “caprinas”, pasan con dificultad

Tipo 2. Heces duras
salchicha con fragmentos

Tipo 3. Normal
- Semejante a una salchicha con
grietas en la superficie

Tipo 4. Normal
Semejante a una salchicha lisa

Tipo 5. Normal
Trozos pastosos con bordes definidos

§

Tipo 7. Diarrea
Acuosa sin piezas sélidas
“Agua sucia”

Tipo 6. Diarrea
-m Trozos pastosos sin bordes definidos
- —

Figura 6. Escala Bristol de las heces (Otero, 2022).

El SII se diagnostica con dolor abdominal recurrente asociado a cambios en
los habitos intestinales, en términos de frecuencia en el nimero de deposiciones y
consistencia de las heces, medidas con la escala de las heces de Bristol (21), tal y
como se ve en la figura 6. Muy a menudo vemos asociado un sintoma acompanante

como es la hinchazon o distension abdominal (pero ahora, con los criterios de Roma
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IV, ya no es necesario tener este sintoma) y estos cambios en los habitos intestinales
se asocian a cronicidad porque deben haber ocurrido en al menos los 6 meses
previos al diagndstico y estar presente en los ultimos 3 meses (en episodios que

ocurren una vez por semana como minimo).

1.2.2. Criterios de Roma IV

Los criterios de Roma IV han quedado definidos como:

Presencia de dolor abdominal recurrente (un promedio de al menos 1 dia por
semana en los ultimos 3 meses), asociado con 2 o mas de los siguientes criterios:

1. Relacionado con la defecacion

2. Asociado con un cambio en la frecuencia de las deposiciones

3. Asociado con un cambio en la forma (apariencia) de las heces

Los criterios deben haberse cumplido durante los dltimos 3 meses y los

sintomas deberian haber comenzado al menos 6 meses antes del diagnostico (1).

1.2.3. Subtipos del sindrome del intestino irritable

Aplicando los criterios de Roma IV el SII se clasifica en 4 subtipos: SII con
diarrea (SII-D), SII con estrefiimiento (SII-E), SII mixto con diarrea y estrefiimiento
(SII-M) y SlI inclasificable (SII-I) (22).

SII con estrenimiento predominante (SII-E): mas del 25% de las deposiciones
con heces de Bristol tipos 1 o 2 y menos de otro 25% de los tipos 6 o 7. Los

movimientos intestinales anormales son generalmente de tipo estrefiimiento.

SII con diarrea predominante (SII-D): mas del 25% de las deposiciones con
heces de Bristol tipos 6 0 7 y menos de otro 25% de los tipos 1 0 2. Los movimientos

intestinales anormales son generalmente de tipo diarrea.

SII con hébitos intestinales mixtos (SII-M): mds del 25% de las deposiciones
con heces de Bristol tipos 1 0 2 y mas de otro 25% de las deposiciones con heces de
Bristol forman los tipos 6 o 7. Los movimientos intestinales anormales son mas de

una cuarta parte de tipo diarrea y mas de otra cuarta parte estrenimiento.
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SII inclasificable (SII-I): Pacientes que cumplen con los criterios diagnosticos
para el SII, pero cuyos habitos intestinales no pueden ser categorizados con

precision en 1 de los 3 grupos anteriores.

Un nuevo subtipo fue anadido en el ano 2019 cuando se definio
especificamente el SII-post infeccion (SII-PI) (23).

Asi pues, el consenso internacional ha permitido establecer un diagnostico
positivo basado en los sintomas y dejar atras el antiguo sistema de diagndstico por

exclusion.

En la figura 7 observamos la correlacion entre los subtipos de SII y la escala
de las heces de Bristol. Los subtipos son mas precisos cuando los pacientes tienen

al menos 4 dias de hdbitos intestinales anormales por mes (24).
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Figura 7. Subtipos de SII a partir de la escala de heces de Bristol (Menees, 2018).
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1.2.4. [Epidemiologia. Prevalencia. Incidencia

La adopcion de los criterios de Roma IV ha supuesto un descenso de la
prevalencia de la enfermedad, al retirar la hinchazén como uno de los sintomas de
la enfermedad.

Segtin se recoge en las figura 8, el SII puede afectar (25) entre el 7% y el 21%
de la poblacion segtin el continente/region (sudeste asiatico frente a Sudamérica) o
pais estudiado (1.1% Francia frente a 45% en Pakistan) con pacientes que siguen los

criterios de Roma III.
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Figura 8. Prevalencia del SII aplicando los criterios de Roma III (Enck, 2016).

Existe una gran heterogeneidad (26) entre los estudios de prevalencia,

fundamentalmente debido a la seleccién de los criterios de clasificacion.
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Un estudio de la Fundacién Roma con mas de 73000 individuos de 33 paises
diferentes (4) establecié una prevalencia global mundial (con los criterios de Roma
IV) del 4.1% como se observa en la figura 9, mientras que en la figura 10 se muestran
los datos recogidas en Espafia por Mearin en los que la prevalencia alcanzo6 un 4,2%
(27).
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Figura 9. Prevalencia del SII aplicando los criterios de Roma IV (Sperber, 2021).

La incidencia anual del SII se estima que es del 1,35 % al 1,5 %, segun 2

estudios de poblacion longitudinales separados que duraron 10 y 12 afios (28,29).
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Figura 10. Datos de prevalencia en Espafia del SII y de la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) (Mearin, 2019).
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1.2.5. Impacto del sindrome del intestino irritable

El gran impacto de la enfermedad reside en el empeoramiento en la calidad
de vida del paciente, en la disminucién de la productividad laboral que produce y
un cierto aislamiento o retraimiento social. Las mujeres tienen el doble de
probabilidades de desarrollar SII que los hombres aunque esta cifra varia en
funcion del pais donde se ha realizado el estudio (30). Ademas es mas probable que

se desarrolle un SII en menores de 50 afios que en personas mayores de 50 (4).

Un estudio espaniol (31) que evaluo el peso del SII dentro de la consulta de
Gastroenterologia en una encuesta de mas de 500 especialistas entrevistados,
concluy6 que el SII supone entre un 25 y un 50% del total de consultas para el 54%
de los profesionales, mientras que para otro 29% de gastroenterélogos, suponia

entre un 50 y un 75% como podemos observar en la figura 11.

4% 13y

29%
W =25% del total
W 25-50% del total
50-75% dal total
0 =T5% del total

54%

Figura 11. Carga de trabajo de pacientes con SII: resultados de una encuesta a gastroenterdlogos esparioles

(Almansa, 2011).

El impacto del SII es notable no sélo a nivel clinico. El SII afecta
negativamente a la calidad de vida (32), al bienestar psicoldgico (33,34) y a las
relaciones sociales (35). En el subtipo SII-D los pacientes experimentan una mayor
pérdida de calidad de vida (QoL), por la imprevisibilidad de la aparicion de los
sintomas, y el miedo a la incontinencia, ademas de sentirse incomprendidos por
familiares amigos y los propios médicos (36). De manera paralela y de gran
importancia son aquellos pacientes que tras su visita al gastroenterdlogo no
perciben una mejoria en su QoL (37) reflejando insatisfaccion con el manejo clinico
y una falta de enfoque holistico. Se estima que padecer SII puede promediar una

disminucion de entre 10 y 15 afios en la esperanza de vida de los pacientes. El SII
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supone la condicion digestiva mas comun entre las mujeres y los menores de 50
anos, como hemos comentado, y esto se ha estimado que supone unas pérdidas
entre 1,5 y 10 billones de dolares al afio en EEUU (38) . Aparte de los costes directos
asociados al diagndstico, manejo y tratamiento del SII, tenemos que sumar los
costes indirectos que se asocian a otras enfermedades cronicas (35) como son el

absentismo laboral y una baja productividad.

En nuestro pais no se ha abordado un estudio formal sobre el impacto
socioecondmico del SII, pero Mearin (27) establecié el coste del SII-E (moderado-
grave) en unos 1635 € por paciente y afio, y eso pese a que el 80% de los pacientes
recibia medicacion, pero la mejoria percibida fue escasa y se observd una
disminucion de la calidad de vida (en el indice IBS-QoL). El 50% del coste estimado
se atribuy a la factura de las hospitalizaciones, otro 23% al coste de las consultas
médicas para el sistema de salud, mientras que los pacientes soportaban el resto
del coste atribuido a la medicacion. No se incluyeron los costes del absentismo
laboral. En otra publicacion (39) mas reciente, si se recogen datos sobre el impacto
del SII en Espana, de manera que el 60% de los pacientes con SII consulta al menos
una vez en la vida con el médico, el 16% todos los meses del tltimo afio. Causa baja
laboral hasta un 21% de ellos en su vida debido al SII, y un 8% lo ha estado el ltimo
ano y durante mas de un mes. Otro dato afiadido es que el SII afecta a la capacidad
de desenvolverse en el trabajo de manera correcta afectando hasta el 60% de los

enfermos.

Ese deterioro progresivo estd relacionado con la intensidad de los sintomas y

con la presencia de trastornos psicoldgicos (15).

Por lo tanto, el diagnostico preciso del SII a partir de la elaboracion de una
historia clinica profunda a través de una exploracion del paciente y una entrevista
exhaustiva y tranquila, la minimizacion de las investigaciones invasivas y la
recomendaciéon de un tratamiento eficaz tienen un papel importante en los

esfuerzos para reducir los efectos sociales y econdmicos de la enfermedad (40,41).

La Agencia Europea del Medicamento recomienda evaluar el efecto del
tratamiento por dolor y/o malestar abdominal junto con las anomalias en la
defecacion (42).
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Es conocida la carga de sintomas tan diversa que concurre en el SII'y que va
mas alld de las molestias gastrointestinales, como la fibromialgia, el sindrome de
fatiga cronica (8,15), la disfuncion de la articulacion temporo-mandibular, la cistitis
crénica, el dolor abdominal pélvico cronico, el estrés, la ansiedad y la depresion
(43). La fatiga concurre hasta en el 90% de los casos y es causa principal de

derivacidn a atenciéon médica secundaria.

1.2.6. Factores de riesgo en el desarrollo del sindrome del intestino irritable

1.2.6.1. Factores personales

Los principales factores personales serian:
Sexo (femenino)

Edad (por debajo de 50 anos)

Tiempo de lactancia (inferior a 6 meses)
Peso bajo al nacer

Indice bajo de masa corporal.

1.2.6.2.  Factores psicologicos

Padecer estrés psicoldgico agudo o sufrir acontecimientos vitales estresantes
Historial de abuso sexual o fisico

Ansiedad, depresion o somatizacion

Violencia de género

Sufrir comportamientos adictivos

1.2.6.3. Problemas somdticos

Padecer dolores en las articulaciones y/o migrafia
Endometriosis

Obesidad abdominal

Diverticulitis sobre todo en el lado izquierdo

Uso indiscriminado de antibidticos

Cirugia abdominal
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Consumo de alimentos picantes
Problemas para dormir

Falta de ejercicio fisico

1.2.6.4. Condiciones sociales

Bajo status socioecondmico en la infancia
Antecedentes familiares de abuso de sustancias
Antecedentes familiares de enfermedad mental
Condiciones de trabajo no satisfactorias
Trabajo por turnos

Estado civil (nunca casado)

Exposicion a la guerra durante la infancia

De todos los factores detallados la mayoria se basan en estudios individuales,

mientras que todos los demas se han demostrado en més de un estudio (44).

En la figura 12 apreciamos el resumen de factores centrales y periféricos que

afectan a la severidad de los sintomas del SII (15).

Factores centrales

Factores periféricos .
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. -Falta de respaldo social
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Media Alta
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Figura 12. Factores que afectan la severidad de los sintomas del SII (Ford, 2020).
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1.2.7. Etiopatogenia del sindrome del intestino irritable

La fisiopatologia exacta del SII atin no esta del todo determinada, pero parece
estar relacionada con cambios en la motilidad gastrointestinal, en un aumento de
la hipersensibilidad visceral, en la existencia de una inflamacion de bajo grado en
la mucosa intestinal, en la presencia de determinados trastornos ambientales, en la
influencia de algunos trastornos psicosociales y por supuesto de la existencia de un

desequilibrio de la microbiota intestinal (25).

En la etiopatogenia del SII ocurre una disfunciéon del eje intestino-cerebro.
(45-47). Esta disfuncién o comunicacién anormal entre el cerebro y el intestino, no
parece tener un unico origen y es la suma de multiples pequenos factores o
desencadenantes (48). En una situacion basal idonea para que el eje intestino-
cerebro permanezca inalterado deben concurrir ciertos condicionantes como son la
ausencia de factores genéticos subyacentes y una adecuada integridad de la mucosa
intestinal. Esta integridad de la mucosa requiere de un ambiente microbiano
equilibrado sin estimulos nerviosos inadecuados y un balance hormonal e

inmunologico perfecto.

Cambios en la microbiota intestinal. Como se aprecia en la figura 13, hasta en
un 10% de los episodios infecciosos gastrointestinales no se produce una curacion
total y ese disbalance creado entre las especies microbidticas es el punto de partida
para el desarrollo del SII (49), si bien una reciente revision con metaanalisis
efectuada por Porcari eleva la cifra hasta un 14,5% (50). Es el denominado SII-PI

(post-infeccion).
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Figura 13. Hipétesis microbiana en el SII (Pimentel, 2020).
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En otras ocasiones, sin embargo, el SII es considerado un trastorno
biopsicosocial caracterizado por una comunicaciéon anormal entre el cerebro y el
intestino, que se ve exacerbada por diversos desencadenantes externos e internos.
En primer lugar la hipersensibilidad visceral es ocasionada por estimulos nerviosos
mantenidos (51,52) en el intestino, debido a hipervigilancia inducida por estrés o
hiperalgesia verdadera, y conlleva a una alteracion de la motilidad (53), de las
secreciones y provoca la aparicion de fendmenos alternativos de diarrea y
estrefiimiento. Estos estimulos nerviosos se asocian a procesos tales como el estrés,
la depresion y la ansiedad (34,54). En otras ocasiones se observan alteraciones en
las regiones cerebrales que procesan los estimulos cerebrales, lo que provoca una
amplificacion de este estimulo al reducir los mecanismos antinociceptivos del dolor

visceral (46).

Ademads, se produce una respuesta distorsionada del eje hipotalamo-
hipofisario-adrenal, en la que participa el mediador primario de la respuesta al
estrés, el factor liberador de corticotropina (55), asi como la activacion del sistema
inmunitario a nivel de la mucosa intestinal, lo que conduce a un aumento de
mastocitos y linfocitos intraepiteliales, lo que resulta en una inflamacién de bajo
grado (56), junto con defectos en la senalizacion serotoninérgica. Parece que la
serotonina juega un papel importante en la estimulacién gastrointestinal y podria
ser la causa de inicio del SII (57), sobre todo en el SII-D en el que la biosintesis de
serotonina en las células enterocromafines y su posterior secrecidn, esta
aumentada, a partir de sus precursores, fenilalanina y triptéfano que en ocasiones
se encuentran aumentados como resultantes de una actividad metabdlica de una
microbiota alterada (58). En un estudio reciente (59), pacientes con SII presentaban
elevaciones de cortisol y adrenalina y de citoquinas proinflamatorias IL-6 e IL-10,
lo que conlleva una estimulaciéon neuroendocrina que implica a su vez una
estimulacion inmunoldgica que en su conjunto puede provocar los mismos

sintomas que presenta el paciente con SII

Factores genéticos condicionan también la regulacién inmunoldgica del
microambiente de la mucosa intestinal. Asi pues, individuos con un perfil genético
que codifique la expresion de citoquinas proinflamatorias, tendrdn también una

mayor predisposicion al desarrollo del SII (60), ya que desarrollardan un status
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proinflamatorio inmunoldgico, en el que otros factores ahadidos asociados al SII

aceleraran el inicio de la enfermedad.

Por otro lado, ciertos alimentos actian como inductores del SII al alterar el
microambiente de la mucosa y desencadenar respuestas inmunes locales que
acaban por afectar al equilibrio celular, perdiéndose la integridad al alterarse las
uniones estrechas entre las células de la mucosa debido a que los factores
inmunoldgicos ejercen su funcion proinflamatoria. Los alimentos tipo FODMAP
(fermentable oligosaccharides, disaccharides, monosaccharides and polyols) (61,62), asi
como los que contienen un exceso de sales biliares contribuyen al dafio en la

mucosa (63)

Asi pues, cuando se produce las disbiosis (49,64,65), en un primer momento
se produce una activacion inmunolédgica a nivel celular y de la mucosa intestinal
que provoca una inflamaciéon de bajo grado junto a una mayor permeabilidad
intestinal que genera pérdida de integridad de la barrera epitelial generando dolor
visceral. Ese mismo dolor e hipersensibilidad visceral tiene otro mecanismo de
generacion neurogénico, a través del sistema nervioso entérico y que va a producir

cambios en la motilidad intestinal. Todos estos efectos quedan resumidos en la

figura 14.
DISBIOSIS
Disfuncién de Inflamacion Activacién inmunolégica Alteracion del Cambios de la
la barrera de bajo a nivel celulary de la Sistema Nervioso movilidad
epitelial grado mucosa Entérico intestinal
Dolor visceral Inflamacion de bajo grado Hipersensibilidad visceral Dolor visceral
Intestino permeable Cambios en los habitos

intestinales

Figura 14. Consecuencias de la disbiosis (Pimentel, 2020).
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En resumen y como se muestra en la figura 15, las tres principales vias de

interaccion que afectan al eje microbiota-intestino-cerebro son (66):

A.  Viaendocrina: afecta al eje hipotaldmico-pituitario-suprarrenal (HPA)

y alas células entéricas endocrinas (CEE).

B.  Via neural: constituida por el nervio vago y el sistema nervioso

entérico.

C.  Via inmune: mediada fundamentalmente por las citoquinas liberadas

en las vellosidades y criptas intestinales.

Brain Gut Microbiota

A

Hipotalamus.
HPA-axis
(endocrine pathway)

Immune pathway (cytokines)
"&m communication

Neural pathway (Vagus nerve + enteric nervous system)

Figura 15 Vias de comunicacion del eje microbiota-intestino-cerebro (Simon, 2021).
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Figura 16. Influencia de los metabolitos bacterianos en el eje intestino-cerebro (Kostiuchenko, 2024.)

En los altimos afos, la microbiota intestinal ha sido identificada como un
actor integral en la comunicacion intestino-cerebro a través de multiples
mecanismos. Las sefiales de la microbiota intestinal pueden modular el eje
intestino-cerebro a niveles neuronales, endocrinos e inmunologicos (67). Ademas,
cada vez hay mas evidencia que respalda que la microbiota intestinal esta
involucrada en la fisiopatologia del SII. La disbiosis, junto con la funciéon de barrera
intestinal comprometida y la inflamacion de bajo grado, que influyen incluso en la
actividad del sistema nervioso entérico, también son factores clave en el desarrollo

de la sintomatologia asociada al SII descrita anteriormente (56,68).

Como se aprecia en la figura 16, metabolitos y productos bacterianos
derivados de la microbiota intestinal pueden ejercer efectos en 6rganos distantes,

como el cerebro, a través de distintos mecanismos. En primer lugar, puede
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producirse un efecto directo sobre el cerebro cuando elementos estructurales
bacterianos como el lipopolisacarido o el péptidoglicano de la pared celular
bacteriana atraviesan la barrera hematoencefdlica. Estos compuestos pueden
modificar la integridad de dicha barrera, facilitando el paso de sustancias que, en
condiciones fisioldgicas, no lograrian cruzarla (69-71). Por otra parte, las células
enterocromafines reaccionan frente a metabolitos de la microbiota intestinal como
el triptéfano, estimulando los receptores tipo triptéfano hidrolasa (TPH) y
sintetizan serotonina (el 90% de la serotonina es sintetizada en estas células). De
manera opuesta bacterias productoras de indol desdoblan el triptéfano impidiendo
la sintesis de serotonina, lo que limita su disponibilidad en el individuo. La
microbiota intestinal contribuye a la sintesis de otros neurotransmisores como la
noradrenalina, dopamina, histamina, acetilcolina y el GABA (dcido gamma
aminobutirico), que mediante el sistema nervioso entérico, generan sefales o
estimulos que a través del nervio vago llegan al cerebro (72). Los metabolitos de la
microbiota pueden influir también en el cerebro al afectar a la respuesta
inflamatoria. Podemos observar una estimulacién inmunoldgica tras la union de
PAMPs (pathogen associated molecular patterns) a los receptores TLR (toll-like receptor)
de las células epiteliales intestinales, de las células musculares lisas de la pared
intestinal y de las células dendriticas. Esta interaccion puede desencadenar la
liberacion de citoquinas proinflamatorias y la activacion de células inmunitarias
sanguineas (como los macroéfagos) que al atravesar la barrera hematoencefalica
pueden ejercer su funcidn en el cerebro Asimismo, los AGCC también activan
receptores en las células L endocrinas encargadas de regular la secrecion de
hormonas (73,74), las cuales secretan hormonas como el GLP-1 y GLP-2 (glucagon-
like peptides) y el PYY (peptide YY) tan de moda ahora por los tratamientos frente a
la obesidad y la diabetes mellitus de tipo 2. Asi pues, vemos como de nuevo una
alteracion en la microbiota, tiene una base fisiopatoldgica relacionada con

enfermedades tan prevalentes como son la obesidad y la diabetes tipo 2.

A nivel intestinal la Idmina propia esta densamente poblada por macrdfagos,
células dendriticas y linfocitos(72). Estas células estimuladas por metabolitos o por
alteraciones de la mucosa o las uniones estrechas entre células epiteliales
intestinales van a actuar como células presentadoras de antigeno de manera que

los linfocitos T se activen y se diferencien en subpoblaciones Thl, Th2, Th17 o Th
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reguladoras, capaces de activas mastocitos y monocitos a nivel de la propia mucosa
intestinal pero también a nivel sanguineo. Los mastocitos liberaran histamina de
sus vesiculas y generaran una respuesta con edema e inflamacion. Por otro lado, se
estimularan otros linfocitos B que segregaran citoquinas proinflamatorias y crearan
un circuito de retroalimentacion positiva de inflamacion e inmunidad aumentada

para ayudar a eliminar el estimulo bacteriano que la indujo inicialmente.

La proliferacion o sobrecrecimiento de bacterias en el intestino delgado mas
conocido como SIBO (Small Intestinal Bacterial Overgrowth) es una complicacion
frecuente en los pacientes con SII. Consiste en una proliferacion de bacterias
colénicas, mayoritariamente Pseudomonadota (Klebsiella, Escherichia) y Bacillota
(Enterococcus) que van a provocar alteraciones en la funcion del sistema nervioso
entérico, en la permeabilidad intestinal, aumentan la motilidad, crean una ligera

inflamacion (de bajo grado) y alteran la absorcion de &cidos biliares (75).

En la microbiota de nuestro intestino se han identificado arqueobacterias
metanogénicas, procariotas entre las que destaca Methanobrevibacter smithii. En caso
de proliferar y elevar la cantidad de metano que producen habitualmente, pueden
también potenciar los sintomas del SII, sobre todo enlentecer el transito fecal y

provocar una baja motilidad (76).

En resumen, al estado de disbiosis se llegaria a través de una, dos o las tres
vias de manera progresiva e insidiosa, de manera que si no se acttia para provocar

su reversion los estimulos serian acumulativos.



54 JOSE MARIA ALAMO MARZO

Gut lumen
Gut microbial Metabolites Bacte!'i_al
imbalance S Ve compositions
o * ® Ve
| f_lﬁ
Gut
commensals ( 1 )
jglﬁmogens SCFAs Trp BAs Histamine Others lipopeptide LPS

o ' ’ A ' ' peptidoglycan -
: l Y Y : 8 bt
: ' ‘z!:’ m ' 7 '

1 AR ‘-’ _u':\- T i IR g ® ©
Ll M ' ) '
; : : : v v , '
: ' ' Flavonoid ! ‘
' ' NA,DA, & '
Stimulate/ i v | GABA etc., Protease, \ o
inhibit bowel ,  Intestinal motility T | ¢ etc. Intestinal motility T
movement v intestinal barrier { | - 4 '
v

o

v COX2

15y PGE2

BMP2 NO

A A

Intestinal motility T
Figura 17. Papel de la microbiota intestinal en el SII (Adaptado de Zhao, 2024).

Es probable que una combinacidon de todos estos factores y mecanismos
contribuya a una manifestacion de los sintomas del SII de una manera muy
variable. Esta gran variabilidad sugiere que serian diferentes los mecanismos que
podrian predominar en los diferentes sujetos. Ademas, el modelo conceptual actual
del SII considera el papel de los factores psicosociales en el aumento de la
susceptibilidad a desarrollar y exacerbar los sintomas a través de las interacciones

cerebro-intestino.

Como se aprecia en la figura 17, esta gran complejidad nos conduciria a una
medicina personalizada en funcion de las caracteristicas especificas de cada
paciente, su hdbitat, estilo de vida, status social, tipo de SII, microbiota especifica,
sintomatologia y factores de riesgo. Asi mismo el tratamiento tendra que ser

personalizado.
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1.2.7.2.  Evidencia del papel de la microbiota en la etiopatologia del sindrome
del intestino irritable.

Una de las mayores pruebas de la relacion entre SII y microbiota intestinal ha
sido la transferencia de heces de pacientes con SII a ratones germ-free (libres de
gérmenes) (77), en los que esta transferencia induce un cuadro clinico similar al SII,
incluyendo cambios en la motilidad intestinal, activacion del sistema inmune
innato, incremento de la permeabilidad intestinal e hipersensibilidad visceral (78).
De ahi que uno de los tratamientos que podrian utilizarse para paliar la severidad
del sindrome de intestino irritable sea el trasplante de microbiota fecal (TMF). El
TMF induciria un alivio significativo en las molestias gastrointestinales y, por
consiguiente, en la calidad de vida relacionada con el SI1 y en la fatiga en pacientes

con SII, mediante la restauracion de la microbiota gastrointestinal en los mismos.

Desde la aprobacion en 2013 por la FDA (Food and Drug Administration) para
el tratamiento de la infeccién gastrointestinal recurrente por Clostridioides difficile
resistente a vancomicina, el trasplante de microbiota fecal ha despertado el interés
de muchos gastroenterdlogos, no sélo para el tratamiento el SII. Aunque no esta
considerado como tratamiento de primera eleccion para el SII y existen diversos
estudios con resultados contradictorios (en algunos se observa una clara mejoria
clinica y de la calidad de vida, en otros no se observa ningun efecto) cada vez son
mas los ensayos donde se incorpora este tratamiento en pacientes con SII en los que
otros abordajes terapéuticos han fracasado. En un trabajo publicado en 2019
Mazzawi resefia (79) como el TMF restaur¢ las alteraciones del microambiente
intestinal en pacientes con SII-D durante las primeras 3 semanas y mejor6 sus
sintomas hasta 28 semanas. En otro trabajo Johnsen (80) refiere una clara mejoria
de los sintomas en un ensayo clinico frente a placebo, pero requiere de aumentar la

n en dicho estudio.

En un reciente trabajo de revision (81) Wang concluye que si observa mejoria
en los sintomas de los pacientes con SII pero existe un alto grado de heterogeneidad
entre ellos, mientras que por el contrario en otras 2 revisiones realizadas en 2019
por Xu (82) y Myneedu (83) no se concluyé que los pacientes con SII mejoraran de
manera objetiva y/o significativa.

En la actualidad existen bancos de heces en diferentes hospitales a lo largo

del pais, donde donantes seleccionados con unos criterios de seleccion muy
exigentes depositan sus heces. Tras un procesado de las mismas se liofilizan y se
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encapsulan de manera que los pacientes seleccionados para recibir el tratamiento
pueden tomarlo de manera oral. Otro procedimiento consiste en obtener una
suspension fecal con los microorganismos y depositarla en diferentes lugares del

intestino mediante colonoscopia como se detalla en la figura 18.

FECAL MICROBIOTA TRANSPLANTATION
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naso-jejunal tube oy
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Figura 18. Esquema de preparacion del trasplante de microbiota fecal (Mazzawi, 2022).
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1.2.8. Composicion normal de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal es un término colectivo que designa al complejo
ecosistema intestinal de microorganismos, que incluye bacterias, virus, hongos y
protozoos. Las bacterias predominan y constituyen mas del 99 %, de ahi el nombre

de microbiota intestinal (84).

La aparicion a finales del siglo XX de las ciencias —6micas y la tecnologia de
secuenciacion masiva (NGS) ha permitido revolucionar el diagndstico
microbioldgico con la caracterizacion en el tracto gastrointestinal de mas de 1000
especies diferentes pertenecientes a 10 filos diferentes respecto a las 40 especies de

4 filos detectables por las técnicas de cultivo microbiologico tradicionales (85).

Con la instauracion de los proyectos The Human Microbiome Project (86) que
partio de la iniciativa norteamericana del National Institute of Health en el afio 2007
y la iniciativa posterior de la Unién Europea conocida como Metahit (Metagenomics
of the human intestinal tract) (87) se han elaborado estrategias para avanzar en el
conocimiento de los componentes microbianos del panorama genético y
metabdlico humano y cémo estos contribuyen a la fisiologia normal y a la

predisposicion a muchas enfermedades.

Esta microbiota intestinal posee unas caracteristicas tinicas que la han llegado
a considerar como un érgano mas del cuerpo humano. Est4 constituida por billones
de microorganismos y se considera que un ser humano posee mas
microorganismos que células propias, de tal manera que en un humano tipo de
70kg y 1,75m de estatura puede llegar a pesar unos 300 g, y la ratio bacteria/célula
humana puede oscilar entre 1.3 y 1.

En un individuo podemos encontrar microbiota en diferentes localizaciones
siendo las mas relevantes boca, piel, vagina, aparato respiratorio y tracto
gastrointestinal, cada una con su composicion diferencial. El 95% de los
microorganismos de un individuo se hallan en el tracto gastrointestinal de tal
forma que se considera uno de los ecosistemas mas densamente poblados de todo
el planeta, calculdandose que la superficie de todo el tracto gastrointestinal oscila
entre 250 y 400 m? (88). Como se observa en la figura 19, en el tracto gastrointestinal
predominan los filos Bacillota, Bacteroidota, Actinomycetota (90-95% entre los tres

primeros) (89) y Pseudomonadota, a nivel de familia Lachnospiraceae, mientras
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que a nivel de género destacan Bacteroides, Faecalibacterium, Bifidobacterium,

Roseburia y Alistipes entre otros (90).
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Figura 19. Abundancia de las especies en el intestino humano a nivel de filo y de género (Alvarez, 2021).

1.2.8.1.  Enterotipos humanos de la microbiota intestinal

En humanos existen 3 enterotipos intestinales distintos, con composiciones
diferentes y condicionadas sobre todo por la dieta de sus hospedadores.
Actualmente esta clasificacion se considera algo simplista (91) y no se debe hablar
de enterotipo tan sdlo, sino que debemos citarlo en un contexto de factores como
se recogen en la figura 20, porque corremos el riesgo de simplificar en exceso todos

los factores que influyen realmente en dicha composicion.
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Figura 20. Marcadores potenciales de un microbioma saludable (Van Hul, 2024).

En esta representacion los enterotipos quedan solo como los subtipos de

microbiota en funcion de la composicién microbiana.

Los principales enterotipos (92) no dejan de ser sino robustos clusters o

grupos de clasificacién, como se aprecia en la figura 21.

Enterotipo 1 o Bacteroides: es un enterotipo que se suele detectar en aquellas
personas que siguen una dieta alta en proteinas, como es el caso de los deportistas,
o de grasas. Por lo tanto, se consumen muchos alimentos de origen animal. Este
enterotipo es el mas frecuente en poblacion europea alcanzando al 56% de la

misma.

Enterotipo 2 o Prevotella: es habitual que este enterotipo esté relacionado con
un consumo de fibra elevado y, en ocasiones, se observa en personas que siguen
una dieta vegetariana donde predominan los alimentos de origen vegetal.
Constituye el segundo enterotipo en prevalencia en Europa con un 37% de la
poblacién.
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Enterotipo 3 o Ruminococcus: es uno de los enterotipos mas comunes y en el
que hay un consumo moderado de alimentos de origen animal y vegetal, sin
excederse. Por tanto, hay una mayor diversidad y riqueza microbiana. Pese a ser el
mas adecuado y equilibrado es el menos frecuente en nuestro continente y tan sélo

se encuentra en el 13% de los europeos.

Enterotipos humanos

® Bacteroides ™ Prevotella ® Ruminococcus
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1,2
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0,6 . ==
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Figura 21. Enterotipos humanos (Adaptado de Arumugaman, 2011).

La composicion de la microbiota no es constante a lo largo de la vida de los
humanos, alcanzando la méxima diversidad y abundancia en la edad adulta (88),

aunque a los tres afios de edad la diversidad es ya muy similar a la del adulto.

En el nacimiento es a través del canal del parto cuando el recién nacido
adquiere las primeras especies de Lactobacillus y a través de la leche materna se
aportan especies de Bifidobacterium y una gran variedad de galactooligosacaridos
(GOS) que van a favorecer la proliferacion de estos microorganismos. Este tipo de
transmision vertical de microbiota no se produce en nacimientos por cesdrea y en
nifios alimentados con leches artificiales. Curiosamente en los nifios nacidos por
cesarea se detectan especies pertenecientes al personal que atiende el parto y otras

especies colonizadoras de la piel (principalmente Bacillota). Como alternativa se
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esta haciendo ingerir flujo vaginal de la madre, frotando la boca, la cara y el cuerpo

del recién nacido como alternativa terapéutica a este tipo de carencia.

La dieta es el principal aporte de microbiota en el desarrollo del nifio, de tal
forma que conforme se van introduciendo nuevos alimentos en la dieta, nuevas

especies colonizan su intestino (Bacillota, Bacteroidota y Pseudomonadota (93).

Existe un mecanismo de transmision horizontal que se produce por
convivencia directa con mas individuos en el hogar, por contacto con mascotas y
animales y por vivir en un entorno rural. Esto favorece la abundancia y la

diversidad.

En el adulto el tipo de dieta también va a ser uno de los principales
moduladores de la microbiota. Una dieta mediterranea basada en frutas, verduras
y legumbres seria la base de una microbiota saludable y variada, mientras que la
denominada dieta Occidental (rica en grasas saturadas, hidratos abundantes, salsas
y alimentos procesados y bebidas azucaradas) iria en direccion opuesta con una

microbiota menos abundante y proinflamatoria.

Con el paso del tiempo en pacientes de mayor edad empezamos a encontrar
una pérdida de la abundancia y de la diversidad, que se va acentuando a lo largo

de la vida.

1.2.8.2. Las tres lineas de defensa de un intestino “sano”

Una microbiota considerada sana sera el resultado de un balance entre
factores propios del individuo (intrinsecos) y externos/ambientales (extrinsecos)

que interaccionan entre si y se mantienen en un equilibrio dinamico.

Los principales factores intrinsecos son los relativos a la edad, la manera de
nacer, la funcionalidad del sistema inmune, las capacidades metabolicas del higado

y de sintetizar lipidos y los factores genéticos.

En cuanto a los factores extrinsecos el principal es la dieta, la higiene
personal, el estilo de vida, la practica deportiva, el estrés, los patrones de suefio, la
exposicion a toxicos y contaminantes ambientales y a gérmenes y por tltimo las

interacciones sociales.
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En la figura 22 observamos como este equilibrio va a tener como garante

hasta 3 lineas defensivas, la microbiota intestinal, la barrera intestinal y el higado.
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Figura 22. Las tres lineas de defensa del equilibrio saludable intestinal (Adaptado de Van Hul, 2024).

1.2.8.2.1. Linea defensiva 1. La microbiota intestinal.

En este microhabitat el mencionado equilibrio no debe alterarse. Asi pues, la
microbiota actia como tampdn regulador de pH (entre 5,5 y 7), permitiendo
sobreexpresar algunas poblaciones y restringiendo la abundancia de otras, en
funcion de la dieta y otros factores del equilibrio, como la produccion de gases que
va a depender de la fermentacion de los componente de la dieta y de las especies
colonizantes. De la misma manera que con el pH, el intestino “sano” equilibra la
produccion de gases gracias a las abundancias relativas de especies de la
microbiota. La produccién de los diferentes metabolitos es clave en la salud
intestinal. Los principales productos son los AGCC, los 4cidos biliares y el
triptéfano. La propia composicion de la microbiota estard determinando al
intestino, de tal manera que en un intestino sano encontraremos una mayor

diversidad bacteriana y un menor predominio de especies dominantes. Las propias
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caracteristicas de la microbiota como son la resiliencia y la redundancia funcional
influyen en mantener el equilibrio con mayor facilidad. La ausencia de marcadores
de inflamacion también va a ser un indicio de que nos encontremos ante un

intestino sano.

1.2.8.2.2. Linea defensiva 2. La barrera intestinal.

La segunda linea de defensa estd compuesta por una barrera formada por
células intestinales, moco, uniones estrechas, células inmunes y péptidos
antimicrobianos que ejerce de separacion entre el medio interno y externo. La
integridad de esta barrera sera la garante de un intestino sano. De nuevo es
necesario un equilibrio entre todas las piezas del puzle y la presencia de
microorganismos patogenos y/o estimulos perniciosos que pretendan alterar dicho

equilibrio.

1.2.8.2.3. Linea defensiva 3. El higado.

El higado va a formar la tercera linea defensiva como el érgano encargado de
la detoxificacidn de las toxinas bacterianas y la regulacion de los metabolitos y sus

derivados, asi como de modular la respuesta inmune a nivel local y sistémico.

1.2.8.3.  Caracteristicas y funciones de la microbiota intestinal.

La microbiota intestinal posee una serie de caracteristicas propias muy

importantes entre las que destacariamos:

Resiliencia: capacidad de resistencia al cambio de la composicion de la propia
microbiota, que si se vence puede dar a dos situaciones muy diferentes, disbiosis
como hemos comentado anteriormente (proceso de alteraciéon) o a una nueva
microbiota beneficiosa como resultante de una dieta adecuada persistente en el
tiempo.

Redundancia funcional: los genes de muchas de las especies que forman la
microbiota intestinal tienen una misma funcién. Ello permite al que variaciones en

la composicion no afecten al ecosistema y al individuo.

Estas caracteristicas nos permiten resistir sin alteraciones a pequefias

variaciones de la composicion de la microbiota o de una duracidon no demasiado
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larga, porque traspasado el denominado umbral de resiliencia si se produce el
cambio en la microbiota, se inicia la disbiosis y se pueden iniciar las primeras

alteraciones.

Las principales funciones de la microbiota intestinal se pueden agrupar en

tres, protectora, metabdlica y estructural.

A. La funcion estructural estd basada en el mantenimiento de la capa de
moco que segregan las células secretoras intestinales. Con ello
favorecen el mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal,
regularizando las uniones estrechas entre dichas células, favoreciendo
la microvascularizacién y el desarrollo de las propias criptas y

vellosidades intestinales.

B.  La funcion protectora es ejercida fortaleciendo la barrera intestinal por
la sintesis de bacteriocinas, H20: y 4cidos organicos. Colabora en el
desarrollo y maduraciéon del sistema inmune fortaleciendo Ia
inmunidad innata y adaptativa. También protege nuestro intestino
compitiendo con los patégenos por alimento y habitat, desplazandolos

y evitando su agregacion y proliferacion.

C.  La funcidon metabolica se desarrolla por la biosintesis de vitaminas (K,
grupo B) y aminodcidos, colaborando en la biosintesis de hormonas y
neurotransmisores. Participa en la detoxificacion de los acidos biliares
y otras moléculas exdgenas. Es la encargada en exclusiva de la
fermentacion de la fibra dietética, formada por carbohidratos complejos

no digeribles y es imprescindible en la sintesis de AGCC.

1.2.9. Composicion y descripcion de la microbiota en pacientes con sindrome

del intestino irritable.

Cada vez hay mas evidencias que sugieren que la disbiosis microbiana
conduce al desarrollo del SII. En la bibliografia encontramos estudios que evaltan
las alteraciones de la microbiota en pacientes con SII, aunque mayoritariamente se

basan en el estudio de la microbiota fecal, mientras que sdélo unos pocos
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investigaron tanto la microbiota de la mucosa como la fecal (94-96). El anélisis
comparativo de la secuenciacion del gen 165 rARN revel6 diferencias estructurales
entre la microbiota fecal y la microbiota de pacientes con SII, con una correlacion

significativa entre ambas.

Las muestras fecales mostraron niveles mds altos de Bacillota y
Actinomycetota mientras que la microbiota de la mucosa fue mas rica en

Bacteroidota y Pseudomonadota (97).

Muy pocos de estos estudios han mostrado una firma microbiana especifica
del SII, que no se han logrado replicar en estudios mas amplios (98-101). Varios
estudios, pero no todos, han demostrado que la diversidad microbiana general en
muestras de heces de pacientes con SII es menor en comparacion con la de

individuos sanos(97).

El primer estudio dirigido a caracterizar la microbiota de pacientes con SII
mediante técnicas moleculares se realizé en 2007. Este estudio reveld diferencias
significativas en la microbiota fecal entre pacientes con SII y controles sanos, en

varios géneros bacterianos como Coprobacillus, Collinsella y Coprococcus(102).

En 2010 uno de los primeros estudios sobre la microbiota en el SII encontré

una menor colonizacion en pacientes con SII que en controles sanos (94).

Al ano siguiente, en 2011, se describe por primera vez, un aumento del ratio
Bacillota/Bacteroidota en pacientes con SII a expensas de los aumentos de Dorea,
Ruminococcus 'y Clostridium spp con descenso asociado de Bacteroides y
Bifidobacterium (103).

Un estudio realizado por Jeffery en 2012 confirmo esta alteracion del ratio
Bacillota/Bacteroidota con deplecion asociada de Bacteroides spp en la poblacion SII
(104). Sin embargo, en otro estudio que evaluaba la respuesta a un probidtico;, los
resultados fueron los contrarios, encontrando un aumento de Bacteroidota en
pacientes con SII (105). Por otro lado, de nuevo Jeffery pero en 2020 estudiando la
microbiota de pacientes con malabsorcién de acidos biliares que incluyé a 80
pacientes con SII y 65 controles sanos, detect6 una mayor abundancia de
Ruminococcus gnavus y Lachnospiraceae, asi como niveles mds bajos de Barnesiella
instestinihominis y Coprococcus catus en la microbiota fecal de pacientes con SII (106).

Estos hallazgos coinciden con otras investigaciones que identificaron una mayor
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abundancia de Ruminococcaceae, Bacteroidota y Lachnospiraceae en personas con
SII (98,103,104).

Parece que la severidad de los sintomas de los pacientes con SII
correlacionaba inversamente con la alfa diversidad y la riqueza de la microbiota
con predominancia de Clostridiales y especies de Prevotella (98). En un estudio que
analizo amplicones pertenecientes a pacientes con SII de diversos paises frente a
amplicones de controles sanos (con el objetivo de crear un grupo con una n mayor)
se observo aumento de Pseudomonadota y Streptococcus en el grupo SII, pero la
heterogeneidad entre los paises y las caracteristicas de los pacientes y controles deja
muchas posible fuentes de variacion y no se establece una firma microbiana robusta
(107).

El primer metaanalisis que se encuentra en la bibliografia fue realizado por
Zhuang (108), pero por incluir estudios con metodologia obsoleta no tenemos en

consideracion sus resultados.
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Figura 23. Principales alteraciones de la microbiota en el SII (Cheng, 2024).

En un segundo metaandlisis realizado por Liu en 2017, aparte de apreciar una
disminucion de Bifidobacterium y Lactobacillus en pacientes con SII, se postula por
primera vez si los diferentes subtipos de SII pueden tener patogénesis diferentes,
de manera que la disminucién comentada de Bifidobacterium y Lactobacillus es mas
frecuente en el SII-D. Ademas, se relaciona el SII-E con un aumento de especies

metanogénicas (109).
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En la revision de 2019 realizada por Duan, que utiliza la secuenciacion del
gen 16S rARN, se confirma disminucion de la alfa diversidad en la microbiota fecal
de pacientes con SII (99). En la mayoria de estudios hay aumento de Bacillota y
descenso de Bacteroidota, con aumento de la ratio Bacillota/Bacteroidota a nivel de
filo. También hay aumento de Clostridia y de Pseudomonadota, a expensas de la
familia Enterobacteriaceae. A nivel de familia y de género Lactobacillus aumenta. La

disminucion de Bacteroidota se sustenta en el género Prevotella.

En otro metaandlisis de 2020, Agnello (110). Refleja una mayor abundancia
del género Streptococcus que ha sido previamente informado en la enfermedad
inflamatoria intestinal (111). y en el SII-D (102). Este hallazgo relacionaria a
Streptococcus agalactine con la disfuncion intestinal que aparece en las dos
enfermedades referidas. La presencia de Clostridium perfringens, patogeno entérico,
se asocio con el SII-PI (112) .

En la magnifica revision de los doctores Singh y Lembo (113), se aportan
estudios como el de Rangel (114) que utilizando microarrays gendmicos en
muestras fecales y de mucosa intestinal detectaban aumentos de Actinomycetota,
Bacilli, Clostridium y Pseudomonadota mientras el descenso informado fue de
Bacteroidota, siempre en las muestras fecales, pero con grandes diferencias entre
las muestras. En el trabajo de Maharshak de 2018 (115) con muestras fecales y de
mucosa pero con secuenciacion del gen 16S rARN, se observaba descenso de la
riqueza en las muestras fecales pero tan solo descenso de Faecalibacterium en SII-D
y aumento de Dorea en SII-D también. Se discute también un trabajo de
investigacion de Vich Vila con secuenciacion metagendmica de muestras fecales

que confirma el aumento del filo Actinomycetota y descenso de Bacteroidota (116).

En una revision muy reciente (117) realzada por el doctor Cheng, se reafirma
que a nivel de filo, la mayoria de estudios muestran que Pseudomonadota aumenta
en los pacientes con SII (114), como se aprecia en la figura 23, mientras que en otros
trabajos los pacientes con SII tienen un nuimero reducido de especies de
Lactobacillus, mientras que la abundancia de Ruminococcus gnavus 'y
Lachnospiraceae es significativamente mayor. Aunque algunas investigaciones
indican que no hay diferencias entre los pacientes con SII y los controles (118), las
investigaciones sobre los otros tres filos (Bacteroidota, Actinomycetota y Bacillota)

muestran resultados variables.
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Aunque existe una heterogeneidad significativa en los hallazgos de estos
estudios, otro metaanalisis (113) mostr6 una sobreabundancia del filo Bacteroidota
y las familias Lactobacillaceae y Enterobacteriaceae en pacientes con SII en
comparacion con controles sanos. También parece haber una abundancia reducida

de los géneros Faecalibacterium y Bifidobacterium.

Como se aprecia en la figura 24, el estudio de Pittayanon (119) describe un
incremento de Escherichia coli y Lactobacillus en pacientes con SII de China. Ademas,
hubo incrementos en Bacteroides y descenso de Bifidobacterium en poblacion global.

Otros autores detectaron una disminucion de Faecalibacterium prausnitzii (109).

Lactobacillaceae

IBS vs controls Bifidobacterium Bacteroides
4 Faecalibacterium Enterobacteriaceae

Figura 24. Diferencias en la composicion de la microbiota entre controles sanos y pacientes con SII (Pittayanon, 2019).

Varios autores sefialan discrepancias en los perfiles de microbiota fecal entre
los subtipos de SII. Algunos estudios sefialan discrepancias en los perfiles de
microbiota fecal entre los subtipos de SII. Algunos estudios no informan de
diferencias en la composicién de la comunidad microbiana entre SII-E y SII-D
(99,119), mientras que otros estudios asociaron diferentes subtipos de SII con una
firma microbiana individual (101). Si analizamos el SII por subtipos, en el SII-D se
ha mostrado una sobreabundancia del filo Bacteroidota y una disminucién del
género Bifidobacterium (64,100). El SII-D se caracteriza con una reduccidén
significativa de la diversidad y un incremento potencial de bacterias perjudiciales
como Pseudomonadota y bajo nimero de Actinomycetota y Bacteroidota,
comparado con los niveles en el SII-E (64). Destaca la reduccién de Bifidobacterium

y Lactobacillus, por su capacidad de ejercer efectos bactericidas frente a patogenos
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y promover la inmunotolerancia a través de la produccion de metabolitos, como
los acidos organicos y los AGCC. En el caso del SII-E, usualmente se asocia con
grandes cantidades de Bacillota, pero no con una reduccién tan grande de la alfa
diversidad como ocurre en el SII-D (120).

Aunque algunos estudios han encontrado una asociacion entre grupos
especificos de bacterias y la severidad de la enfermedad (98,121), estos hallazgos
no han sido replicados de manera consistente por estudios adicionales,
probablemente debido a limitaciones significativas de estos estudios:
heterogeneidad de pacientes con SII (incluidos subtipos), estudios de un solo centro
con un tamano de muestra pequefio y falta de metadatos sobre controles sanos (es

decir, si eran de la misma edad o género).
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Figura 25. Cambios en la microbiota de los diferentes subtipos de SII (Surdea-Blaga, 2024).

En otro metaandlisis muy reciente y como se observa en la figura 25, si
analizamos los cambios en profundidad en funcién del subtipo de SII, volvemos a
constatar la falta de heterogeneidad de los estudios y la falta de una firma
microbidtica reproducible (122), como se constata en un estudio realizado en China

(107,123) con pacientes con SII-D frente a controles sanos.
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1.2.10. Tratamiento del sindrome del intestino irritable.

Con todas las evidencias comentadas hasta ahora parece razonable pensar
que cambios en la composicion de la microbiota intestinal van a influir en la

progresion y en la curacion o al menos atenuacion de los sintomas del SII.

1.2.10.1. Dieta

El control dietético de los pacientes con SII ha sufrido una evolucion
permanente desde las primeras recomendaciones del NICE (National Institute for
Health and Care Excellence) (124), donde se recomendaban unos cambios en el estilo

de vida con incremento del ejercicio, dieta y medicacion basado en los sintomas.

Mas recientemente en una revision y metaandlisis de 12 ensayos (61),
aplicaron la dieta baja en FODMAP disminuyendo los sintomas y la severidad de
los mismos utilizando como medida el indice IBS-SSS (Intestinal Bowel Syndrome
Severity Scoring System). Sin embargo, no parece funcionar por igual en todos los
subtipos de SII. Otros estudios demostraron que la dieta baja en FODMAP reduce
los niveles de Bifidobacterium y en general la carga bacteriana global (60). No
obstante, los beneficios, principalmente inmunomoduladores, que aporta la dieta

mediterranea mejoran la sintomatologia de pacientes con SII (62).

1.2.10.2.  Probiédticos, prebioticos, simbioticos y postbiodticos

El empleo de todos estos preparados alimenticios no esta validado por la
AGA (American Gastroenterological Association) (125) para el tratamiento del SII, en
estos momentos, ni por el ACG (American College of Gastroenterology) (126),
fundamentalmente porque es necesario replicar a gran escala los prometedores
resultados que se han obtenido en los ensayos clinicos aleatorizados que se han
efectuado hasta la fecha. En una revision de 2020 para la AGA, evaluando
especialmente el efecto de los probidticos, Preidis (127) insiste en evaluar el efecto
de los probidticos con estudios multicéntricos, pero poniendo el foco en la cepa
utilizada, el tiempo de tratamiento, la carga bacteriana del preparado probiotico y

si se usan o no, tratamientos concomitantes.

Los probiodticos son preparados orales que contienen microorganismos

activos que pueden colonizar el tracto intestinal si se suministran con la
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concentracion necesaria y el tiempo suficiente. Hasta la fecha preparados
probiodticos que contienen diferentes microorganismos (Lactobacillus plantarum,
Bacillus coagulans, etc) o mezclas multimicroorganismo, han sido efectivos en SII-D,
al mejorar la calidad de vida de los pacientes al conseguir disminuir el dolor

abdominal y la frecuencia de movimientos intestinales (128).

[ INHBTONOF |
| PATHOGENS OVERGROWTH |
LUMEN ' '
‘PRS?'O[C))URTACHAIN \ IMPROVING J
FATTY ACIDS ,mssrw«mm
<> Yot
e o n*PAos .
N ( “/“"‘ \ ~ ()l /()N
) | \ ) (\/ ) I/ )\
[GRVAVIAORY (VAVE KGRVAVAY
\ /Il\  ENTEROCYTE |
/ ‘ / \
‘ ( y
{
/ \ |
/’ \ ///
PRODUCTION OF J
NEUROTRANSMITTERS

IL-10 imﬁ-[x ARCIORMAGE

Dc

LAMINA PROPRIA Treg
| MODULATION OF THE IMMUNE SYSTEM |

Figura 26. Diagrama que muestra los posibles efectos beneficiosos de los probidticos en el intestino (Mazzawi, 2022).

Los probiodticos manipulan beneficiosamente el intestino disbidtico a través
de diferentes mecanismos que incluyen la inhibicién del crecimiento excesivo de

patdgenos, la mejora de la barrera intestinal, la produccién de acidos grasos de
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cadena corta y de neurotransmisores y por ultimo modulando las funciones del

sistema inmunologico, como se aprecia en la figura 26 (118).

Los prebidticos son alimentos no digeribles por el ser humano pero que
sirven para promover de manera selectiva el crecimiento o la actividad de bacterias

de la microbiota de manera que modulan los sintomas del paciente.

Los simbioticos serian simplemente una mezcla de pre y probidticos con las
ventajas de ambos y finalmente los postbidticos constituyen una serie de sustancias
activas que producen las bacterias como los acidos grasos de cadena corta,

vitaminas y bacteriocinas.

1.2.10.3. Antibiéticos

Una nueva aproximacion al tratamiento del SII seria el reinicio o “reseteo” de
la microbiota intestinal mediante el uso de antibidticos. En la actualidad aunque se
han probado diferentes antibidticos para tratar el SII (neomicina, norfloxacina)
aliviando sus sintomas (129), tan sélo la rifaximina esta autorizada por la FDA en
estos pacientes, a dosis de 550 mg, 3 veces al dia durante 2 semanas (126). El empleo
indiscriminado de antibidticos tiene muchos inconvenientes, creacion de

resistencias antibioticas, efectos adversos gastrointestinales y disbiosis severa.

1.2.104.  Trasplante de microbiota fecal

Como hemos comentado anteriormente el TMF seria una opcién para el

tratamiento del SII donde otros abordajes terapéuticos han fracasado

En definitiva y como conclusion el tratamiento sintomatico del SII serd mas
efectivo si ademas acttia sobre la fisiopatologia del mismo. Sea a partir de la propia
dieta del paciente, por el uso de antibioticos o todas las variedades de pre, post o
simbidticos, incluso del TMF en ultimo recurso, el conocimiento de la microbiota
intestinal antes y después del mismo va a ser crucial tanto en el diagndstico como

en la monitorizacion de estos tratamientos.
Se necesitan investigaciones futuras para comprender mejor el papel de la

microbiota intestinal en pacientes con SII y para comprender la génesis del dolor

visceral. La identificacion de biomarcadores para predecir la respuesta al



CAPITULO I — INTRODUCCION 73

tratamiento también es esencial. También se necesitan grandes ensayos
comparativos directos que comparen diferentes modalidades terapéuticas para

brindar una mejor atencién individualizada.
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I - JUSTIFICACION

En este capitulo de la tesis doctoral presentaré el estudio realizado
ensalzando lo actual y relevante del mismo. Asi mismo destacaré la importancia
creciente que esta alcanzando el conocimiento del eje intestino-cerebro-microbiota
y como la alteracion del equilibrio entre la microbiota y el hospedador (lo que se
conoce como disbiosis) desempena un papel clave en la fisiopatologia del sindrome
del intestino irritable. Aunque los estudios sobre el tema se han incrementado en
los ultimos tiempos, existe una gran heterogeneidad entre ellos y no se ha definido
una firma microbidtica concreta en esta patologia. Este eje intestino-cerebro-

microbiota se rige por un equilibrio multifactorial muy complejo.

La aparicion de la NGS a partir de los productos de amplificacion de las
regiones variables del gen 16S rRNA (130,131) nos ha permitido caracterizar de
forma cualitativa y cuantitativa la composicion de la microbiota bacteriana de
enfermos con diferentes patologias relacionadas con las alteraciones del eje
intestino-cerebro o TFD. Caracterizar el patrén de disbiosis nos ayudaria a entender
la fisiopatologia del SII, facilitaria el diagnostico y nos ayudaria a disenar
estrategias terapéuticas enfocadas en el disefio de probiodticos, prebidticos o
simbioticos, por un lado, o a aplicar un trasplante de materia fecal en casos
resistentes a otros abordajes terapéuticos por otro. Como las alteraciones del eje
intestino-cerebro son multifactoriales, la interpretacion de las alteraciones se antoja

compleja, aparte de la gran variabilidad interindividual que podemos encontrar.

Como alternativa a un costoso estudio prospectivo hemos optado por realizar
un estudio observacional de dos grupos, uno de enfermos de SIl y otro de controles
sanos, pero de una misma darea geografica, en la que, al compartir muchas
caracteristicas, pensamos que las diferencias entre ambos grupos podran ser
atribuibles a la diferente microbiota encontrada, méas que a otros factores

enmascarantes. Por todo ello, pensamos que es un abordaje muy adecuado.

En nuestro trabajo elegimos el SII por varias razones, la primera es porque se
trata del TFD de mayor prevalencia a nivel mundial llegando a afectar entre el 5%
y el 10% de la poblacion mundial, aplicando los actuales y mas restrictivos criterios
diagndsticos de Roma IV (4).
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En segundo lugar, por la gran repercusion que provoca, sobre todo, en la
calidad de vida de los pacientes. Aunque no se trata de una patologia grave es una
enfermedad cronica cuyo diagnostico es mayoritariamente sintomatico y con
amplias comorbilidades que asociadas a los principales sintomas (alteracion de los
habitos intestinales, flatulencia y dolor abdominal) producen una notable

disminucion de la calidad de vida (6).

En tercer y ultimo lugar por el enorme coste economico que supone, sobre
todo por la gran cantidad de recursos sanitarios que demandan estos pacientes
(consultas, tratamientos, pruebas complementarias), coste que se ve agravado e
incrementado por el absentismo y la baja productividad laboral de los mismos sin
menospreciar los importantes efectos que se constatan en estos pacientes a nivel

social y personal (35).

En definitiva, ampliar el conocimiento de la microbiota intestinal que
presentan los pacientes de SII, implica en un futuro mejorar su diagndstico o

tratamiento, y en definitiva, mejorar su calidad de vida.

La gran produccion cientifica de estos tltimos afios ha venido a reforzar el
papel que las alteraciones de la composicion de la microbiota intestinal ejercen en
el eje intestino-cerebro y por extension en la fisiopatologia del SII. Aunque no
disponemos de biomarcadores objetivables de la enfermedad, se han demostrado
evidencias sobre la fisiopatologia del SII por el sobrecrecimiento bacteriano en el
intestino (75), por la prevalencia de unas especies minoritarias sobre otras en
diferentes momentos o por el efecto que los metabolitos bacterianos ejercen a nivel
del eje (69).

De esta manera, a través del eje intestino-cerebro-microbiota la disbiosis va a
generar hasta tres respuestas diferentes (67). La primera va a suponer un aumento
de la estimulacién inmunologica (72), (a nivel celular con los mastocitos, células
dendriticas y linfocitos T y B y a nivel humoral con la estimulacion de citoquinas
proinflamatorias). La segunda respuesta es a nivel nervioso a través del nervio vago
de manera directa (como el polisacdrido bacteriano tisular) o a través del sistema
nervioso entérico (como por ejemplo hace el estrés) transmitiendo impulsos
nerviosos y generando aumento del peristaltismo y la motilidad, de las secreciones,

de la hipersensibilidad visceral y del dolor (48). La tercera respuesta es a nivel
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hormonal, ejercida por la serotonina secretada por las células cromafines y por el
GLP-1y el péptido YY de las células L neuroendocrinas y por el factor liberador de
corticotropina como respuesta al estrés a través del eje hipotalamico-hipofisario
adrenal (55). Estas tres respuestas apoyan o justifican el papel central que ejerce la
disbiosis en la fisiopatologia del SII, de hecho, hasta un 15% de las infecciones

gastrointestinales acaba desarrollando posteriormente en SII post-infeccioso (50).

En resumen, las alteraciones cualitativas y cuantitativas de la microbiota
intestinal de los pacientes con SII generan una alteracion de la comunicacion
bidireccional del eje intestino-cerebro que tiende a perpetuar los sintomas del SII

por la alteracion de los sistemas endocrino, inmune y nervioso.

Los estudios realizados hasta la fecha se han caracterizado por presentar una
elevada heterogeneidad y no han permitido distinguir de manera consistente entre
microbiotas de enfermos de SII versus microbiotas de controles sanos, mas alla de
constatar una disminucion de la alfa diversidad en el grupo de enfermos con SII
(99,119) y un aumento del cociente Bacillota/Bacteroidota en este mismo grupo
(99,132). Existen factores que han contribuido a la alta heterogeneidad de los
resultados, como por ejemplo el hecho de no haber empleado ni las mismas técnicas
moleculares de andlisis de la microbiota ni siquiera los mismos reactivos. Tampoco
se utilizaron las mismas bases de datos comparativas ni unas poblaciones de

control adecuadas.

Nuestro trabajo ha consistido en un estudio descriptivo de la microbiota
intestinal de un grupo de 25 pacientes con sindrome del intestino irritable,
comparandola con la microbiota de 110 voluntarios sanos, seleccionados todos,
dentro de una misma area geografica, compartiendo base genética, estilo de vida 'y
caracteristicas socioculturales similares, pensando que dado que el IMC era
parecido compartirian también hédbitos dietéticos, por lo menos en su mayor parte,
ya que la dieta mediterrdnea cardiosaludable es la mayoritaria en el area de

seleccion de todos los participantes.

La identificacion de patrones microbianos especificos podria ofrecer nuevos
conocimientos sobre el diagndstico y tratamiento del SII. Los enfoques
personalizados para el tratamiento del SII pueden abrir nuevas vias de

investigacion.
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Seleccionar pacientes y controles sanos dentro de una misma poblacién que
comparte habitos sociales, estilo de vida y dieta mediterrdnea puede ayudar a
minimizar variabilidades genéticas, dietéticas y/o ambientales lo que se
consideraria una fortaleza de nuestro estudio. De esta manera las diferencias en la
firma microbidtica seran mas atribuibles a la enfermedad y asi podremos detectar
posibles biomarcadores de la misma para poder ademas desarrollar tratamientos

especificos frente a la misma, que deberan ser personalizados.
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I -OBJETIVOS

Objetivo Principal:
e Analizar y comparar la composicion, estructura y diversidad de la
microbiota intestinal en pacientes con SII y en controles sanos, con el fin de

identificar patrones microbianos diferenciales asociados a la enfermedad.

Objetivos Especificos:

e Describir y evaluar las diferencias en los indices de diversidad alfa y riqueza
de la microbiota intestinal entre pacientes con SII y un grupo de controles sanos.

e Explorar y representar visualmente las disimilitudes globales en la
composicion de la microbiota intestinal entre pacientes con SII y controles sanos,
mediante PCoA (Principal Coordinates Analysis) utilizando la distancia Bray-Curtis
como métrica de disimilitud.

e Evaluar estadisticamente las diferencias en la composicion global de la
microbiota intestinal entre pacientes con SII y controles sanos mediante el test
PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance) aplicando diversas
métricas de disimilitud.

e Describir y evaluar las diferencias taxondmicas a nivel de filo, familia y
género entre la microbiota intestinal de pacientes con SII y un grupo de controles
sanos, mediante métodos graficos exploratorios.

e Identificar los géneros bacterianos mas relevantes y estadisticamente
asociados a pacientes con SII en comparacion con controles sanos, mediante analisis
de expresion diferencial utilizando LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect Size) y
el método de aprendizaje automatico Random Forest.

e Evaluar las posibles correlaciones e identificar asociaciones entre las
familias de bacterias que componen la microbiota intestinal de pacientes con SII y
un grupo de controles sanos, mediante la aplicacion del algoritmo SparCC (Sparse

Correlations for Compositional Data).
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IV - MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO DEL ESTUDIO Y POBLACION

Estudio observacional y analitico donde se compara la microbiota intestinal
de un grupo de casos de sindrome de intestino irritable respecto a un grupo control.
La microbiota intestinal fue analizada a partir de muestras de heces recogidas de
participantes de dos ensayos clinicos finalizados (estudios no publicados)
realizados entre 2022 y 2023. Todos los participantes fueron reclutados en las
instalaciones del grupo de investigacion MiBioPath de la Universidad Catodlica de
Murcia (UCAM), Espana. Las caracteristicas de los participantes seran recogidas en
una tabla donde las variables continuas se expresaran como media y desviacion

estandar (DE), y las variables categodricas como N (%).

41.1. Ensayo clinico con pacientes de sindrome del intestino irritable

El estudio con pacientes de SII fue autorizado por el Comité de Etica del
Hospital del Vinalopé con fecha de autorizacion 29/06/2022 y fue posteriormente
aprobado por el Comité de Etica de la UCAM, con fecha de aprobacién 28/04/2023
y codigo de aprobacion: CEC042306. El namero total de participantes en este

ensayo clinico ascendi6 a 25 pacientes.

4.1.1.1.  Criterios de inclusiéon en el ensayo con pacientes de sindrome del
intestino irritable:

Los criterios de inclusién para los pacientes de SII fueron:
1. Edad entre 18-65 afios.
2. Firma de consentimiento informado por parte del paciente.

3. Pacientes con Sindrome de Intestino Irritable diagnosticado por los criterios
de Roma IV.

4.1.1.2. Criterios de exclusion en el ensayo con pacientes de sindrome del
intestino irritable:

En este estudio, se excluy? a:
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1. Pacientes que usaron antibidticos hasta dos semanas antes del comienzo del

estudio.
2. Pacientes que hayan tomado otros probioticos en los dos meses previos.
3. Pacientes con otras enfermedades inflamatorias del intestino.

4. Pacientes embarazadas, en periodo de lactancia o que no se comprometan

a utilizar un método anticonceptivo eficaz durante el desarrollo del estudio.

Los pacientes con SII fueron caracterizados en funcion del subtipo de SII que
padecian (SII-D, SII-E, SII-M) (1) y la severidad de la dolencia en funcién del indice
IBS-SSS (133).

41.2. Ensayo clinico con controles sanos

El estudio de controles sanos fue aprobado por el Comité de Etica de la
UCAM, con fecha de aprobacion 29/04/2022 y cédigo de aprobacion: CEC042202.
El nimero total de controles sano que participd en este ensayo clinico fue de 110

voluntarios.

4.1.2.1.  Criterios de inclusion en el ensayo con controles sanos:

1. Deportistas sanos entrenados, entre 18 y 65 afos, que practiquen ejercicio

aerobico de alta intensidad entre 3 y 5 veces a la semana.
2. Firma del consentimiento informado.

3. Compromiso en cuanto a cumplimiento en la recogida de datos previos al
inicio del estudio, de instrucciones de hidratacion previa a las sesiones de

ejercicio controlado y forma de uso del producto.

4.1.2.2. Criterios de exclusion en el ensayo con controles sanos:

Los criterios de exclusion para la seleccion de los controles sanos incluyeron:

1. Enfermedad crénica que a criterio del investigador contraindique

participacion en el estudio.
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2. Indice de Masa Corporal superior a 30.

3. Enfermedad aguda en los ultimos 3 meses que haya precisado tratamiento

con esteroides.

4. Tratamiento médico o suplemento nutricional que a criterio del

investigador pueda interferir en los parametros a estudio.

5. Consumo de drogas o alcoholismo leve (consumo diario >20 g de alcohol en

mujeres y > 40 g en hombres).
Consumo de antibidticos y/o probidticos en los ultimos 15 dias.
Enfermedades alérgicas graves.

Imposibilidad de comunicarse con el investigador.

L ® N

Embarazo o lactancia.

4.2. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS DE HECES

Todas las muestras de heces se recogieron al inicio de cada uno de los dos
ensayos clinicos. Para ello se utilizé un recipiente adecuado que contenia una
solucién estabilizadora de acidos nucleicos, como RNAlater (Thermo Fisher

Scientific) y luego se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento.

4.3. PERFIL DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

La metodologia empleada para determinar la composicion de la microbiota
intestinal se basa en la amplificacion del gen que codifica la subunidad 16S del
ribosoma bacteriano, su posterior secuenciaciéon masiva y la asignacion taxonémica

de las secuencias obtenidas.

El gen bacteriano 16S rRNA presenta una estructura muy conservada (130).
Se utiliza de forma universal en la identificacién taxonémica puesto que presenta
regiones variables (fundamentalmente V3 y V4) que han acumulado cambios

genéticos que nos permite diferenciar bacterias filogenéticamente proximas.

Para estudiar la caracterizacion filogenética de la microbiota intestinal, se
extrajo ADN bacteriano de las muestras de heces utilizando el kit QIAamp
PowerFecal Pro DNA (Qiagen). La concentracion de ADN se midid con el
fluorimetro Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific) y la pureza se evalu¢ utilizando un
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espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). Posteriormente, se realizo
la amplificaciéon mediante la técnica de PCR, (Polymerase Chain Reaction) y la
secuenciacion de alto rendimiento de las regiones variables V3 y V4 del gen 16S
rRNA bacteriano siguiendo el protocolo de preparacion de la biblioteca de
secuenciacion "16S Metagenomic Sequencing Library Preparation” (Illumina).
Basicamente, este protocolo estandarizado y ampliamente reconocido para el

estudio de la microbiota incluye los siguientes pasos:

e Preparacion de librerias de amplicones: Amplificacion mediante PCR de las
regiones V3 y V4 del gen 165 rRNA mediante cebadores o “primers”

especificos.

e Adicién de adaptadores de secuenciacion de Illumina previa a la

secuenciacion, mediante Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina).

e Secuenciacion de las librerias de amplicones: Las librerias se normalizan-
agrupan, y se secuencian en el sistema MiSeq (Illumina). Tras la

secuenciacion se obtiene el fichero FASTQ con las secuencias crudas.

En la figura 27 se detalla el esquema de trabajo seguido y el procesamiento

de datos y resultados.

Tabia Sil
Muestra de ' de Ampificacion 0 . Pretratamiento
FASTQ
Diversidad microbiana
<=
Alfa diversidad Beta diversidad Hmml

Exploracion visual
pri— Tabla normalizada y

Grafico barras Grafico circular Curvas rarefaccion  Arbol de calor fitrada QIIME2

Figura 27. Esquema de trabajo y procesamiento de datos y resultados.
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4.4. PROCESAMIENTO DE LOS DATOS DE LA SECUENCIA DEL 165 RARN

Es importante destacar que los datos iniciales de la microbiota intestinal de
los pacientes con SII y los controles sanos se proporcionaron en diferentes formatos.
Basicamente, los datos de los pacientes con SII y los controles sanos se prepararon
utilizando los mismos métodos; sin embargo, la base de datos de referencia para la
asignacion taxondmica diferia entre los dos grupos. Por lo tanto, estos datos
tuvieron que pasar por una serie de procesos para garantizar la comparabilidad

entre ambos conjuntos de participantes.

Los datos de la microbiota intestinal de 110 controles sanos estaban
disponibles en formato FASTQ como secuencias sin procesar (7 muestras fueron
finalmente rechazadas después del procesamiento de los datos). Primero, se evalud
la calidad del archivo FASTQ utilizando el software FastQC (versiéon 0.12.0). Las
lecturas con una puntuacion de calidad Phred inferior a 20 se consideraron
inadecuadas para un andlisis posterior. En este punto, la calidad general de las
secuencias obtenidas se consider6 satisfactoria y no fue necesario recortarlas
previamente. Los datos brutos se importaron luego al software QIIME2 (134) para
procesar el flujo de trabajo que condujo a la asignacion taxondmica final de las
secuencias. En primer lugar, se utilizé el algoritmo integrado DADAZ2 (135) para la
eliminacion de ruido. La calidad de la secuenciacion disminuy0 significativamente
después de 230 pares de bases (pb), por lo que se truncaron los tltimos 70 pb para
mejorar la calidad general de las lecturas. A continuacion, se aplicé un algoritmo
de “clustering” para agrupar secuencias similares en OTU (Operational Taxonomic
Units) con un umbral de similitud del 97%. Posteriormente, se asignd la
clasificacidon taxondmica a las OTU segun la base de datos SILVA (version 138.1)
(136) utilizando un clasificador Naive Bayes de la herramienta de software Scikit-
learn. Finalmente, se obtuvo una tabla con el nimero de secuencias asignadas (y su
equivalencia a abundancias relativas) a los diferentes niveles taxondmicos, para
cada muestra del grupo de controles sanos. En este momento, los datos de la
microbiota intestinal de los controles sanos estaban disponibles para ser evaluados
y comparados con los de los pacientes con SII utilizando la plataforma web
MicrobiomeAnalyst (version 2.0) (137) .

Los datos de la microbiota intestinal de los 25 pacientes con SII se

proporcionaron directamente en forma de tabla con las secuencias asignadas a
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diferentes taxones. Dado que se detectd que la asignacion taxondmica se realizd
utilizando una base de datos diferente a la versiéon SILVA empleada para las
muestras de control sanos, fue necesario un paso preliminar de adaptacion de los
datos. Los datos de la microbiota intestinal de los pacientes con SII estaban entonces

disponibles para su importacion y posterior analisis con MicrobiomeAnalyst.

Una vez que los datos de los controles sanos y los pacientes con SII se
importaron a MicrobiomeAnalyst, se realizé un paso de filtrado inicial para
eliminar las OTU con recuentos menores de 4 lecturas o aquellas encontradas en
menos del 10% de las muestras. Ademds, también se excluyeron las OTU que
presentaban una variabilidad inferior al 5%. La figura 28 muestra que las muestras
de pacientes con SII tenian una cantidad de lecturas notablemente mayor en
comparacion con las muestras de controles sanos. En consecuencia, se implementd
un paso de normalizacion en MicrobiomeAnalyst para ajustar los distintos tamafios
de biblioteca de las muestras. Se utilizé un enfoque de transformacién de datos
para la normalizacion, empleando especificamente TMM (trimmed mean of M-
values).

100000 -
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Sample

Figura 28. Recuento de lecturas por muestra.
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A partir de este momento, se realizé un anadlisis comparativo y descriptivo
exhaustivo de estos datos seleccionados de la microbiota intestinal de pacientes con
SIT'y controles sanos utilizando varias herramientas estadisticas y métodos graficos

disponibles en la plataforma MicrobiomeAnalyst.2.4

4.5. PRESENTACION DE RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO

4.5.1. Analisis de diversidad alfa

La diversidad alfa a nivel taxonémico de género se evaluo utilizando los
indices de Shannon, Simpson y Chaol. Se aplicd la prueba t para evaluar la
presencia de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio

con respecto a estos indices.

4.5.2. Analisis de diversidad beta

La evaluacion de la diversidad beta se representd graficamente mediante
PCoA, basado en la distancia de Bray-Curtis como métrica de disimilitud. Ademas,
se examinaron las diferencias estadisticamente significativas en las distancias de
Bray-Curtis, Jaccard y Jensen-Shannon entre los grupos de estudio a través del
método PERMANOVA. Se construyé un dendrograma utilizando la distancia de
Bray-Curtis y aplicando el algoritmo de Ward para clasificar las muestras de ambos
grupos de estudio y resaltar las posibles similitudes compositivas.

4.5.3. Descripcion de la microbiota intestinal de pacientes con sindrome del
intestino irritable y controles sanos y métodos exploratorios visuales

Para explorar y comparar visualmente la composiciéon de la microbiota
intestinal entre pacientes con SII y controles sanos, se generaron graficos de barras
de distribuciones de abundancia relativa a nivel de filo, familia y género. Ademas,
también se visualiz6 la comparacién de abundancias relativas a nivel de familia
entre grupos utilizando un arbol de calor, resaltando solo los taxones con un valor
p <0,05 después de aplicar la prueba de Wilcoxon. Este analisis exploratorio se

realizo utilizando el paquete Metacoder (138). Se trata de un arbol de calor de
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diferencias taxondmicas. Cuando se analiza el grafico, el gradiente de color, el
tamarnio de los nodos, el grosor de las juntas entre los nodos y las etiquetas se basan
en la relacion log?2 de la abundancia media. Ademas, para investigar la microbiota
central, se identificaron e ilustraron géneros con una abundancia relativa de 0,01 %
0 mas, presentes de manera constante en al menos el 20 % de las muestras en todos

los grupos.

45.4. Analisis de taxones microbianos expresados diferencialmente

Se empled la herramienta LEfSe para detectar taxones con abundancias
diferenciales (139). LEfSe combina pruebas de significacion estadistica, como
Kruskal-Wallis, con evaluaciones de significacion bioldgica como LDA (Linear
Discriminant Analysis), para determinar qué taxones son mas indicativos de las
diferencias entre los grupos de estudio. Los parametros de referencia utilizados
para identificar un género como biomarcador estadisticamente significativo fueron
un valor p ajustado <0,05 y una puntuacién LDA >2. Ademads, también se aplico el
algoritmo de aprendizaje automatico Random Forest para identificar géneros
bacterianos que distinguen entre dos conjuntos de datos. Este algoritmo permite la
identificacion de las caracteristicas mas importantes, que luego se utilizan para
clasificar diferentes conjuntos de datos y pueden servir como posibles
biomarcadores. La "Mean Decrease Accuracy” es una métrica utilizada en los
modelos de Random Forest para evaluar la importancia de diferentes taxones en
las predicciones del modelo. Cuanto mayor sea el valor positivo, mas crucial sera

la caracteristica para el modelo.

4.5.5. Anadlisis de redes de correlacion

Se utilizé el algoritmo SparCC para inferir correlaciones entre familias
bacterianas tanto en pacientes con SII como en controles sanos, utilizando un flujo
de trabajo que incorporaba el pipeline iNAP (140). La representacion y el analisis
de estas redes de correlacidon ecoldgica se realizaron utilizando el software
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Cytoscape (141) con la herramienta Cytohubba (142) empleada para identificar la
posicidn e interacciones de los diferentes nodos. En estas representaciones graficas,
las conexiones azules indican correlaciones positivas, mientras que las conexiones
rojas significan correlaciones negativas. El ancho de las lineas de conexion
representa la fuerza de la correlacidn: las lineas mas anchas indican una correlacién

mas fuerte entre los nodos, ya sea positiva o negativa.

En este contexto, se utilizaron los algoritmos de analisis topoldgico Degree y
MCC (Maximal Clique Covers) para identificar los nodos més importantes en funcion
del namero de interacciones. Aquellos nodos compartidos por ambos algoritmos
se consideraron como nodos “hub” o de concentracién. Las correlaciones
consideradas significativas por el algoritmo SparCC e ilustradas en una figura

deben tener un valor p <0,1 y una magnitud de correlacion de +0,3.
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V- RESULTADOS

5.1 DATOS CLINICOS Y DEMOGRAFICOS DE LOS PARTICIPANTES

Las tablas 1y 2 resumen las caracteristicas clinicas y demograficas de los 25
pacientes con SII y de los 110 controles sanos incluidos en los estudios. En contraste
con el grupo de controles sanos, que tenia una proporcion de sexos casi equilibrada
con un numero aproximadamente igual de hombres y mujeres, el grupo de
pacientes con SII estaba compuesto en gran medida por mujeres. Los pacientes con

SII fueron diagnosticados principalmente con el subtipo SII-D y exhibieron una

sintomatologia de moderada a grave.

Pacientes SII | Controles Sanos
Sexo (?) 84,6% 48,2%
Edad (afios) 43 (12) 37 (12)
Peso (Kg) 64 (12) 72 (13)
Altura (cm) 166 (6) 171 (9)
IMC (kg/m?) 23,6 (3,6) 24,4 (2,9)
Tabla 1 Caracteristicas basales de todos los participantes.
Subtipo SII
SII-D 57,7%
SII-E 23,0%
SII-M 19,3%
Categoria IBS-SSS
Severo 69,2%
Moderado 27,0%
Leve 19,3%

Tabla 2 Categorizacion clinica de los pacientes con SII.
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5.2 ALFA DIVERSIDAD DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES CON SII

El andlisis del estimador Chaol (figura 29-C) revelé que la microbiota
intestinal de los pacientes con SII muestra una mayor riqueza en comparacion con
los controles sanos, un hallazgo que también se reflejé en el analisis de las curvas

de rarefaccion (figura 30).

Species Richness
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Figura 29. Diagramas de cajas de la distribucion de los indices de alfa diversidad y riqueza.
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Figura 30. Curvas de rarefaccion. Grupo control vs grupo SII.
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Sin embargo, se observé una disminucién en los indices de Shannon y
Simpson (figura 29-A y 29-B) en pacientes con SII en comparacion con controles
sanos. Estos resultados indican que, si bien la microbiota intestinal de los pacientes
con SII es mas rica, estd menos distribuida y equilibrada que la de los controles

sanos.

5.3 DIFERENCIAS EN LA AGRUPACION DE COMUNIDADES MICROBIANAS ENTRE
PACIENTES CON SII Y CONTROLES SANOS

En el grafico PCoA (figura 31) se observo una diferencia significativa en la
agrupacion de la comunidad microbiana entre muestras de heces de pacientes con
SII y controles sanos mediante. Este analisis revelo distintos patrones de
agrupacion, lo que indica diferencias sustanciales en la composicion de la
microbiota intestinal entre ambos grupos de estudio. La Tabla 3 resume las
diferencias estadisticamente significativas detectadas en las distancias de Bray-
Curtis, Jaccard y Jensen-Shannon entre los grupos de estudio, segin lo
determinado por el método PERMANOVA.
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Ademads, un dendrograma construido utilizando corrobor¢ la clasificacion de las

muestras segun el estado de salud de los participantes, distinguiendo entre

individuos sanos y afectados por SII (figura 32).



102 JOSE MARIA ALAMO MARZO

= '_l?:?—ﬁ : : = T
M A e R f ST N hTRm PR O Rm PR T T O e [ R T e [T FRe e e Com e T

Figura 32. Dendrograma.

, PERMANOVA
DISTANCIA METRICA Valor-F R Valor-P
Bray-Curtis 46.052 0.26766 0.001
Jaccard 28.423 0.18406 0.001
Jansen-Shannon 93.857 0.4269 0.001

Tabla 3 Comparaciones de varias métricas de distancia de diversidad beta utilizando la prueba PERMANOVA.

5.4 DIFERENCIAS DE COMPOSICION A NIVEL DE FILO, FAMILIA Y GENERO ENTRE
PACIENTES CON SII Y CONTROLES SANOS EVIDENCIADOS MEDIANTE METODOS
EXPLORATORIOS VISUALES

A nivel de filo es particularmente destacable, una inversion de la relacion
Bacillota/ Bacteroidota (en pacientes con SII en comparacion con los controles, con
una disminucién de Bacillota y un incremento de Bacteroidota (figura 33). La
reduccion de Bacillota en pacientes con SII se debi6 principalmente al agotamiento
de Lachnospiraceae, con contribuciones menores de disminuciones en las familias
Ruminococcaceae y Christensenellaceae. El aumento de Bacteroidota se debid

principalmente a una expansion de la familia Bacteroidaceae (figura 34). A nivel de

us =
s
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género, esto conduce a una fuerte presencia de Bacteroides y marcadas reducciones
en los géneros Agathobacter, Subdoligranulum y Christensenellaceae R7 (figura 35).

Sanos -

Sl

0.00 0.25 050 0.75 1.00
Relative Abundance

. Firmicutes . Verrucomicrobiota . Synergistota

Phylum Bacteroidota . Proteobacteria Desulfobacterota
. Actinobacteriota . Euryarchaeota

Figura 33. Diagrama de barras de abundancias relativas a nivel de filo.
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Figura 34. Diagrama de barras de abundancias relativas a nivel de familia.
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Figura 36. Arbol de calor a nivel de familia.

Un examen del 4arbol de calor amplid los conocimientos proporcionados por
los diagramas de barras anteriores, descubriendo varias diferencias significativas
en la microbiota intestinal de los pacientes con SII en comparacion con los controles
sanos (figura 36). Encontramos una disminucion notable en la abundancia relativa
de Bacillota que afect6 principalmente a la clase Clostridia y a la mayoria de sus
familias constituyentes. Sin embargo, se observaron incrementos en las clases
Bacilli y Negativicutes. Ademads, el filo Bacteroidota mostré un aumento,
principalmente a expensas de las familias dentro del orden Bacteroidales. Los filos
menos abundantes, como Desulfobacterota, Pseudomonadota y Euryarchaeota,
también mostraron aumentos. El andlisis del arbol de calor también destacé una

disminucién pronunciada en la familia Victivallaceae (filo Lentisphaerota).
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Los graficos obtenidos del analisis del microbioma central (figura 37)
mostraron que, en pacientes con SII, Bacteroides es el género central, un patréon que
no se observa en los controles sanos. Por el contrario, en pacientes con SII,
Agathobacter, Christensenellaceae grupo R7 y Lachnospira pierden prominencia como
géneros principales, mientras que Parabacteroides emerge como un género clave. A

pesar de estos cambios, el filo Bacillota todavia constituye una parte significativa

del microbioma central en pacientes con SII.
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Figura 37. Andlisis del microbioma central para el grupo de pacientes con SIL.
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En los controles sanos (figura 38), el microbioma central estd compuesto
predominantemente por géneros del filo Bacillota, incluido Faecalibacterium (que es
el segundo género mas importante en pacientes con SII), Agathobacter, Blautia,

Christensenellaceae grupo R7, Subdoligranulum, Roseburia, Lachnospira y Dorea.
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Fiqura 38. Andlisis del microbioma central para el grupo de controles.
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5.5 GENEROS CON EXPRESION DIFERENCIAL IDENTIFICADOS EN PACIENTES CON SII
COMO BIOMARCADORES POTENCIALES

La figura 39 presenta los géneros determinados por LEfSe expresados
diferencialmente en pacientes con SII con puntuacion LDA >2. Los géneros con
puntuacion LDA >3 que explican de manera mas significativa las diferencias en la
microbiota intestinal entre pacientes con SII y controles sanos incluyen Bacteroides,
Faecalibacterium y Blautia. Géneros adicionales con puntuaciones LDA que oscilan
entre 2 y 3 son Bifidobacterium, Parabacteroides, Subdoligranulum, Anaerostipes,

Agathobacter y otros.
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Figura 39. Géneros identificados como biomarcadores por LEfSe.

Ademas, la figura 40 destaca los géneros identificados por el algoritmo

Random Forest que son particularmente caracteristicos de los pacientes con SII.
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Segun este modelo, los géneros que contribuyeron mas significativamente a la
clasificacion de muestras como pertenecientes a pacientes con SII, en orden de
importancia descendente, fueron Bacteroides, Alistipes, Faecalibacterium, Odoribacter,
Parabacteroides y Streptococcus. De este modo, Bacteroides, Faecalibacterium, Blautia,
Parabacteroides, Subdoligranolum, Ruminococcus torques group, Erysipelotricaceae UGC
003 y Eubacterium halii fueron los géneros identificados tanto por LEfSe como por
Random Forest como caracteristicos y expresados diferencialmente por los

pacientes con SIL
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Figura 40. Géneros identificados como biomarcadores por Random Forest.

La "mean decrease accuracy” es una métrica utilizada en los modelos de Random Forest para evaluar la
importancia de diferentes taxones en las predicciones del modelo. Cuanto mayor sea el valor positivo, mds
crucial serd la caracteristica para el modelo.
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5.6 EL ANALISIS DE LA RED DE CORRELACION IDENTIFICO INTERACCIONES
CARACTERISTICAS ENTRE FAMILIAS EN PACIENTES CON SII

La red de correlacion a nivel familiar, determinada por el algoritmo SparCC,
reveld que las familias pertenecientes al filo Bacteroidota desempefian un papel
central en la microbiota intestinal de los pacientes con SII. Estas familias suelen
servir como nodos con numerosas correlaciones, tanto positivas como negativas.
En particular, tienden a exhibir correlaciones predominantemente positivas entre
si del mismo filo, mientras que muestran correlaciones tanto positivas como
negativas con familias de otros filos. Ademas, la familia Christensenellaceae parece
ser un actor clave en estos pacientes, siendo el nodo con las correlaciones
estadisticamente mas significativas. Algunas correlaciones negativas notables
incluyen aquellas entre las familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae con
Bacteroidaceae. Por el contrario, se observan correlaciones positivas significativas
entre Bacteroidaceae y Victivallaceae, asi como entre Lachnospiraceae y

Desulfovibrionaceae, Eubacterium coprostaligenes y Christensenellaceae.
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La figura 41 ilustra las redes de correlacion completas tanto para controles

sanos como para pacientes con SIL
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Figura 41. Andlisis de redes de correlacion a nivel familiar determinado por el algoritmo SparCC.
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VI -DISCUSION

Este estudio demostrd que la microbiota intestinal de pacientes con SII
exhibia una variedad de caracteristicas distintas en comparacion con la microbiota

intestinal de individuos sanos de la misma comunidad.

6.1. ALFA DIVERSIDAD Y RIQUEZA

Los pacientes con SII en nuestro estudio exhiben una microbiota intestinal
con menor diversidad alfa en comparacion con los controles sanos (figura 29). De
manera similar, la revision sistematica de Duan et al. revel6 una tendencia general
de diversidad alfa reducida en el SII, aunque se observaron algunas discrepancias
(99). Sin embargo, Pittayanon et al. también sefial6 que, si bien muchos estudios
informaron una diversidad alfa reducida en la microbiota intestinal de pacientes
con SII, otros estudios no encontraron diferencias significativas (119). Otros
estudios por el contrario si se alinean con nuestros resultados de alfa diversidad,
con disminucién de la misma (98,143— 145), hecho también recogido en dos
metaanalisis (107,108). De manera particular, los pacientes con SII del presente
estudio mostraron una mayor riqueza (es decir, un mayor numero de especies
detectadas) pero una menor diversidad alfa, lo que indica una menor
heterogeneidad en la distribucién de las especies y una predominancia de un
numero reducido de taxones. En comparacion con los controles sanos, esta
combinacion de elevada riqueza y baja diversidad refleja una simplificacién y un
desbalance estructural de las comunidades microbianas, en las que un subconjunto
limitado de especies adquiere un papel dominante. Este es un hallazgo notable y
que podria tener importantes implicaciones terapéuticas. Sin embargo este
resultado no ha sido consistente en estudios de casos y controles previos (99,119)
evaluando el niimero de especies bacterianas detectadas en los pacientes de SII y
en un grupo de controles sanos. Tan sdlo en el estudio de Su (101) obtenemos

similares resultados en disminucion de la riqueza y en una menor diversidad alfa.
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6.2. BETA DIVERSIDAD

En segundo lugar, el analisis de diversidad beta, tanto grafico como
estadistico, revel6 claramente diferencias significativas entre las muestras de heces
de pacientes con SII y controles sanos, como hemos mostrado en los resultados. La
representacion grafica mediante el PCoA mostrd una clara separacion bien definida
entre los dos grupos, lo que indica diferencias marcadas en la composicion de la
microbiota intestinal entre los pacientes con SII y los controles sanos. De forma
complementaria, el dendrograma también evidencié la formacion de dos grupos

claramente diferenciados.

Las diferentes métricas de disimilitud que conforman el test PERMANOVA
confirmaron con significacion estadistica incuestionable la separacion de los dos
grupos de pacientes. Por el contrario en la bibliografia consultada, la mayoria de
trabajos (94-96,106,107,146-148), no han reportado diferencias significativas tras la
aplicacion del test PERMANOVA para las principales métricas de distancia que
definen la beta diversidad, ni tampoco se pudo apreciar disimilitud graficamente
por PCoA. Tan solo pudimos apreciar disimilitud gréfica y estadistica en tres
estudios, Rajilic (103) con tecnologia ya obsoleta, ya que no empleaba técnicas
secuenciacion a partir del gen 165 rARN, Carroll encontré sélo diferencias en los
indices que miden la diversidad beta entre las microbiotas de controles sanos y
pacientes del subgrupo SII-D (143) y finalmente Su en su articulo muestra una
disminucion de la riqueza y de la diversidad beta en todos los subgrupos de SII,
pero los resultados son mads significativos de nuevo en el subgrupo SII-D (101),pero
sin que fueran tan concluyentes y significativos como los que ofrecen los datos de
nuestro estudio. Estos hallazgos estan en linea con la hipdtesis de la existencia de
una firma microbiana especifica asociada al SII, evidente al analizar la distribucion
de las muestras en el grafico del PCoA, donde se puede apreciar una separacion
muy clara entre los dos grupos, en consonancia con una estructura microbiana
intestinal distintiva en las microbiotas de los pacientes con SII respecto a las
microbiotas de los controles sanos. Asimismo, refuerzan la validez del disefio del
estudio, en particular la adecuada seleccion del grupo control, ya que la marcada
separacion observada sugiere que los posibles factores de confusion descritos en

estudios previos han sido minimizados.
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6.3. GRUPOS BACTERIANOS QUE DIFERENCIALMENTE CARACTERIZAN LA
MICROBIOTA INTESTINAL DE LOS PACIENTES CON SII

Mediante el arbol de calor (figura 36) se destacaron una serie de cambios
especificos asociados al SII: a nivel de filo, los pacientes con SII mostraron una
reduccion de Bacillota y un aumento de Bacteroidota, lo que conlleva una notable
disminucion de la ratio Bacillota/Bacteroidota, hallazgo notable y que supone una
de las principales conclusiones de nuestra investigacion y define la base de la huella

microbidtica del grupo de pacientes con SII.

Analizando en primer lugar, la disminucion del numerador de la ratio, el filo
Bacillota, se produjo a costa, sobre todo, de la clase Clostridia, de la que destacamos
la deplecion de la familia Lachnospiraceae (fue la reduccion mas significativa).
Otras familias que mostraron una presencia disminuida en pacientes con SII fueron
Christensenellaceae, Anaerovoracaceae, Oscillospiraceae y Butyricicoccaceae. Pese
al descenso generalizado de Bacillota encontramos aumentos notables en las clases
Negativicutes y Bacilli en familias como Acidaminocaccaceae, Veillonellaceae,

Streptococcaceae y Erysipelotoclostridiaceae.

En segundo lugar, el aumento del denominador de la ratio, el filo
Bacteroidota fue impulsado principalmente por la expansion de familias que se
incluyen dentro del orden Bacteroidales, como Bacteroidaceae, Tannerellaceae,
Marinifilaceae, Barnesiellaceae, Rikenellaceae y Prevotellaceae. Se podria decir que
el género Bacteroides es el género core de la microbiota de los pacientes con SII.

El andlisis diferencial taxonémico empleando el arbol de calor reveld cambios
significativos como el aumento de otros filos minoritarios como

Desulfobacteroidota, Pseudomonadota, Euryarcheota y Actinomycetota

De la misma manera el arbol de calor mostro descensos en filos minoritarios,
siendo el descenso mas acusado el de la familia Victivallaceae perteneciente al filo

Lentisphaerota.
Los principales taxones diferenciales en los pacientes con SII y que mejor lo
clasifican y podrian constituir una firma microbiotica son:

El aumento de los géneros Bacteroides, Alistipes, Faecalibacterium, Odoribacter,
Parabacteroides y  Streptococcus. La disminucion de Lachnospiraceae vy

Ruminococcaceae.
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En este sentido a nivel de género, los andlisis de expresion diferencial de la
microbiota de pacientes con SlI, identificaron potenciales biomarcadores de la
enfermedad, entre los que sobresalen Bacteroides, Faecalibacterium, Blautia,
Bifidobacterium, Parabacteroides, Subdilogranulum, Anaesterotipes, Agathobabter,

Alistipes, Odoribacter y Streptococcus.

En los altimos cinco afios, se han publicado varias revisiones sistematicas de
estudios de casos y controles que comparan la microbiota intestinal de pacientes
con SII con la de controles sanos (64,99,100,105,119).

Seguramente debido a la automatizacion y proliferacion de los sistemas de
secuenciacion, la mejora de los programas informaticos de andlisis y la
consolidacion de las investigaciones del eje intestino cerebro, han aparecido nuevos
estudios de revision y metaanadlisis de la microbiota y su papel en el SII
(65,70,117,122,132,149).

Estos estudios han demostrado que la microbiota intestinal en el SII presenta

un estado alterado, con un mayor indice de disbiosis, particularmente en los casos
de SII-D (100).

Sin embargo, los hallazgos que caracterizan este estado de disbiosis o las
desviaciones de la composicion de los controles sanos han sido bastante
inconsistentes. Esta inconsistencia se debe a varios factores, incluida la inclusion de
pacientes con diferentes subtipos de SII y la heterogeneidad en la evaluacion de la
microbiota intestinal (105,119).

Aunque la mayoria de los trabajos de investigacion han utilizado
metodologias NGS dirigidas al gen 16S rARN, sobre todo en los ultimos estudios,
las regiones amplificadas a menudo varian y se han utilizado diferentes bases de
datos para la asignacion taxondmica, incluso diferentes programas informaticos de
clasificacion, entre otras diferencias. Hay que tener en cuenta que los primeros
estudios utilizaban qPCR, incluso arrays genomicos como tecnologias de analisis y

ademads no se testaban todas las especies.

En cuanto a los cambios caracteristicos en miembros especificos de la
microbiota intestinal del SII, algunos autores han identificado tendencias mas

consistentes que otros.

Al contrario de nuestros resultados (figura 33), Duan et al. observaron un
incremento de Bacillota (principalmente clase Clostridia y orden Clostridiales) y
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una disminucion de Bacteroidota (principalmente clase Bacteroidia y orden

Bacteroidales) (99), aunque otra revision sistematica informo6 hallazgos
discrepantes (119) con la de Duan y mds proxima a nuestros resultados. Encuentran
una disminucion del ratio Bacillota/Bacteroidota con incremento de Bacteroides,
pero el descenso de Bacillota es a costa de deplecion de Clostridiales con el género
Faecalibacterium fundamentalmente y el filo Actinomycetota con Bifidobacterium
como género mas representativo. Esto es muy interesante a nivel de alternativas
terapéuticas basadas en probioticos, porque al desaparecer o disminuir especies
como Faecalibacterium prausnitzii (con efecto protector sobre la mucosa intestinal) o
Bifidobacterium longum se exacerban los sintomas tipicos del SII y son revertidos

cuando se suministran estas especies mediante preparados probidticos.

Sin embargo, la coherencia entre las revisiones sistematicas publicadas sigue
siendo limitada. En particular, estos cambios subrayan la pérdida de géneros
potencialmente beneficiosos, como Faecalibacterium (119), Lactobacillus (64,109) y
Bifidobacterium (64,119). Sin embargo, a pesar de pertenecer a la clase Clostridia,
Faecalibacterium mantuvo una abundancia relativamente alta en los pacientes con
SII de nuestro estudio (figura 35). De hecho, fue hasta el segundo género mads

influyente de este grupo segtin el analisis del microbioma central (figura 36).

Los andlisis de composicion diferencial (figuras 39 y 40) destacaron a
Faecalibacterium como un biomarcador caracteristico en pacientes con SII. Por otro
lado, Bacteroides mostrd un aumento marcado y significativo en pacientes con SII,
siendo el género mas importante (figura 35). Esta observacion concuerda con los
resultados de algunas revisiones sistematicas (119). Sin embargo, otros han
informado resultados no concluyentes (64) o incluso una disminucién en su

abundancia relativa (99).

Un hallazgo consistente es el aumento en el filo Pseudomonadota,
particularmente miembros de la familia Enterobacteriaceae (64,99,119), que
también se observd en nuestro estudio (figura 33). La presencia de bacterias
patégenas como Salmonella, Shigella, Escherichin y Campylobacter, no seria de
extrafar en casos de SII-PI, en los que tras un episodio infeccioso quedarian como

especies predominantes tal y como ocurre hasta en el 15% de los SII.

Varios cambios a nivel de género en la microbiota intestinal del SII
observados en este estudio son consistentes con los reportados en la literatura. En

la revision de Aggeletopolou (149) comparando microbiotas de pacientes con SII
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frente a controles sanos, aprecian niveles disminuidos de Lactobacillus vy
Bifidobacterium, pero niveles elevados de Escherichia coli y Enterobacter, pero
incluyen microbiotas de pacientes pertenecientes a diferentes paises y con distintos

estilos socioecondmicos y de alimentacion, por lo que la heterogeneidad es elevada.

De manera anecdoética y como curiosidad, destacar que no se han realizado
estudios multicéntricos; que de haberse realizado podian haber establecido un
disefio uniforme que hubiera conducido a disminuir, al menos en parte, la elevada
heterogeneidad encontrada hasta ahora en el resto de estudios. Tan sélo Chen (107)
realizo6 algo similar a un estudio multicéntrico, con amplicones del gen 16S rARN
recogidos en diferentes paises pero la gran mayoria pertenecian a Estados Unidos
y Reino Unido. El andlisis de posibles biomarcadores que podrian utilizarse en la
patogénesis del SII y/o en el propio diagndstico de los pacientes con SII utilizando
estadisticos como Random Forest, destacamos varias coincidencias con nuestro
estudio como el aumento de la familia Enterobacteriaceae, y el género Streptococcus

y la deplecion de los géneros Faecalibacterium y Bifidobacterium.

Es importante resefar que algunas de estas revisiones sistematicas intentaron
determinar si una firma especifica de la microbiota intestinal estd asociada con el

subtipo de SII de los sujetos incluidos.

La pregunta clave es si existe un perfil de microbiota intestinal que diferencie
los subtipos de SII-D y SII-M. Si bien algunos autores han observado cambios
significativos entre los dos subtipos en estudios individuales, estos hallazgos son

inconsistentes (99,119).

En el metaandlisis de Salmeri (132) se detall6 que aunque identificaron ciertas
bacterias relacionadas con el SII, no se encontraron diferencias significativas en la
microbiota intestinal entre los diferentes subtipos de SII. Tan sélo se reportaba un
descenso de especies del género Prevotella y del orden Methanobacteriales, pero
que servia para discriminar los SII con mayor severidad de los SII moderados y de

los controles sanos.

Por otro lado, Teige et al informaron que solo la microbiota intestinal de
pacientes con SII-D mostrd diferencias significativas en comparacién con los
controles sanos. Se observo un aumento de Ruminococcus gnavus en estos sujetos en
dos de los cinco estudios incluidos en su revision sistematica, que utilizd

especificamente la prueba de disbiosis GA-map® para caracterizar la microbiota
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intestinal (100). Esta prueba utiliza el indice de disbiosis como herramienta

diagnostica entre la normalidad y la disbiosis utilizando una ratio entre la presencia
y ausencia de diferentes marcadores bacterianos que pueden estar o no presentes
en funcion de la patogenicidad o no de la propia especie bacteriana. Sin embargo,
los resultados fueron bastante inconsistentes, con la mencionada sobreexpresion de

Ruminococcus gnavus y un aumento del indice de disbiosis en el subtipo SII-D.

En este sentido, recientemente se ha publicado un estudio descriptivo extenso
y completo, que examina las firmas de la microbiota intestinal en 942 pacientes con
SII, con datos clinicos y dietéticos detallados, y los compara con 942 controles sin
SII que fueron apareadas por edad, sexo, IMC, pais, y dieta (101). A través de PCoA
y la prueba PERMANOVA de distancias de Bray-Curtis, los pacientes con SII-D,
SII-E y SII-U exhibieron distintos patrones de agrupamiento compositivo en su

microbiota intestinal.

La alfa diversidad disminuy¢ en relacion con los controles en pacientes con
los subtipos de SII-D y SII-U, pero no con SII-C. Ademads, un andlisis LEfSe
identifico caracteristicas especificas de la microbiota intestinal asociada con cada
fenotipo de SII en comparacion con el grupo de control emparejado. Once géneros
exhibieron tendencias contrastantes entre los diferentes grupos de estudio. Por
ejemplo, géneros como Subdoligranulum, Dorea, Eubacterium hallii group y
Haemophilus se enriquecieron en SII-D, pero se redujeron en SII-E. Los autores
también observaron que muchas bacterias identificadas como enriquecidas en
pacientes con SII eran patdgenos potenciales. Especificamente, Ruminococcus
gnavus se asocio con el SII-D, Oscillibacter con el SII-E y Ruminococcus torques con el
SII-U. Por el contrario, se encontré que las bacterias beneficiosas como Butyricoccus
en el SII-E, Alistipes en el SII-D y Turicibacter en el SII-U estaban agotadas. Al
emplear un tamano de muestra adecuado y controlar los factores de confusion, este
estudio identificé las caracteristicas de las bacterias y la microbiota intestinal
asociadas con cada subtipo de SII (101). Por lo tanto, una clara limitacién de nuestro
estudio es la falta de subanalisis basados en el fenotipo del SII. Esta limitacion
surgié porque el pequefio tamafio de la muestra de 25 pacientes con SII, la mayoria
pertenecientes al subtipo SII-D, no permitié una estratificacion tan detallada. En
futuras investigaciones el grupo de pacientes con SII debe estar mejor representado

tanto en el nimero total como en los diferentes subtipos de SII.
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En una de las tltimas revisiones publicadas a finales de 2024, Surdea-Blaga
concluye que el perfil microbiano de los enfermos con SII-D es muy similar a los
SII-M. Los principales cambios en las especies microbianas en los pacientes con SII
respecto a controles sanos serian los aumentos de la familia Enterobacteriaceae y
los géneros Ruminococcus, Clostridium y Dorea y las disminuciones cldsicas de

géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y Faecalibacterium.

Aunque es un desafio adoptar un enfoque mecanicista de los resultados
obtenidos basandose inicamente en la composicion de la microbiota intestinal en
pacientes con SII, algunos hallazgos de nuestro estudio fueron clinicamente

significativos y podrian estar asociados con ciertos procesos fisiopatoldgicos.

Existe evidencia que sugiere que las bacterias patdgenas desempefian un
papel tanto en la aparicion como en la exacerbacion de los sintomas en pacientes
con SII.

Pacientes con SII presentan alteraciones en las uniones estrechas entre las
células de la mucosa gastrointestinal, lo que impide preservar la propia funcién de

barrera que ejerce la mucosa (48).

Lalamina propia del intestino constituye un ecosistema densamente poblado
de células inmunes y es aqui donde los patdgenos contribuyen a la activacion y
proliferacion de estas células inmunes que se ven involucradas en la fisiopatologia
del SII, elementos como macrofagos, células dendriticas, monocitos, mastocitos y
linfocitos T (activacion de vias proinflamatorias Th1l y Th17), y que promoveran la
secrecion de citoquinas proinflamatorias, bien sea en respuesta a la estimulacion

bacteriana directa o bien de manera indirecta a través de antigenos bacterianos.

En pacientes con ansiedad y depresion se han encontrado elevaciones de
citoquinas proinflamatorias como IL-6, TNF-alfa e IL-1beta demostrando el papel

del eje intestino-cerebro-microbiota.

De hecho el tratamiento con cepas probioticas de Lactobacilus rhammnosus,
Bifidobacterium breve, entre otras, consigue preservar la integridad de la barrera y
disminuir los sintomas del SII al controlar la cantidad y la actividad de las

citoquinas proinflamatorias (48).

En ocasiones también se produce reactividad cruzada entre las proteinas del

paciente y los antigenos bacterianos por un mecanismo de mimetismo molecular.
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Estas respuestas inmunes conducen a un aumento de la permeabilidad
intestinal, alteraciones en la motilidad intestinal y desregulacion de la sefializacion
del dolor (126). Otras veces los mediadores liberados por los mastocitos son capaces

de estimular directamente los nervios transmisores del dolor (70).

En pacientes con SII-PI detectan mayores cantidades de células inmunes en
la 1dmina propia, sobre todo mastocitos y linfocitos T (subpoblaciones Th1, Th2,
Th17 y Treg). Esta abundancia de células inmunes intestinales se ha relacionado
con el sexo de los pacientes con SII, detectando en las mujeres mayores cifras de

mastocitos y menores de linfocitos T (70).

Nuestro estudio demostré que la microbiota de los individuos con SII era
caracteristica de un estado de disbiosis menos equilibrado, marcado por la
expansion de patogenos conocidos como las enterobacterias. Ademds, nuestros
casos de SII mostraron un agotamiento significativo de bacterias productoras de
AGCC, con una reduccion pronunciada de miembros de las familias
Lachnospiraceae (principalmente) y Ruminococcaceae (ambas pertenecientes al filo
Bacillota, orden Clostridiales), un mecanismo que probablemente contribuya a la
patogénesis de la afeccion. El butirato, el principal AGCC, tiene un potente efecto
antiinflamatorio al inducir células reguladoras inmunitarias (150). De hecho, es
conocida la asociacion entre la desregulacion metabdlica de la sintesis de AGCCy
el SII. En condiciones normales los microorganismos de la microbiota coldnica
fermentan los carbohidratos complejos no digeribles (fibra dietética) de la dieta
sintetizando acetato, propionato y butirato. Los AGCC tienen multiples efectos;
favorecen la integridad de la barrera intestinal promoviendo la expresion de
proteinas de unién estrecha (tight junctions) y regeneran la capa mucosa al
estimular la producciéon de mucina. También tienen efectos sobre el sistema
inmune al ayudar a mantener la tolerancia inmunitaria en el intestino, al regular la
respuesta de células dendriticas y linfocitos T, amén de ser favorecedores de la
produccion de citoquinas antiinflamatorias como IL-10, por ejemplo. Al acidificar
(como acidos que son) dificultan la colonizacion por patogenos intestinales. A nivel
energético el butirato es la principal fuente de energia de los colonocitos. También
ejercen un impacto en la expresién génica relacionada con la inflamacién, la
proliferacion celular y la diferenciacion inmunitaria, por su actividad inhibidora de
las enzimas desacetiladoras de las histonas. Finalmente los AGCC participan en el

eje intestino-cerebro modulando la produccién de neuromediadores y activando
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receptores GPR41 y GPR43 (involucrados en la regulacion del metabolismo
energético y la homeostasis de la glucosa) y estimulan la secrecion de GLP-1 y PYY
desde las células L del intestino. En pacientes con SII-E se observan niveles
disminuidos de propionato y butirato fecales, mientras que en pacientes con SII-D
detectan niveles elevados de butirato fecal. Si aumenta la motilidad intestinal y la
fermentacion coldnica en SII-D, pueden elevarse los niveles de AGCC y provocar
una absorcion intestinal mas lenta y su acimulo en las heces. En pacientes SII-E la
reduccion de concentraciones de acetato produce un enlentecimiento de las

deposiciones y altera la fermentacion y la sintesis intestinal de nuevos AGCC (70).

Tenemos que tener muy en cuenta que el grosor y la composicion de la
mucosa intestinal estd muy influenciada por especies que se han visto alteradas en
los pacientes con SII de nuestro estudio: Ruminococcus, Bacteroides y sobre todo

Faecalibacterium prausnitzii (48).

En consecuencia, es probable que la microbiota intestinal alterada en
pacientes con SII establezca un microambiente proinflamatorio que exacerba la

disfuncion del epitelio intestinal.

Por otro lado, el agotamiento de Clostridia y el enriquecimiento de clases de
Bacteroidia observados en la microbiota intestinal del SII deberian afectar la
composicion y concentracion de la reserva de acidos biliares. Sintetizados a partir
del colesterol y almacenados en la vesicula biliar, son liberados en el tracto
gastrointestinal tras la ingesta de alimentos, donde se transforman en dacidos
biliares secundarios por accion directa de la microbiota intestinal. Por ejemplo,
varias especies de Bacteroides exhiben una actividad elevada de hidrolasa de sales
biliares (BSH), que desconjuga los &cidos biliares primarios de la taurina y la glicina
(151). Esta alteracion puede afectar a los receptores clave de dcidos biliares, incluido
el receptor 1 de acidos biliares acoplado a proteina G (TGR5) y el receptor
farnesoide X (FXR), que son cruciales para el correcto funcionamiento del eje

intestino-cerebro.

Estd comprobado que el aumento de concentracion de los principales acidos
biliares primarios contribuye (48) a exacerbar los sintomas del SII, al aumentar la
permeabilidad intestinal como consecuencia del dafo celular provocado y la
alteracion de la integridad de las uniones estrechas entre células de la mucosa

intestinal.
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En las heces de pacientes con SII-D se ha demostrado un aumento de acidos
biliares primarios mientras que en heces de pacientes con SII-E estos niveles se ven

reducidos y se ralentiza el transito intestinal desembocando en estrefiimiento (70).

Por otro lado, la biotransformacién metabdlica que ejerce la microbiota
intestinal sobre los &cidos biliares primarios, sobre todo en el colon, genera acidos
biliares secundarios con actividad bioldgica beneficiosa como el dcido desoxicolico

y el &cido litocdlico que son los encargados de activar los TGR.

Algunas especies de Clostridium convierten el acido colico en desoxicolico
(poseen actividad 7-alfa-deshidroxilasa) lo que mejora la funcion gastrointestinal,
por disminucién de la disquinesia gastrointestinal, lo que abre la puerta a la

colonizacién con Clostridium formadores de esporas.

Zhan et al. han discutido como estos cambios en los perfiles de 4cidos biliares

influyen en la fisiopatologia del subtipo SII-D (151).

En una revision reciente se constata hasta un 28% de pacientes con SII-D y
malabsorcion de 4cidos biliares, en los que un farmaco secuestrador de acidos

biliares como la coleilenida proporcionaba una notable mejoria terapéutica (70).

Otro punto destacable del presente estudio es el aumento de
Methanobacteriaceae en nuestros casos de SII (figura 37). Si esta familia incluyera
Methanobrevibacter smithii y/o Methanobacther stadtmanae, sugeriria una produccion
elevada de metano (CH:) e hidrégeno (H:) a partir de la fermentacion de
polisacaridos (48)

Estudios anteriores han demostrado que una mayor presencia de esta
bacteria en las heces de pacientes con SII-E se asocia con una mayor produccién
intestinal de metano (CH4) e hidrégeno (Hz), lo que contribuye a alteraciones en la
permeabilidad y la motilidad intestinal (85) . Por lo tanto, este hallazgo podria tener

implicaciones significativas para los pacientes con SII-E en nuestro estudio.

En la microbiota intestinal de pacientes con SII hemos destacado el aumento
de especies de Proteobacteria de las que Escherichia coli es una de las mds
abundantes. Junto a Morganella morganii estan consideradas como las principales
especies productoras de histamina, principalmente por la descarboxilacion de la
histidina. Este aumento de histamina altera la motilidad intestinal, la secrecién de
iones y la permeabilidad de la mucosa. Por tanto, la disbiosis que afecta a este tipo
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de microorganismos productores de histamina, juega un papel principal en el

desarrollo y progresion del SII (70).

Géneros como Lactobacillus y Clostridium (cuya composicion se ve afectada en
nuestro estudio) producen otras poliaminas que estimulan la secrecion de E-
cadherina, reforzando la funcién de barrera de la mucosa, hecho que en caso de

existir deplecion no se producira (48).

Es conocido también el papel de la microbiota intestinal en la sintesis de
neurotransmisores como las catecolaminas y el GABA. Entre ellos destaca el papel
de la dopamina con la percepcion del dolor y la ansiedad, pero también regula la
hipersensibilidad visceral y la permeabilidad coldnica (receptores de dopamina
D2).

La actividad proteolitica elevada en el intestino producto de la disbiosis
también afecta a la hipersensibilidad visceral sobre todo al afectar a la integridad
de la mucosa y al papel de barrera que ejerce. Especies de Alistipes con actividad

beta-glucuronidasa pueden contrarrestar esta actividad proteolitica (70).

Especies del filo Fusobacteriota sintetizan quercetina a partir de diversas
verduras, frutas y cereales. Este flavonoide tiene un efecto modulador de otro
neurotransmisor, la acetilcolina, mejorando la hipersensibilidad visceral, al
disminuir la actividad triptéfano hidrolasa y por ende la concentraciéon de

serotonina coldnica (70).

Dentro de esta actividad proteolitica, existen unos sensores quimicos
intestinales que regulan el peristaltismo intestinal. Dos productos de la actividad
microbiana como son putrescina y cadaverina estan considerados como posibles

biomarcadores en el SII-D.

Otras consecuencias de la disbiosis la producen patdgenos intestinales con
actividad proteolitica exacerbada, que secretan toxinas formadoras de poros o
péptidos N-formilados, que alteran la integridad del epitelio intestinal, al permitir
movimientos de mediadores inflamatorios a un lado y otro de la barrera,
permitiendo la despolarizacion de las neuronas nociceptoras y la consiguiente
alteracion de la sensibilidad visceral (70).

Los niveles elevados de D-lactato y diaminooxidasa estan relacionados con
una mayor gravedad del SII, por lo que estarian considerados también como
posibles biomarcadores de gravedad de la enfermedad (48). Estos metabolitos se
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han correlacionado con pacientes de SII con exceso de bacterias perjudiciales
como Proteobacteria y disminuciéon o deplecion de beneficiosas como serian los

géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, tal y como ocurre en nuestro estudio.

Una fortaleza clave de este estudio es el reclutamiento de un gran grupo de
controles sanos, seleccionados mediante estrictos criterios de inclusion y exclusion,
de la misma poblacion comunitaria que los casos de SII. Este enfoque es crucial en
los estudios comparativos de microbiotas, ya que existen variaciones significativas
en la composicion microbiana y las funciones codificadas por el metagenoma de la
microbiota intestinal en diferentes poblaciones (63). Estas diferencias,
particularmente evidentes en las vias metabolicas e inmunes, reflejan diversas
condiciones ambientales, hdbitos dietéticos y estilos de vida. Estas variaciones
pueden influir en la salud general y la susceptibilidad a las enfermedades. Por lo
tanto, para minimizar la variabilidad relacionada con la geografia, la edad y las
condiciones ambientales, seleccionamos cuidadosamente controles saludables que
sean demografica y ambientalmente similares a los casos de SII. Sin embargo, la
dieta siguié siendo un factor no controlado, a pesar de ser un importante
modulador de la microbiota intestinal (152). Dado que la mayoria de los sujetos de
ambos grupos tenian un peso normal, suponemos que sus dietas son en general
similares a la dieta mediterranea, caracterizada por una menor abundancia de
alimentos ricos en grasas y productos ultraprocesados. Es por todos conocido, que
la dieta mediterrdnea se caracteriza por la abundancia de frutas y verduras, aceite
de oliva, es decir una composicién rica en fibra insoluble y baja en FODMAP, lo
que en principio sirve para mejorar los sintomas del SII. Fundamentalmente porque
regulan la propia composicion de la microbiota y la produccion de gas al reducir la
fermentacion. Cuando se instaura en un paciente con SII una dieta baja en
FODMAP se limita la duracién a 6 semanas, para luego ir reintroduciendo algunos
alimentos, porque en algunos ensayos clinicos se han observado descensos a largo
plazo de especies como Akkermansia o Bifidobacterium que podrian ser perjudiciales
(70). Algunos alimentos ricos en FODMAP y que son habituales en la dieta
mediterranea como las legumbres deben ser controlados por la fermentacion y el
exceso de gas que producen. Todo esto se resume en que las intervenciones
dietéticas de producirse han de ser controladas y personalizadas cuando se
efecttian en pacientes con SII, no asi cuando hablamos de controles sanos.
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Las mujeres constituian predominantemente el grupo con SII (84,6% frente a
15,4%), mientras que el grupo de control estaba mas equilibrado en términos de
distribucion por sexo (48,2% frente a 51,8%). Estudios limitados han examinado
exhaustivamente el impacto del sexo en la composicion de la microbiota intestinal
y, en general, los hallazgos no han sido concluyentes ni consistentes (153). Por
ejemplo, la investigacion de Falony et al, en un estudio en el que participaron dos
cohortes ampliamente fenotipadas, se identificd el sexo como la décima variable
mas importante (el tamafo del efecto como covariable) que influye en la
composicion de la microbiota intestinal (154). Esto sugiere que, si bien el sexo
podria influir, su impacto es relativamente menor en comparacion con otros

factores que afectan la diversidad y composicion de la microbiota.

Con todos estos factores y variables que hemos venido relatando y
correlacionando con nuestros resultados, confirmamos que el SII es un trastorno
digestivo funcional de origen multifactorial, resultado de la combinacion resultante
de un trasfondo genético, diversos factores psicosociales y alteraciones en la

microbiota intestinal.

La existencia de un eje intestino-cerebro-microbiota es cada dia mas evidente
y cdmo el conocimiento sobre la disbiosis, como indicador de como la alteracion de
la microbiota intestinal afecta a dicho eje, aporta cada dia mas luz sobre su papel

clave y preponderante en la fisiopatologia del SII

En resumen, nuestros resultados revelan diferencias estadistica y
clinicamente significativas en la composicion y diversidad de la microbiota
intestinal entre pacientes con SII y controles sanos de la misma comunidad. Los
datos de beta diversidad encontrados arrojan una gran fortaleza en la seleccion del
grupo de control frente al grupo de pacientes con SII, dando mas valor a los
resultados encontrados diferenciales entre ambos. Especificamente, el estado de
disbiosis de la microbiota intestinal del SII se refleja en un desequilibrio en términos
de diversidad alfa y cambios claros en la abundancia de numerosos taxones. Estos
hallazgos proporcionan una comprension mas profunda de como las alteraciones

en la microbiota intestinal pueden contribuir a los sintomas del SIIL

En controles sanos, como los que han participado en nuestro estudio, la
composicion de la microbiota intestinal estd mayoritariamente constituida por las
especies beneficiosas que mas frecuentemente se asocian a una homeostasis

gastrointestinal:
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Dentro del filo Bacillota los géneros Enterococcus, Ruminococcus, Clostridium,
Lactobacillus, Faecalibacterium, Roseburia y Eubacterium, ademds de mantener la
homeostasis intestinal participan en la sintesis de colesterol y en la transformacion
de los acidos biliares. También participan en el metabolismo de los principales
principios inmediatos, en la sintesis de vitaminas y contribuyen a la respuesta
inmune, asi como a mantener la integridad de la barrera, regular vias metabolicas

incluso el apetito.

En el filo Bacteriodota serian Bacteroides y Prevotella los encargados de
modular la respuesta inmune, las vias metabdlicas y el apetito, mientras que
Actinobacterias como Bifidobacterium y Corynebacterium se responsabilizarian de la

proteccion frente a patdgenos y a la sintesis de vitaminas.

La identificacion de patrones microbianos especificos podria ofrecer nuevos

conocimientos sobre el diagnostico y tratamiento del SII.

Los resultados sugieren que las intervenciones destinadas a restaurar una
composicion saludable de la microbiota podrian ser una estrategia terapéutica
prometedora para los pacientes con SII, a través de en primer lugar, realizar una
intervencion dietética, (como reducir los alimentos FODMAP, por ejemplo), o a
continuacion emplear el uso de probioticos, prebiodticos, simbioticos, incluso el

trasplante de materia fecal en tltima instancia.

La comprension del papel de la microbiota en los diferentes subtipos de SII,
servird para una mejor optimizacion de las estrategias terapéuticas
individualizadas, en los tiempos actuales de la medicina personalizada y de
precision. Ademads, los enfoques personalizados para el tratamiento del SII,
basados en perfiles microbianos individuales, pueden abrir nuevas vias para la

investigacion de nuevos tratamientos.
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VII- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos evidencian diferencias estadisticamente
significativas y clinicamente relevantes en la composicion y diversidad de la
microbiota intestinal entre los pacientes con SII y el grupo de controles sanos
pertenecientes a la misma comunidad. Los resultados obtenidos respaldan la
implicacion del eje microbiota-intestino-cerebro en la fisiopatologia del SII y
sugieren que la modulacion dirigida de la microbiota podria representar una
estrategia terapéutica prometedora. Asimismo, los perfiles microbianos
diferenciales identificados podrian constituir la base para el desarrollo de

biomarcadores asociados a la evolucion clinica del trastorno.
Las principales conclusiones de este trabajo de tesis doctoral son:

e En los pacientes con SII, la microbiota intestinal muestra una mayor
riqueza, aunque con una menor diversidad alfa, en comparacién con los
controles sanos.

e La distribucion de las muestras en el grafico del PCoA mostré una
separacion evidente entre los dos grupos, lo que sugiere una estructura
microbiana intestinal distintiva en los pacientes con SII respecto a los
controles sanos.

e Los resultados del test PERMANOVA, aplicado a diversas métricas de
disimilitud, respaldaron la separacién observada en el PCoA y confirmaron
que las diferencias en la composicion de la microbiota intestinal entre
pacientes con SII y controles sanos son estadisticamente significativas.

e El analisis diferencial taxondmico revelé cambios significativos en la
composicion de la microbiota intestinal de los pacientes con SII en
comparacion con los controles sanos, destacando:

o Reduccidon del filo Bacillota, atribuible principalmente a una
disminucion en la clase Clostridia, con una notable deplecion de la
familia Lachnospiraceae.

o Incremento del filo Bacteroidota, impulsado por la expansién de
familias que se incluyen dentro del orden Bacteroidales, como

Bacteroidaceae, Rikenellaceae o Prevotellaceae, entre otras.



134

JOSE MARIA ALAMO MARZO

o Bacteroides es el género core de los pacientes con SII.

o Aumento de otros filos minoritarios, como Desulfobacterota,
Pseudomonadota y Methanobacteriota (antiguamente
Euryarchaeota), lo que se traduce en incrementos en familias como
Enterobacteriaceae y Methanobacteriaceae.

o Los analisis de expresion diferencial a nivel de género identificaron
diversos taxones asociados a la microbiota intestinal de pacientes
con SII. Entre ellos, destacan Bacteroides, Faecalibacterium, Blautia,
Bifidobacterium,  Parabacteroides, — Subdoligranulum, Anaerostipes,
Agathobacter, Alistipes, Odoribacter y Streptococcus, entre otros, los
cuales podrian actuar como potenciales biomarcadores de la
enfermedad.

El andlisis de redes de correlacion confirma el papel central de las familias
del filo Bacteroidota en la microbiota intestinal de los pacientes con SII,
actuando como nodos altamente conectados. Estas familias muestran
correlaciones predominantemente positivas entre si y asociaciones tanto

positivas como negativas con familias de otros filos.
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VIII - LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

La principal limitacion del estudio es el nimero de muestras que pertenecen
al grupo de enfermos de SII, sobre todo de los diferentes subtipos y categorias IBS-
SSS. Disponer de un mayor numero reforzaria los resultados obtenidos y nos
permitiria comprobar si existen diferencias significativas en la firma microbidtica
obtenida en los diferentes subtipos de SII por un lado y en funcién de la gravedad

de la enfermedad segun la escala IBS-SSS por otro.

Como hemos comentado anteriormente es fundamental conocer el papel de
la microbiota intestinal en la fisiopatologia del SII y comprender cémo se desarrolla
el dolor visceral. Encontrar biomarcadores especificos de la enfermedad también
nos ayudara a diagnosticar y monitorizar el tratamiento de la misma. Se necesitan
investigaciones futuras para comprender mejor el papel de la microbiota intestinal
en pacientes con SII y para comprender la génesis del dolor visceral. La
identificacion de biomarcadores que pudieran correlacionar con la evolucion de la
enfermedad o que pudieran predecir la respuesta al tratamiento también se

consideran esenciales.

Desde el punto de vista del tratamiento de la enfermedad se necesitan
ensayos comparativos directos con un ndmero mayor de participante que
comparen las diferentes modalidades terapéuticas (dieta, prebidticos, postbidticos,
simbidticos, antibidticos, incluso el trasplante de materia fecal) de manera que el
abordaje sea individualizado en el contexto actual de la medicina personalizada y

de precision.
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ANEXO 1. Dictamen Comité de Etica Hospital del Vinalopé 29/06/2022

ol

oo

X - ANEXOS

P HOSPITAL UNNERSITARD HOSPITAL UNIVERSITARN,
DE TORREVI
o DE TORREVIEJA DEL VINALOPG

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

D. Antonio Martinez Lorente, lefe de la Secretaria Técnica y D. Carlos Margués Espl, Presidente del Comité de

Etica de |a Investigacion con Medicamentos de los Hospitales Universitarios Torrevieja y Elche-Vinalopd
CERTIFICAN:

CQue este CEIm, en su reunion de fecha 29/06MM22 ha revisado la documentacion aportada por el Promotor

del estudio, ha decidido emitir:

DICTAMEN FAVORABLE

A la propuesta para que se realice el estudio:

Thulo m del estudio: ESTUDIO CLINICO ALEATORIZADO, DOBLE CIEGO ¥ CONTROLADO CON PLACERBD
PARA EVALUAR EL EFECTO DE UNA MEZCLA PROBIOTICA EN LOS SIGNOS ¥ SINTOMAS DEL SINDROME DE
INTESTING IRRITABLE

N® EudraCT: N/A Estudio con probidticos

Cédigo del protocolo: 51 PROA

Hombre Hm Laboratorio Industrial de Herbodietética Aplicada, 5.1

Protocolo V1.0 4 de mayo de 2002

Hoja de Informaciin al pacikente: V10 e

Consentimlento informade  v10

Investigador Principal: Ora_ Maria label Pérer Soto

Servick: Senvicio de Medicina Interna

Cantro: Hospital Universitario de Vinalops

Ademds, hace constar que:

| El estudio/proyecto/ensayo cumple los criterios establecidos en la Ley Orgdnica 3/2018 de Proteccidn de Datos

Personales y Garantias de los Derechos Digitales, asi como en ¢l Reglamento [UE) 2016/679 Relativo a la proteccidn de
las personas fisicas en o gue respecta al tratamiento de datos personales y a libre circulacidn de estos datos.

. Endicha réunidn 4 cumplienon |os réquisitos establecidos en 1 kegelacidn vigente ~Decreto 19/54 de 1 CAM- pars qué

la decisin del citado CEim sea vilida.

El Estudin redne las normas éticas estandar de nuestra Institucidn para la realizacidn de este tipo de estudios.

S¢ cumplen bos preceptos éticos formulados en el Real Decreto 957/2020, de 3 de noviembre de 2020, por @l que se
regulan ks estudios observacionales con medicamentos de uso humano y [ Declarackdn de Hetsinkd de la Asociacidn
Médica mundial tobré principios dticos para s investigaciones miédicat en Lered humanod y én Ul podtencnes
revisiones, asl como aquellos exigidos por la normativa aplicable en funcidn de las caracteristicas del estudi.

Agimizmo, haCemos constar que exte contraprestacidn econdmica para &l centro y los imestigadores.

Ademis, este comité recwerda al Promator la obligacidn, en o caso de que se trate de un estudio prospectivo, de realizar
el registro del estudio en una base de datos de acceso plblico antes de reclutar el primer paciente, asi como el
seguimiento del estudio de acuerdo a b legitlacidn vigente,

. Cue el comité tanto en su composickin como en sus PNT cumple con las normas de BAC (OPMPICH/135/95); con & RD

1050/ 7015 asi como la normative autondmica en materia de investigacion aplicable de la Comunitat Valenclans; y su
composcikin actual es la indada en el Anexo |,
Consideraciones generales del estudio: NINGUNA

Lo que firmo en Elche, a & de julio de 2022.
CARLES b mpdmia ANTONID)

BOWINGO e Forvans St ete oo
./ MARTINEZ| e

P - LORENTE -

Carlos Marqués Espi Antonio Martinez Lorente

Péginalde2
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OCPMETAMENTD B SALUS Ym0

[, HOSPITAL UNNVERSITARIO HOSPITAL UNIVERSITARIO
o DE TORREVIEJA (O DECVINALGRS

Anexo |
COMPOSICION DEL CElm

Presidente:
- Carlos Marqués Espi (Licenciado en Derecho. Miembro del Comité de Bioética)
Vicepresidente:
- Gonzalo Ros Cervera (Médico)
Secretario:
= Antonio Martinez Lorente (Médico)
Vocales:
- Angel Raso Raso (Farmacéutico Especialista Hospital)
- Joaquin Quiles (Miembro Lego no vinculado laboralmente a los centros)
«  Ana Maestre Peir6 (Médico)
- Jose Ferndndez de Maya (Enfermero)
- Angélica Valderrama Rodriguez (Farmacdlogo Clinico)
- Maria Isabel Pérez Soto (Médico)
- Maria Angeles Antolinos Garcia (Médico Atencién Primaria)
= Lucia Ojea Cirdenas (Farmacéutico Especialista Atencion Primaria)

Que en dicha reunién del Comité Etico de Investigacién Clinica se cumplié el quérum preceptivo legaimente.
Que en el caso de evaluacion de algin estudio del que algin integrante del equipo investigador forme parte
de este CEIm, este se ausentard durante la deliberacién y votacion del mismo.

Anexo Il
CENTROS E INVESTIGADORES PRINCIPALES Y COLABORADORES

Thulo completo del estudio: £STUDIO CUNICO ALEATORIZADO, DOBLE CIEGO Y CONTROLADO CON PLACEBO
PARA EVALUAR EL EFECTO DE UNA MEZCLA PROBIOTICA EN LOS SIGNOS Y SINTOMAS DEL SINDROME DE
INTESTINO IRRITABLE

N® EudraCT: N/A Estudio con probidticos

Cédigo del protocolo: 511 PROB
Nombre del promotor: Laboratorio Industrial de Herbodietética Aplicada, S.L

Protocolo V10 4 demayode 2022
Hoja de Informacién al paciente V10 -

Investigador Principal: Dra. Maria Isabel Pérez Soto
Serviclo: Servicio de Medicina Interna
Centro: Hospital Universitario de Vinalopd

Pégina 2de 2
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ANEXO 2. Dictamen Comité de Etica UCAM 28/04/2023

®

UCAM

UNIpEAD CaTaticn COMITE DE ETICA DE LA UCAM ¢
'3
i
DATOS DEL PROYECTO E
g
“Estudio clinico aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo para &
Titulo: evaluar el efecto de una mezcla probidtica cn los signos y sintomas del -
sindrome de intestino irritable” 8
Investigador Principal | Nombre Correo-e E
Dr. Vicente Navarro Lopez vnavarro@ucam.cdu !
r
INFORME DEL COMITE :
| Fecha | 28/04/2023 | | Cédigo | CE042306 |
Tipo de Experimentacién
Investigacion experimental clinica con seres humanos
Investigacion experimental no clinica con seres humanos 3

Utilizacion de tejidos humanos procedentes de pacientes, personas sanas, tejidos | '
embrionarios o fetales

Utilizacion de tejidos humanos, tejidos embrionarios o fetales procedentes de [
bancos de muestras o tejidos

Investigacién observacional, psicologica 0 comportamental en humanos
Uso de datos personales, informacion genética, etc.

Experimentacion animal

Utilizacion de agentes biologicos de riesgo para la salud humana, animal o las|
plantas

Uso de organismos modificados genéticamente (OMGs)
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COMITE DE ETICA DE LA UCAM

A la vista de la solicitud de informe adjunto por el Investigador y de las
recomendaciones anteriormente expuestas el dictamen del Comité es:

Emitir Informe Favorable

Emitir Informe Desfavorable

Emitir Informe Favorable condicionado a
Subsanacion
T[VACION

Increme

ntara Cong
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ANEXO 3. Dictamen Comité de Etica UCAM 29/04/2022

COMITE DE ETICA DE LA UCAM

DATOS DEL PROYECTO
“Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo para
Titulo: evaluar la eficacia de una bebida deportiva sobre la hidratacion, la
: recuperacion y el control de la glucemia tras el ejercicio aer6bico de alta
intensidad™
Investigador Principal |Nombre Correo-e
Dr. Vicente Navarro Lopez vnavarro@ucam.edu
INFORME DEL COMITE
| Fecha | 29/0412022 | | Cédigo | Cro42202 |

Tipo de Experimentacién

Investigacion experimental clinica con seres humanos

Investigacion experimental no clinica con seres humanos

Utilizacion de tejidos humanos procedentes de pacientes, personas sanas, tejidos
embrionarios o fetales

Utilizacion de tejidos humanos, tejidos embrionarios o fetales procedentes de [
bancos de muestras o tejidos

Investigacion observacional, psicoldgica o comportamental en humanos

Uso de datos personales, informacién genética, ete.

Experimentacion animal

plantas

Utilizacién de agentes biolégicos de riesgo para la salud humana, animal o las |

Uso de organismos modificados genéticamente (OMGs)
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o EAM. COMITE DE ETICA DE LA UCAM

A la vista de la solicitud de informe adjunto por el Investigador y de las
recomendaciones anteriormente expuestas el dictamen del Comité es:

Emitir Informe Favorable

Emitir Informe Desfavorable

Emitir Informe Favorable condicionado a
Subsanacion
MOTIVACION

ST A e Y
nentara conocimic

V° B? El Presidente,

Fdo.: José Alberto Céanovas Sanchez
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