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MODELOS DE SIMULAQIC')N IN VITRO DE LA DIGESTION
COLONICA DE DIGESTION DE ALIMENTOS

Veintimilla-Gozalbo, E.1, Asensio-Grau, A.l, Calvo-Lerma, J.1, Heredia, A.1,
Andrés, A. 1

Resumen

La microbiota colonica humana interviene en el proceso de digestion de los
alimentos jugando un papel determinante en la salud humana. Esta
comunidad de microorganismos varia entre personas, ya que existen
numerosos factores que la modulan. Entre ellos, la dieta es uno de los
principales que, a su vez, se ve afectada por consideraciones ambientales,
econdémicas y culturales. Estas evidencias han motivado el estudio del
impacto de la dieta sobre la microbiota colonica y el desarrollo de
metodologias que permitan la simulacion in vitro de esta etapa de la digestion
de alimentos. Esta revision bibliogréfica recopila las certezas actuales acerca
del disefio de estos experimentos atendiendo a la fisiologia, la metodologia,
las variables de proceso y las determinaciones analiticas adyacentes. Asi
pues, en primer lugar, se resume la composicion en géneros y filos de la
microbiota y su relacibn con la alimentacion, entre otros factores.
Seguidamente, se presentan las distintas metodologias utilizadas en los
estudios in vitro de digestion coldnica, ya sean en estatico, dinAmico y con uno
o0 varios compartimentos. Finalmente, la revision hace un repaso a las técnicas
analiticas para la identificacion de colonias de especies y para la
cuantificacion de metabolitos. Pese a los avances en los sistemas de
simulacién de la digestion y el refinamiento en las técnicas analiticas, todavia
existen desafios por resolver en lo que concierne a este tipo de ensayos, entre
los que destacan la simulacion de la variabilidad de la composicion de la
microbiota coldnica en distintos contextos y el desarrollo de las técnicas
analiticas de mas moderna aplicacion.

PALABRAS CLAVE: microbiota colonica humana; alimentacion; fermentacion
colonica; digestion in vitro; modelos de digestion in vitro dinamicos; indculo
fecal.

Abstract

The colonic human microbiota takes part in the food digestion process and it
has a key role in the maintenance of human health. This community of
microbes is different inter-individually due to several factors that modulate its
composition. Among them, diet is one of the most relevant, which in turn, it is
affected by environmental, economic, and cultural considerations. These
evidences have promoted the study of the diet influence on gut microbiota and
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the development of methodologies which simulate in vitro the colonic digestion
of food. The review compiles the current evidence about the design of these
experiments according to physiology, methodology, process variables and
analytical determinations. In first place, it sums up the microbiological
composition and its relationship with food. Next, it presents the different
methodologies used in in vitro colonic digestion studies, either static or
dynamic, with one or several compartments. Finally, it revises the analytical
methodologies in the microbiology identification and the metabolite
quantification. Despite the progress in the digestive simulation and analytical
techniques, there are still challenges, highlighting the simulation of the
microbiological variability that harbours the colon in different situations and the
development of modern analytical techniques.

KEY WORDS: human colonic microbiota; food; colonic fermentation; in vitro
digestion process; in vitro dynamic digestion models; fecal inoculum.

Resum

La microbiota colonica humana intervé en el procés de digestié dels aliments,
tenint un paper determinant en la salut humana. Esta comunitat de
microorganismes varia entre persones, ja que existeixen nombrosos factors
que la modulen. Entre ells, la dieta és un del principals, la qual, a la seua
vegada, es veu afectada per consideracions ambientals, economiques y
culturals. Estes evidencies han motivat I'estudi de I'impacte de la dieta sobre
la microbiota colonica i el desenvolupament de metodologies que permeten la
simulacié in vitro d’esta etapa de la digestié dels aliments. Esta revisio
bibliografica recopila les evidencies actuals sobre el disseny d’estos
experiments atenent a la fisiologia, la metodologia, les variables del procés i
les determinacions analitiques adjacents. Per tant, en primer lloc es resumeix
la composicio en géneres de la microbiota i la seua relacié amb l'alimentacio,
entre altres factors. Tot seguit, es presenten les distintes metodologies
utilitzades en els estudis in vitro de digestid colonica, bé siguen en estatic,
dinamic, o amb un o diversos compartiments. Finalment, la revisié fa un repas
a les técniques analitiques per a la identificaciod de coldonies d’espécies i per a
la quantificaci6 de metabolits. Malgrat els avancos en els sistemes de
simulacié de la digestio i el refinament en les técniques analitiques, encara
existeixen desafiaments per resoldre pel que fa a estos assajos, destacant la
simulacié de la variabilitat de la composicié de la microbiota colonica en
distints contextos i el desenvolupament de les tecniques analitiques de més
recent aplicacio.

PARAULES CLAU: microbiota colénica humana; alimentacio; fermentacié
colonica; digestié in vitro; models de digestid in vitro dinamics; inocul fecal.



1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, se ha consolidado la evidencia de la influencia de
la alimentacion en la salud humana y se han realizado numerosos estudios
cubriendo un rango de disciplinas relacionadas, tales como aspectos
culturales, gastronomicos, fisiologicos, digestivos y nutricionales. Para
entender esta relacion, es necesario considerar tanto el proceso de digestion
de los alimentos, como el sistema digestivo, dado que este ultimo es la
interfase a través del cual los alimentos interactian con el organismo y se
transforman para poder ser utilizados por el mismo y ejercer su funcion ultima
(Bhagavan & Ha, 2015).

Durante la digestion, tiene lugar un conjunto de reacciones quimicas,
fisicas y enzimaticas que transforman las matrices alimentarias y sus
principales macronutrientes (lipidos, carbohidratos y proteinas) en
compuestos mas simples con capacidad de ser absorbidos e incorporados al
torrente sanguineo (Bhagavan & Ha, 2015). Asimismo, otros componentes
como vitaminas, minerales y compuestos bioactivos son susceptibles a
cambios quimicos como consecuencia del proceso de digestion. El proceso
digestivo se divide en cuatro principales etapas: oral (boca), gastrica
(estobmago), intestinal (duodeno, ileon y yeyuno) y colonica (colon). La
digestiébn comienza en la boca, donde la masticacién junto con la secrecién
salivar da lugar a la formacion del bolo; asimismo, las lipasas y amilasas
presentes en la saliva inician la hidrdlisis de lipidos y carbohidratos. En el
estdmago continda la digestion, pero el fenbmeno que gobierna esta etapa es
la digestion de las proteinas (protedlisis), gracias a la pepsina gastrica 'y el pH
acido de este compartimento. A continuacion, el alimento parcialmente
digerido pasa al intestino delgado, una de las partes del tracto digestivo con
mayor relevancia en cuanto a la digestién y absorcion de nutrientes. En el
duodeno, primera parte del intestino delgado, el pancreas y la vesicula biliar
secretan respectivamente la pancreatina y las sales biliares, teniendo ambas
un papel clave en la hidrdlisis de los macronutrientes. La pancreatina incluye
proteasas (tripsina, quimotripsina, elastasa y carboxipeptidasas) que
hidrolizan los oligopéptidos a péptidos de menor tamafo molecular, también
amilasas, que degradan los carbohidratos digeribles (sobre todo almidén) a
oligosacaridos, y lipasas, que hidrolizan las grasas. En este ultimo caso, las
sales biliares emulsionan las grasas aumentando su area superficial y
permitiendo que las lipasas, con ayuda de las colipasas, hidrolicen los
triglicéridos a monoglicéridos y acidos grasos libres. La mucosa del intestino
delgado también interviene en la hidrdlisis de los macronutrientes, ya que las
células de las paredes del intestino (enterocitos) presentan enzimas de
membrana, conocidas como “enzimas de borde de cepillo”, que hidrolizan, en
concreto, oligopéptidos a péptidos de 2-3 aminoacidos o a aminoacidos libres,
y oligosacaridos y disacaridos a sus mondmeros correspondientes.
Posteriormente, los productos de hidrdlisis son absorbidos por las células de



las paredes del intestino (Engelking, 2015 a; Engelking, 2015 b; Bhutia &
Ganapathy, 2018). Al término de la etapa intestinal, ya se ha producido la
hidrolisis y absorcion de la mayor parte de los nutrientes de los alimentos,
guedando tan solo aquellos que por su naturaleza quimica escapan a las
enzimas digestivas y/o a los enterocitos.

La parte final del tracto digestivo es el intestino grueso o colon, en el que
las condiciones son de anaerobiosis y el pH se encuentra entre 7 y 8. A este
tramo llegan aquellos nutrientes o fragmentos de estos que no han sido
digeridos o absorbidos en etapas previas del tracto digestivo. Este ambiente
es idéneo para el desarrollo de la poblacion de microorganismos que
conforman la microbiota coldnica, la cual metaboliza los nutrientes presentes
en esta uUltima etapa. La fermentacion de estos nutrientes produce una serie
de metabolitos que las bacterias del colon utilizan como fuente de energia y
de carbono (Wang et al., 2019). Los principales sustratos de la microbiota del
colon son los carbohidratos no digeribles entre los que se encuentran la fibra,
celulosa, hemicelulosa, pectinas, gomas y alginatos. La fermentacion de estas
macromoléculas produce acidos grasos de cadena corta, conocido
comunmente en inglés como “short chain fatty acid (SCFA)”, mayoritariamente
acetato, butirato y propionato; y gases, como el hidrogeno y el diéxido de
carbono (Koh et al., 2016). Cuando existe limitaciéon de carbohidratos, la
microbiota fermenta sustratos proteicos que producen compuestos
sulfurados, compuestos n-nitrosos, amoniaco, aminas heterociclicas y acidos
grasos de cadena ramificada (“branched-chain fatty acids” o BCFA). Por
altimo, la mayoria las grasas suelen ser hidrolizadas y absorbidas en el
intestino delgado sin llegar a alcanzar la region del colon. No obstante, cuando
el consumo de grasa es elevado, la secrecion de sales biliares también lo es,
y parte de estas pueden llegar al colon y ser metabolizadas por la microbiota
a sales biliares secundarias (Louis et al., 2014). De los metabolitos principales
generados por la microbiota, los SCFA parecen estar relacionados
positivamente con la salud humana, mientras que los compuestos sulfurados
y las sales biliares secundarias parecen tener un efecto nocivo en la salud del
individuo (Louis et al., 2014; Koh et al., 2016; Wang et al., 2019).

Pese a la reconocida importancia que tiene la composicion y actividad de
la microbiota del colon en términos de salud humana, existen limitaciones a la
hora de estudiar la influencia de la alimentacion sobre la microbiota, y de la
microbiota sobre los alimentos consumidos. Como se ha explicado
anteriormente, la digestion es un proceso complejo en el que intervienen
diversos factores fisiologicos, como secreciones de fluidos (saliva, fluido
gastrico, pancreatina, bilis), movimientos peristalticos (que promueven la
desintegracion del alimento), o la accibn metabdlica de la microbiota, entre
otros (McDonald, 2013). A esta complejidad, se suma la dificil accesibilidad in
vivo al aparato digestivo para estudiar el proceso de digestion in situ.
Adicionalmente, los estudios clinicos en humanos implican restricciones éticas
y no siempre permiten controlar las variables del proceso (Macfarlane &



Macfarlane, 2007). Por estas razones, se han desarrollado metodologias
alternativas para abordar la digestion de los alimentos. Entre ellas, destacan
los modelos de digestion in vitro, que permiten reproducir en el laboratorio las
condiciones fisiologicas del proceso de digestion, y simular la digestion de
diversos alimentos (Venema et al., 2013). Los modelos de digestion in vitro
permiten el abordaje de muy diversos objetivos de investigacion, tales como
digestibilidad de macronutrientes, bioaccesibilidad de compuestos bioactivos,
interacciones farmaco-nutriente 0 nutriente-nutriente, liberacion de
metabolitos microbianos o el efecto de las condiciones gastrointestinales en
la digestibilidad. En funcion de estos objetivos, se selecciona el modelo de
estudio a emplear y se definen las variables de proceso (Macfarlane &
Macfarlane, 2007). Ademas, estas Ultimas deberan adaptarse segun el
contexto in vivo que se plantee simular, ya sean las condiciones estandares
de un individuo sano, o las distintas adaptaciones a contextos especificos,
como, por ejemplo, enfermedades cronicas o agudas (insuficiencia
pancreatica, celiaquia, infecciones etc.), estados fisiol6gicos (embarazo) o
momentos vitales concretos (infancia, nifiez, vejez). Algunos ejemplos de las
variables clave que se deben tener en cuenta, por su demostrado papel
determinante en la digestidn, incluyen el pH, la duracién de cada etapa, la
composicién de los fluidos digestivos, la simulacion en estatico o en dinamico
y la composicién de la microbiota. Si bien existen numerosos estudios de
digestibilidad de nutrientes en modelos de digestién in vitro que simulan las
etapas oral, gastrica y duodenal (Minekus et al., 1995), aquellos que
incorporan la simulacion de la fase col6nica son relativamente emergentes
(Barroso et al.,, 2015), ademas de no permitir la facil comparacion de
resultados por la diversidad de metodologias y equipos de digestion colonica
empleados.

Asi pues, el objetivo de esta revision es recopilar y contrastar las
metodologias utilizadas en estudios previos de digestion colbnica de
alimentos, prestando especial atencidon a los protocolos y técnicas para la
simulacion de la microbiota y para la deteccion y seguimiento de los
metabolitos generados. El fin ultimo es proporcionar soporte a la hora de
plantear estudios in vitro de digestion colonica.

2. COMPOSICION Y DIVERSIDAD DE LA MICROBIOTA COLONICA

Como se ha anticipado, el papel de la microbiota del colon es determinante
en la modulacion de la digestion coldnica de los alimentos y la eventual funcion
biol6gica de sus componentes.

La microbiota colénica alberga microorganismos representativos de todos
los dominios taxondémicos: bacterias (que son las mas predominantes),
arqueas y eucariotas (por ejemplo las levaduras). En concreto, la mayoria de



las bacterias de la microbiota colonica pertenecen a cinco filos: Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacterias, Actinobacterias y Verrucomicrobia, de entre los
cuales, los dos primeros son los mas abundantes (Flint, 2020) (Tabla 1). Los
Bacteroidetes son bacterias anaerobias estrictas que se encuentran en gran
proporcion en el colon (10 — 40%), entre las que destacan los géneros
Bacteroides, Prevotella, Alistipes y Parabacteroides, entre otros (Gibiino et al.,
2018). Sus funciones metabdlicas incluyen la degradacion de carbohidratos,
ya que presentan genes que codifican la sintesis de enzimas para la hidrélisis
de una gran cantidad de carbohidratos presentes en la pared de células
vegetales. Ademas, se les relaciona con la modulacion del sistema inmune y
la regulacion de la relacién cerebro-colon, ya que producen hormonas o
neurotransmisores. Por otro lado, los Firmicutes son bacterias anaerobias
obligadas abundantes en el colon (20 — 70%). También hay evidencias de que
las bacterias de este filo tienen capacidad para degradar carbohidratos,
siendo algunas de ellas especificas para la hidrélisis de carbohidratos
concretos (Ruminococcus bicirculans es degradadora de [-glucanos o
Ruminococcus champanellensis, de celulosa). Ademas, las pertenecientes a
los géneros Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia spp., Eubacterium
rectale, Anaerostipes spp. y Ruminococcus spp. destacan por ser productoras
de butirato (Sheridan et al., 2016), mientras que Lactobacillus spp. y otras
bacterias acido-lacticas lo son de acido lactico. Sin embargo, ambos filos
incluyen bacterias reconocidas como patdgenas, como es el caso de
Bacteroides fragilis en el filo Bacteroidetes y Streptococcus, Enterococcus y
Clostridium en el filo Firmicutes, que se encuentran presentes en la microbiota
de los individuos sanos, pero a concentraciones bajas (Flint, 2020).

Si hubiera cambios en el ecosistema, debidos por ejemplo al consumo de
antibioticos, estos podrian derivar en un desequilibrio en la composicion,
diversidad y cantidad de bacterias col6nicas, estado que se conoce como
disbiosis. En ese caso, las bacterias patdbgenas poco representadas podrian
proliferar. Cuando esto ocurre, es frecuente observar un aumento en la
predominancia del filo Proteobacterias (como Samonella typhimuriumy,
Shigella dysenteriae y Escherichia coli), bacterias anaerobias facultativas que
en el colon de los individuos sanos representan entre el 1y el 5 % del total.
Su presencia elevada tiene consecuencias negativas para el huésped, ya que
se asocia a ciertas enfermedades, como la inflamacion del intestino o el
cancer colorrectal (Litvak et al., 2017). Por ultimo, las Actinobacterias y
Verrucomicrobias son bacterias anaerobias, muy poco abundantes en el colon
humano (< 1 — 5 %) (Flint, 2020). Pese a su escasa presencia, tienen
implicaciones positivas en la salud. En concreto, en las Actinobacterias
destaca, sobre todo en nifios, el género Bifidobacterium. Son productoras de
SCFA (acetato) y de lactato, que posteriormente es metabolizado por
bacterias acido-lacticas (por ejemplo, Lactobacillus spp.) a butirato. Estos
compuestos se relacionan con la expresion de genes que contribuyen al
mantenimiento del buen estado de la pared intestinal. También se les atribuye



relacion con el desarrollo de la funcién inmunitaria, el metabolismo y el eje
cerebro-colon (Binda et al., 2018). En el caso de Verrucomicrobia, la Unica
especie que representa este filo en el colon humano es Akkermansia
muciniphila y por ello, seguramente exprese proteinas Unicas en el
ecosistema coldnico. Esta especie destaca por ser degradadora de mucina
(glucoproteinas de alto peso molecular que forman el moco que recubre el
epitelio intestinal) liberando productos que pueden ser metabolizados por
otras bacterias. Por ello, en ausencia de carbohidratos derivados de la dieta,
las mucinas pueden ser una fuente constante de nutrientes. Ademas, también

se les atribuyen propiedades antiinflamatorias (Derrien et al., 2017).

TABLA 1. Principales filos de bacterias presentes en el colon humano

Funcioén principal

Ejemplos

Referencias

Hidrdlisis de carbohidratos complejos
derivados de plantas.
Modulacién del sistema inmune y de la

Bacteroides, Prevotella,
Alistipes y Parabacteroides

Bacteroidetes relacién cerebro-colon (productoras de Sgi'éno etal,
— 0, i
10 - 40% hormonas y neurotransmisores). Flint, 2020
Bacteroides fragilis (su toxina
Cierta patogenicidad esta relacionada con la
carcinogénesis colorrectal)
Ruminococcus bicirculans
Hidrdlisis de carbohidratos complejos (degradadora de B-glucanos) y Steck et al.
. Ruminococcus ’
o derivados de plantas . 2011
Firmicutes champanellensis (degradadora Sherid t al
20 — 70% de celulosa) erdan et al.,

Enterococcus faecalis

2016

. . X ) . Flint, 2020
Cierta patogenicidad (contribuye a la inflamacion
cronica del intestino)
Proteobacteria | T 209enas (aumentan en ciertas Samonella typhimuriumy, Litvak et al.,
150 enfermedades como la inflamacion del Shigella dysenteriae y 2017
intestino o el cancer colorrectal) Escherichia coli Flint, 2020
Mantenimiento del buen estado de la pared
intestinal (regulacion de la sintesis de ,
. . . - . Binda et al.,
Actinobacteria | mucinay la expresion de las uniones - .
oo Bifidobacterium 2018
<1-5% estrechas del epitelio). :
S o Flint, 2020
Desarrollo de la funcién inmunitaria y la
relacion cerebro-colon.
v icrobi Degradadora de mucina. Derrien et al.,
errucomicrobia Propiedades antiinflamatorias mediante la | Akkermansia muciniphila 2017
<1 -5% s ; . .
regulacion del sistema inmune. Flint, 2020

A pesar de que la caracterizacion de especies que conforman la microbiota

se asienta sobre la evidencia cientifica, y se pueden establecer generalidades,
existe una gran diversidad de factores que hacen que el perfil de la microbiota
de cada individuo sea especifico (Thursby & Juge, 2017) (Figura 1). En
ocasiones, la microbiota es resistente a los factores alterantes y no sufre



variaciones. Sin embargo, la microbiota puede ser sensible a las
perturbaciones y experimentar cambios composicionales debidos a éstas
(disbiosis). Aun asi, estos cambios no siempre desencadenan un estado de
disbiosis, ya que la microbiota presenta redundancia funcional, es decir,
existen diversos microorganismos capaces de desarrollar la misma funcion.
Es por ello que el perfil de los individuos sanos es especifico y variable
(Sommer et al., 2017).
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FIGURA 1. Factores que afectan a la diversidad relativa de la microbiota del colon

Por un lado, la microbiota del colon puede experimentar cambios debido a
factores intrinsecos al individuo. Por ejemplo, la edad (Jeffery, et al., 2016), el
estado fisioldgico (Koren et al., 2012) o la presencia de patologias (Carding et
al., 2015), entre otros. En referencia a la edad, los ancianos presentan un
mayor riesgo de sufrir alteraciones en el tracto gastrointestinal. Especialmente
porque se produce la reduccion de la denticion, el empeoramiento de la
habilidad para masticar y la disminucion del tiempo de transito intestinal, que
junto con las variaciones en la dieta suponen un cambio en la microbiota del
colon (Jeffery, et al., 2016). A su vez, ciertos estados fisiol6gicos, como el
embarazo (Koren et al., 2012), y los estados patologicos, como la enfermedad
inflamatoria del intestino (Carding et al., 2015), también son factores que
determinan la composicion, funcionalidad y estabilidad de la microbiota. Por
otro lado, existen factores extrinsecos al individuo que provocan alteraciones
en la microbiota del colon. Estos también se conocen como ambientales o
relacionados con el entorno. Por ejemplo, el tipo de parto (Béckhed et al.,
2015) o la presencia de mascotas en el hogar (Kim et al., 2019). En ese caso,
es el ecosistema de cada individuo sano el que modula su composicién
microbiana y provoca su variabilidad. La microbiota viene determinada



practicamente desde el nacimiento. En el parto, parte de esta es transferida
de la madre al hijo, aunque recientemente hay estudios que sugieren que la
colonizacion empieza incluso antes del nacimiento, cuando el bebé esta
todavia en la placenta del utero materno (Walker et al., 2017). Asi pues, el tipo
de parto es uno de los principales factores que determinan de forma temprana
la composicion de la microbiota, ya que la exposicion a las bacterias de la
vagina de la madre difiere de la del ambiente a la que se exponen los recién
nacidos por cesarea (Backhed et al., 2015). Ademas, el tipo de alimentacion
del neonato, amantado o alimentado con leches comerciales, sigue
determinando la composicion de la microbiota, ya que la leche materna
contiene bacterias como Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus y
Bifidobacterium, y oligosacéaridos que crean un ambiente complejo que puede
ser mas efectivo para el desarrollo del colon del bebé que las leches
comerciales (Kim et al., 2019). Después de que en los primeros meses de vida
se hayan asentado las colonias de microorganismos que prevaleceran en el
colon de cada individuo, existen otros factores ambientales que pueden
modular esa microbiota, como son el estilo de vida (actividad fisica,
alimentacion, habitos) y el habitat de este. De hecho, segun estudios previos,
es posible encontrar mas similitudes entre personas no emparentadas que
comparten un hogar, que entre personas si emparentadas y que viven en
lugares diferentes (Rothschild et al., 2018).

De entre los citados factores ambientales, la alimentacién (o el tipo de
dieta) es uno de los de mayor impacto sobre la microbiota col6nica (Scott et
al., 2013), y ademas, a diferencia del tipo de parto u otros factores, puede
modificarse, y utilizarse como herramienta para modular la composicién de la
microbiota. Por ello, el efecto de la alimentacion a largo plazo sobre las
poblaciones de microorganismos que conforman la microbiota y su respuesta
resulta de gran interés. Mientras que se conoce que una dieta rica en fibra
favorece el crecimiento de bacterias beneficiosas como los lactobacilos
(Carvalho-Wells et al., 2010), son innumerables las interacciones alimento-
microbiota que quedan por describir. De esta manera, se justifican los
numerosos estudios actuales encaminados a generar conocimiento en este
campo.

3. DIETA'Y MICROBIOTA

Como se ha explicado en el apartado anterior, la dieta es uno de los
factores ambientales mas importantes y que mas influye en la composicion de
la microbiota colonica. Los alimentos que conforman la dieta determinan los
sustratos que alcanzan el colon y que son metabolizados preferentemente por
ciertos grupos poblacionales de bacterias (Scott et al., 2013). Por ello, la
presente seccion recopila las evidencias cientificas mas recientes en relacion
al binomio dieta-microbiota.



El efecto de los carbohidratos ha sido ampliamente estudiado, pues son la
principal fuente de carbono y energia de la dieta tanto para las funciones
fisioldgicas individuo como para su microbiota (Singh et al., 2017), si bien es
necesario diferenciar entre los que utiliza el huésped y los que sirven de
sustrato para el mantenimiento y crecimiento de la microbiota. Asi, se
denominan carbohidratos no digeribles a aquellos que, no siendo hidrolizados
por las enzimas digestivas, alcanzan el colon en su forma nativa. Estos son
metabolizados por la microbiota promoviendo su propio crecimiento y
actividad y dando lugar a compuestos con efectos beneficiosos para la salud
(Pandey et al., 2015). Por esta razon, a los carbohidratos no digeribles se les
atribuye la condicién de prebiéticos y, su consumo ha descrito un aumento en
la cantidad de bifidobacterias o bacterias acido-lacticas (Carvalho-Wells et al.,
2010). En cambio, los carbohidratos digeribles se hidrolizan antes de llegar al
colon, generando como producto mono o disacaridos como la glucosa,
fructosa, que se absorben en el intestino delgado. La naturaleza de estos
azucares provoca cambios diferentes en la composicion de la microbiota. Por
ejemplo, los azucares de la fruta conllevan a un aumento de las bifidobacterias
y una reduccion de Bacteroides (Eid et al., 2014), mientras que los
edulcorantes artificiales no caléricos aumentan los Bacteroides (Suez et al.,
2014). Ademas, las dietas altas en carbohidratos digeribles, en general,
suponen una pérdida en la diversidad de la microbiota del colon. En primer
lugar, porque los carbohidratos digeribles son absorbidos en el intestino
delgado, suponiendo un detrimento para las bacterias colonicas por la
ausencia de sus sustratos (fibra dietética). En segundo lugar, una muy
elevada presencia de carbohidratos digeribles en la dieta podria exceder la
capacidad de absorcion del intestino delgado, de forma que los carbohidratos
digeribles alcanzarian el colon generando cambios composicionales, sobre
todo el aumento de las bacterias sacaroliticas, no presentes habitualmente en
la microbiota del colon (Jamar et al., 2020).

De forma similar, el tipo de proteina y su procedencia puede afectar de
distinto modo a la microbiota del colon. Las proteinas de origen animal no
presentan la misma estructura ni composicion que las de origen vegetal.
Mientras que la proteina animal tiene un elevado contenido de aminoéacidos
esenciales, las legumbres, pese a que son abundantes en algunos
aminoacidos esenciales (lisina o treonina), no incluyen los sulfurados
(metionina, cisteina y triptéfano) (Havemeier et al., 2017). EI consumo de una
dieta alta en proteinas de origen animal y baja en carbohidratos parece estar
asociada con el aumento en la produccion de BCFA, (como el isobutirato,
isovalerato y el &cido fenilacético) y compuestos n-nitroso, todos ellos
metabolitos que aumentan el riesgo de sufrir enfermedades colorrectales
(Russell et al., 2011). Por ello, cabe esperar que también haya diferencias que
sigan esta tendencia cuando se compara la microbiota de zonas urbanas de
Europa y Estados Unidos con zonas rurales de Africa, ya que en las primeras
se consume mas proteina de origen animal (De Filippo et al., 2010). De igual



forma, la composicion en acidos grasos de los triglicéridos también presenta
implicaciones concretas. Asi, el consumo de dietas con elevado aporte de
grasas saturadas parece estar asociado con el aumento de Alistipes y
Bacteroides y la disminucion de Faecalibacterium y de la concentracion total
de SCFA producidos (Wan et al., 2019). Sin embargo, el elevado consumo de
grasas mono Yy poliinsaturadas no parece alterar la composicion del
microbioma intestinal (Urwin et al., 2014). No obstante, es dificil determinar
cual es el efecto de un macronutriente determinado sobre la microbiota, ya
que en la mayoria de casos las dietas ricas en proteinas presentan, por lo
general, un elevado contenido en grasas saturadas y bajo en fibra (Singh et
al., 2017). Asimismo, el consumo de alcohol también parece estar implicado
en cambios de la composicion y la funcionalidad de la microbiota. De hecho,
se relaciona con un aumento de las Proteobacterias y una disminucién del
género Faecalibacterium y de la produccién de acido butirico, todo ello ligado
con una respuesta proinflamatoria (Bjgrkhaug et al., 2019).

Existe una gran diversidad en cuanto a los distintos tipos de dieta, bien sea
por motivos culturales, econdmicos o agronomicos. Asi, se ha visto
incrementada la adherencia a las dietas en las que se suprime algun alimento,
como es el caso de las vegetarianas (no incluye el consumo de carne y
pescado) y las veganas (no incluye ningun alimento de origen animal como
los lacteos, la miel y los huevos) (Phillips, 2005). Ademas, las dietas
restrictivas son comunes como tratamiento de ciertas enfermedades, como la
dieta sin gluten en la celiaquia (excluidos derivados del trigo y otros cereales)
o la dieta sin lactosa (se excluyen leche, yogur, y derivados lacteos) o fructosa
(fruta) en caso de trastornos en el metabolismo de carbohidratos (Singh et al.,
2017). Por otro lado, las condiciones agroclimaticas y la cultura de la regién
son dos factores clave que contribuyen al tipo de dieta que se sigue en un
determinado territorio. Por ejemplo, la dieta occidental es alta en proteina y
grasa animal pero baja en fibra; la dieta oriental, esta basada principalmente
en alimentos procedentes del mar (pescado y algas) y arroz (Singh et al.,
2017; Senghor et al., 2018); y la mediterranea, propia de los paises
circundantes al Mar Mediterraneo, aporta proteinas de alto valor bioldgico de
origen animal y vegetal (carne, pescado y legumbres), es alta en fibra (frutas
y verduras) y en acidos grasos mono y poliinsaturados (frutos secos) (Lopez-
Legarrea et al., 2014). Estas diferencias en el tipo de dieta consumida por
distintos grupos poblacionales de dispares regiones geograficas se traducen
en perfiles de composicion de microbiota distintos segun regiones (Tabla 2).
Por otra parte, preocupa que el estilo de vida de las zonas urbanas e
industrializadas provoque la disminucion en la composicion, diversidad y
funcionalidad de la microbiota colonica. Parece que éstas, en comparacion
con los de las zonas no urbanizadas, tienen una mayor capacidad para
degradar xenobidticos (procedentes de contaminantes ambientales), como
por ejemplo el naftaleno, pero una menor capacidad de degradacion de fibras



vegetales, lo que se relaciona con la disminucion de las bacterias de ciertos
géneros, como Prevotella y Treponema (Segata, 2015).

TABLA 2. El efecto de distintas dietas sobre la microbiota

Tipo de dieta y caracteristicas Regiones Composicion microbiana Bibliografia
1 Firmicutes, Proteobacteria
Dieta occidental Paises desarrollados L?Ctop;.c'”usi ,Faecallbacterlum y
1 Azlcares simples, proteina animal y zonas urbanas de Clostri ium c uster IV. . . Leo&
(carne) y grasas sat’ura das Estados Unidos | Bacteroidetes, Verrucomicrobia Campos, 2020
Y9 ) y Bifidobacterium, Roseburia Lee, 2013

| Carbohidratos complejos y fibra.

Canada

Eubacterium rectale y
Bacteroides.

Dieta mediterranea
1 Carbohidratos complejos y fibra
(vegetales, fruta, cereales), proteina de

Paises circundantes
al mar mediterraneo.
Otros paises que han

1 Bacteroidetes, Bifidobacterium,
Faecalibacterium prausnitzii,

Krznaric et al.,

origen animal (pescado, lacteos, carne) adaptado patrones Bacteroides thetaiotaomicron y 2019
vegetal (le uml:F))res aI, unos ce'reales), dietgticos gimilares Parabacteroides distasonis. Gutiérrez-Diaz
veg 9 yalg y . ' | Firmicutes y Escherichia coli. etal., 2016
acidos grasos monoinsaturados (nueces). como los paises
| Grasas saturadas. nérdicos.
Dietas basadas en précticas tradicionales 1 Bacteroidetes, Prevotella,
como la agricultura y la recoleccion Sociedades Treponema, Succinivibrio y De Filippo et
1 Carbohidratos complejos y fibra (cereales . Weissella. al., 2017

. africanas, rurales y o . o
autéctonos, vegetales, frutas) no industrializadas | Firmicutes, Roseburia, Dorea, De Filippo et
| AzUcares simples, grasas, proteina ’ Bacteroides, Bifidobacterium y al., 2010

animal

Alistipes.

Dieta oriental

1 Carbohidratos digeribles (arroz) y
proteina animal (carne y pescado).
| Grasas saturadas

Paises desarrollados
y zonas urbanas de
Asia.

1 Bacteroides, Prevotella,
Bifidobacterium adolescentes,
Butyrivibrio, Clostridium
perfringens y Staphylococcus
aureus.

Senghor et al.,
2018

Nam et al.,
2011

En general, la dieta es un factor clave para la modulacion de la microbiota

del colon y esta muy implicada en el mantenimiento de un buen estado de
salud. Cada vez son mas las evidencias cientificas que relacionan, tanto los
desequilibrios en la microbiota colénica (disbiosis) como los metabolitos
producidos por la misma, con diversas enfermedades (Carding et al., 2015).
Por un lado, se observa que los estados de disbiosis estan relacionados con
enfermedades inflamatorias del intestino, como es el caso de la enfermedad
de Crohn o la colitis ulcerosa. Aunque todavia se desconoce si la disbiosis es
causa directa o indirecta del desarrollo de la patologia, los pacientes que
sufren estas enfermedades presentan un desequilibrio en la estabilidad y
funcionalidad de la microbiota. Esto se traduce en una disminucion de
Firmicutes y un aumento de bacterias anaerobias facultativas (Matsuoka &
Kanai, 2015). También se ha observado disbiosis en otras enfermedades,
como la celiaquia o el cancer colorrectal, pero los cambios son menos
consistentes (Carding et al., 2015). Por otro lado, parece que la disbiosis
también esta relacionada con desordenes metabdlicos como la obesidad o la
diabetes de tipo 2 (Gurung et al., 2020), ya que la microbiota col6nica juega
un papel importante en la obtencibn de energia desde la dieta, el
almacenamiento de la grasa y la sensacién de saciedad. Por ultimo,
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actualmente también hay evidencias de que la disbiosis esta vinculada con
anomalias externas al tracto gastrointestinal. En concreto, con el eje cerebro-
colon que afecta al sistema nervioso central, al comportamiento y a la funcién
cognitiva, causando ansiedad, depresion o autismo (Yarandi et al., 2016).

Por tanto, las evidencia de que la alimentacion modula la microbiota del
colon y que, a su vez, esta esta implicada en el buen estado de salud de los
individuos, revela la necesidad de profundizar en el estudio de la alimentacion
sobre la microbiota del colon y desarrollar estrategias concretas y orientadas
a una alimentacion personalizada.

4. MODELOS DE DIGESTION COLONICA

Para estudiar la relacion entre el tipo de dieta y la microbiota del colon en
el contexto de la digestiébn gastrointestinal, se pueden utilizar diversas
metodologias. Si bien los estudios en humanos (in vivo) se presentan a priori
como los mas adecuados o representativos de la fisiologia, estos van
acompafnados de numerosas limitaciones. Es por ello que los estudios de
digestion in vitro, con sus mdultiples ventajas, van ganando relevancia en el
ambito cientifico.

4.1 Modelos de digestién in vivo

Los estudios de digestion in vivo son ensayos caros y largos, en los que se
utilizan sujetos vivos (animales o humanos) sanos 0 que presentan ciertas
patologias. Asimismo, estos estudios muestran una gran dificultad a la hora
de la obtencion de muestras, ya que estas se realizan durante la digestion
gastrointestinal, siendo mas dificultoso debido a su inaccesibilidad en
cualquier punto del proceso, incluyendo la parte del colon. La aplicacion de
estudios in vivo también implica considerar ciertas restricciones éticas
(Macfarlane & Macfarlane, 2007). Aun asi, los modelos in vivo tienen una gran
importancia bioldgica y fisioldgica, pues involucran al huésped vy, por tanto,
tienen en cuenta la influencia del mismo sobre la microbiota. Pese a ello, en
la mayoria de los casos la variabilidad individual presente en cada organismo
dificulta la extraccion de conclusiones, pues es complicado determinar si los
cambios en la composicion y funcionalidad de la microbiota son causa directa
de la intervencién, o es esta la que provoca alteraciones en el huésped que
indirectamente repercuten en la microbiota (McDonald, 2013). En los estudios
in vivo en humanos, se deben considerar ciertas pautas y restricciones
durante los ensayos clinicos (Sousa et al., 2008) y por ello, se limitan al
analisis de muestras fecales. No obstante, cabe destacar que la microbiota
presente en las muestras fecales Unicamente es representativa de la parte
distal del colon (descendente y sigmoide), por lo que no aporta informacién
sobre el colon ascendente. La composicién y la funcionalidad de microbiota
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en las distintas partes del colon varia en funcion de la accesibilidad de
nutrientes, el pH o el tiempo de retencion (Macfarlane et al., 1992). Las
complicaciones que presentan los estudios in vivo en humanos, en cuanto a
sus restricciones éticas y su dificultad para la toma de muestras, han llevado
a realizar estudios in vivo en modelos animales, en los que cominmente se
han utilizado ratones, ratas o cerdos. Estos estudios también se pueden
realizar en animales que presentan una microbiota en la que se han
implantado microorganismos especificos (gnotobidticos) o la microbiota
obtenida en muestras fecales humanas (microbiota asociada) (McDonald,
2013). Los ensayos con animales son largos y caros, ya que se requiere de
una infraestructura adecuada para criarlos. Asimismo, cabe destacar que
existen restricciones éticas que implica el uso de seres vivos para estudios de
digestibilidad. La ventaja es que los experimentos son mas controlados, pues
se puede modificar el entorno del animal o su genética. Ademas, la toma de
muestras se realiza de manera invasiva, e incluso se recurre al sacrificio para
extraer muestras de distintas zonas del colon (Macfarlane & Macfarlane,
2007).

Pese a todas las ventajas que presentan los estudios in vivo en animales
frente a humanos, los resultados obtenidos en los ensayos con animales
podrian diferir de los obtenidos en humanos por distintas razones. En primer
lugar, la fisiologia del aparato digestivo y el sistema inmune de los animales
es diferente de la de los humanos (Payne et al., 2012). Por otro lado, la
microbiota de los animales también es diferente a la de los humanos, incluso
cuando se trabaja con animales gnotobidticos (a los que se les han implantado
microorganismos especificos) o con microbiota humana asociada (Arrieta et
al., 2016). Ademas, hay factores ambientales que podrian alterar la microbiota
de los animales como son la edad, el sexo, el sistema de cria, el estrés
fisiolégico o el tipo de alimentacion (Hufeldt et al., 2010).

4.2 Modelos de digestién in vitro

Una alternativa al uso de los modelos de digestién in vivo son los modelos
in vitro. Las metodologias de digestion in vitro se han desarrollado para tratar
de minimizar las limitaciones y ofrecer ciertas ventajas frente a los modelos in
vivo. Se trata de sistemas en los que se lleva a cabo la simulacion del proceso
gastrointestinal, incluyendo la fermentacién coldnica, fuera del huésped. Para
la reproduccion de la etapa de digestién coldnica en el laboratorio, se utiliza
una disolucién fecal representativa de la microbiota colénica. Asimismo, y
dependiendo del objetivo del estudio, también se pueden utilizar colonias de
microorganismos aisladas. Por ejemplo, este es el caso en los estudios en los
que se quiere evidenciar las propiedades probidticas de ciertas bacterias
acido lacticas. Ademas, los estudios in vitro son menos caros y mas rapidos
que estudios in vivo (Venema et al.,, 2013). Estos sistemas no presentan
implicaciones éticas por lo que se pueden utilizar para hacer cualquier tipo de
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ensayo de digestion, con diferentes componentes dietéticos o farmacos,
realizando muestreos en cualquier punto del proceso, y comprobando el
efecto que tienen sobre la composicion y la funcionalidad de la microbiota
(Macfarlane & Macfarlane, 2007; Payne et al., 2012).

Si bien los modelos de digestion in vitro han sido ampliamente utilizados
en la ultima década para el estudio de digestibilidad de nutrientes, estos se
han limitado a la simulacién de las etapas oral, gastrica e intestinal (intestino
delgado). El auge de esta metodologia ha sido tal, que se establecié un
protocolo internacionalmente consensuado que armoniza y sintetiza cuéles
deben ser las condiciones estandar a reproducir cuando se lleva a cabo un
estudio de digestién in vitro (Minekus et al., 2014). Esta linea de actuacion
comun permitié, por un lado, trabajar in vitro en condiciones sencillas, pero no
simples, incluyendo los pardmetros mas relevantes, y por otro, comparar los
resultados obtenidos en diferentes estudios gracias a la utilizaciéon de una
metodologia comun. Recientemente, dicho protocolo se ha actualizado a las
nuevas evidencias (Brodkorb et al., 2019), y se ha adaptado para simular el
proceso teniendo en cuenta ciertas consideraciones fisioldgicas como por
ejemplo el vaciado gastrico (Mulet-Cabero et al., 2020). En el marco de estos
protocolos numerosas lineas de investigacion han adoptado estas
metodologias. Sin embargo, la simulacion de la etapa colonica en modelos de
digestién in vitro sigue siendo un ambito poco explorado y consensuado,
posiblemente debido a la complejidad que implica reproducir una poblacion
microbiana.

En general, los sistemas de simulacién de la digestion del colon in vitro se
pueden diferenciar en estaticos y dinamicos. Los estaticos son los mas
simples, sencillos y baratos, pues no requieren de equipamiento especifico.
Para simular la digestion colbnica, se hace servir un biorreactor en el que se
introduce el indculo fecal, el medio de cultivo y se lleva a cabo la fermentacion
en las condiciones adecuadas que simulan el colon humano. Trabajan en
discontinuo, lo que quiere decir que nada entra ni sale del reactor mientras la
fermentacién esta en marcha. Por tanto, como no hay entrada de medio de
cultivo fresco, los sustratos se agotan y los productos y desechos se acumulan
con el avance de la fermentacion. Esto provoca un cambio en las condiciones
ambientales de pH, temperatura y potencial de oxidacion y reduccién que,
finalmente, repercute deteniendo el crecimiento y la actividad microbiana. Por
tanto, el uso de estos sistemas se reduce a unas 4 horas y se utiliza
Gnicamente para estudiar el metabolismo de la microbiota a tiempos cortos o
bien para analizar la influencia del uso de distintas fuentes de carbono (Payne
et al., 2012; Venema et al., 2013).

Los simuladores de la digestion del colon dinAmicos son mas complejos y
caros que los estaticos y, ademas, trabajan en continuo por lo que la
microbiota del indculo fecal se adapta a las condiciones ambientales y alcanza
el estado estacionario (Dupont et al., 2019). Una vez se alcanza el estado
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estacionario, los cambios observados en la composicion y funcionalidad del
microbioma conforme avanza el tiempo pueden atribuirse a los tratamientos
aplicados y no a la adaptacion a las condiciones ambientales. Esta
caracteristica hace que los modelos dinamicos sean mas representativos de
las condiciones en el huésped y mas reproducibles. Por ello, es muy
importante que la microbiota se aclimate y alcance el estado estacionario de
crecimiento antes de someterla a cualquier estudio. Para poder alcanzar el
estado estacionario, se introduce en el sistema aproximadamente un 25% de
indculo fecal y se afiade medio de cultivo para permitir que el in6culo se
adapte. Después, se deja en condiciones de inanicidn a la microbiota durante
aproximadamente 2 horas para asegurar que no quedan carbohidratos que
puedan ser fermentados en el interior del reactor. Pasado ese tiempo, ya se
puede afiadir el medio de cultivo para iniciar el experimento (Aguirre et al.,
2014; Aguirre et al., 2015). Los medios de cultivo utilizados estan formados
generalmente por sustratos proteicos (caseina y peptona), carbohidratos
complejos no digeribles (peptina, xilano, arabinogalactano y almidoén
resistente), sales biliares, minerales y vitaminas (Martinez-Cuesta et al.,
2019).

Hasta la fecha, se han desarrollado diferentes digestores in vitro que
trabajan en dinamico (Tabla 3). Estos simuladores presentan distintos
disefios, controlan las variables del proceso digestivo y pueden presentar un
solo compartimento (monoetapa) o varios (multietapa) para la simulacién de
la fase coldnica, simulando en cada uno de ellos las condiciones temporales
y ambientales de las distintas regiones del colon (ascendente, transverso y
descendente). En aquellos simuladores de la digestion que Unicamente
presentan un compartimento solo se simula una regiéon del colon, que suele
ser el colon proximal (ascendente y transverso) (Payne et al., 2012), aunque
también podria simularse la parte distal (descendente y sigmoide). Estos
sistemas fueron descritos por primera vez por Miller y Wolin (1981) y se han
ido adaptando y actualizando con el tiempo; estos son algunos ejemplos: TIM-
2 (Minekus et al.,, 1999), PolyFermS (Berner et al., 2013), EnteroMix
(Makivuokko et al., 2005) o Lacroix (Cinquin et al., 2006). En cambio, los
simuladores dinamicos de varios compartimentos permiten simular varias
partes del intestino grueso: el colon ascendente, trasverso y descendente. En
cada uno de los compartimentos se simula un pH, un tiempo de retencion y
un volumen caracteristico acorde con las condiciones de las distintas regiones
del colon (Macfarlane et al., 1992). La alineacion de los tres compartimentos
permite una alimentacién secuencial, es decir, que el alimento pase en orden
desde los primeros compartimentos a los ultimos. Por ello, los dos primeros
compartimentos presentan una mayor disponibilidad de sustratos y un pH mas
acido (entre 5-6) y el ultimo, una menor disponibilidad de sustratos y un pH
mas basico (entre 6-7), lo que es caracteristico del colon proximal y distal
respectivamente. En concreto, en el colon proximal, que incluye las regiones
del colon ascendente y transverso, el género Bacteroides es el mas
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representativo ya que se caracteriza por ser capaz de metabolizar una amplia
variedad de carbohidratos. En el distal, que incluye la region descendente del
colon, predominan algunas de las bacterias productoras de butirato, como por
ejemplo Ruminococcus, mientras que otras estan presentes por igual en el
colon proximal y distal, como es el caso de Blautica coccoides o Eubacterium
rectale (Martinez-Cuesta et al., 2019). El primer digestor dinamico multietapa
de la parte colonica fue el desarrollado por Gibson, Cummings & Macfarlane
(Gibson et al., 1988), al que posteriormente se le han hecho ciertas
adaptaciones. Ademas, algunos de los modelos in vitro incluyen, no solo la
simulacion dinamica de la digestion de colon, sino también la simulacion del
proceso gastrointestinal (digestidn gastrica y duodenal) que tienen lugar antes
de llegar al colon. Los simuladores que presentan estas caracteristicas son:
la combinacion de TIM-1y TIM-2 (Minekus et al., 1995; Minekus et al., 1999),
el SHIME (Molly et al., 1993) y el SIGMI (Barroso et al., 2015). Asimismo,
algunos de los simuladores contienen la opcién de estudiar dos muestras en
paralelo como es el caso de Twin-SHIME (McDonald, 2013).

Otra de las peculiaridades que incluyen algunos de los simuladores
dinamicos es la utilizacion de una microbiota fecal inmovilizada. Como se ha
comentado, en los simuladores colonicos se inocula una microbiota fecal que
debe adaptarse para ser representativa de la microbiota col6nica in vivo. Pero,
cuando dicha microbiota fecal se inocula liquida las bacterias se encuentran
libres y, por un lado, las menos competitivas puedan ser lavadas y eliminadas
del sistema, lo que limita el tiempo del estudio a unas 4 semanas. Por otro, no
se contemplan las bacterias que in vivo se encuentran asociadas a la mucosa
(Payne et al., 2012). Esas son las razones por las cuales algunos sistemas
simulan la microbiota asociada a la mucosa, como el M-SHIME (Van den
Abbeele et al., 2012), el PolyFermS (Berner et al., 2013) o el Lacroix (Cinquin
et al., 2006). Por ejemplo, en el M-SHIME se utilizan unas perlas de 1-2 mm
de diametro de un material poroso, como son la goma xantana o gella, que
simulan la mucosa del colon y permiten crecer a una poblacion de bacterias
gue se encuentra asociada a esta. De este modo, se evita que estas bacterias
sean lavadas y permite su intervencion durante todo el proceso de
fermentacion. Para la simulacion de la mucosa del colon, las perlas con la
microbiota asociada se transfieren al primer compartimento junto con medio
de cultivo. Las bacterias crecen sobre todo en la periferia de las perlas, donde
hay mas concentracion de sustratos, hasta que su densidad es
suficientemente grande para que se desprendan y puedan pasar a los
compartimentos siguientes. De esta forma el tiempo de ensayo se alarga
hasta los 71 dias (Cinquin et al., 2004). Se han hecho diversos estudios para
determinar la microbiota en los sistemas que simulan la mucosa intestinal y
sus diferencias con los sistemas que Unicamente simulan el ambiente luminal.
Por ejemplo, en el estudio publicado por Van den Abbeele et al. (2012) en el
que utilizaron el simulador M-SHIME, determinaron que el ambiente luminal
de estos sistemas estaba enriquecido con Bacteroidetes y Proteobacterias
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mientras que la mucina lo estaba con Firmicutes, en concreto el Clostridium
cluster XIVa, con especies como Roseburia intestinalis y Eubacterium rectale.
En cambio, Rajilic-Stojanovic et al. (2010) observaron en el sistema TIM-2,
gue carece de ambiente mucosal, un decrecimiento de algunos Firmicutes,
entre los que se encontraba Clostridium cluster XlIVa.

TABLA 3. Caracteristicas del disefio y funcionamiento de los digestores coldnicos in vitro dinamicos

Tipo y Secreciones y pHYy Inmovilizacion | Caracteristicas R .
. S L . . e eferencias
compartimentos agitacion anaerobiosis microbiota especificas
No hay .
Monoetapa secreciones. pH de 5.8 Posibilidad de x'niggz et
TIM-2 Colon proximal Agitacion por (CAICT) No trabajar en M'.’
e A inekus, et
(CAICT) movimientos Flujo de N2 paralelo.
S al., 1995
peristalticos.
Monoetapa No hay
PolyFermS | Colon proximal secreciones. Em'i.g(ecé/ocn Si n/a Zerg(e;rlgt
(CAICT) Agitacion n/a. ! 2 .
. No hay Se utiliza para
. Multl_etapa secreciones. PHS5.9CA 6.2 la simulacién Cinquin et
Lacroix Tres: CA,CTy Agitacion CTy®6.6 CD. No del colon de al. 2006
cD gitacto Flujo de CO2 e "
magnética. nifios.
. pH5.5CA, 6 :
| Multietapa No hay CT,65CDy7 Trabaja con Makivuokko
EnteroMix | Cuatro: CA, CT, secreciones. . No volimenes
CDy CDis Agitacion n/a CDis equefios etal., 2005
y 9 ) Flujo de N2 Peq '
. . Si (M-SHIME):
M_ultle_tapa secreciones pH 5.5-6 CA, 6- | permite simular - Molly et al.,
Cinco: 2ID pancreaticas y ; Posibilidad de 1993
- 6.4 CT, 6.4-6.8 y estudiar la .
SHIME (duodenol/yeyuno | biliares en ID. o trabajar en Van den
. N CD. adhesion de la
e ileon), CA, CT | Agitacion ; . . paralelo Abbeele et
o Flujo de N2 microbiota a la
y CD magnética. mucina al., 2012
Secreciones
gastricas y acido en
. E y pancreéticas y pH 5.6 CA, 6.3
M_ultle_tapa biliares en ID. CTy6.8CD (x Barroso et
SIGMI Cinco: E, ID, CA, N No n/a
Agitacion por 0.2) al., 2015
CT, CD. _ /
movimientos Flujo de N2
peristalticos en E 'y
magnética en el ID.

CA: Colon ascendente, CT: Colon trasversal, CD: Colon descendente, CDis: Colon distal, E: Estdmago,
ID: Intestino delgado.

A pesar de todas las modificaciones que se han ido realizando para
adaptar estos simuladores de la digestién lo maximo posible a la realidad,
persisten ciertas limitaciones. Se debe tener presente que estos sistemas son
una adaptaciéon simplificada de los procesos fisioldgicos in vivo, aunque se
tengan en cuenta los factores mas representativos y determinantes. En
concreto, la principal desventaja de estos sistemas en comparacion con los
modelos in vivo es que carecen de un ambiente fisiolégico, por lo que no se
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evallan las relevantes interacciones huésped-microbiota, por ejemplo, con las
células intestinales o con el sistema inmunitario (Payne et al., 2012).
Asimismo, los parametros de las condiciones fisiologicas utilizados para
conseguir el crecimiento de las bacterias fecales corresponden a datos
obtenidos en estudios realizados en personas sanas, pero estos podrian
cambiar cuando se trate de personas que padezcan alguna patologia. Por
este motivo, es necesario optimizar las condiciones del ensayo y adaptarlas
segun el objeto de estudio, y a la situacion fisioldgica propia del contexto del
estudio (Venema et al., 2013). Por ultimo, es importante que los modelos de
simulacion in vitro sean posteriormente validados in vivo para conseguir la
méaxima fiabilidad de los resultados obtenidos. En la mayoraria de casos, no
se llega a obtener la validacién in vivo, en primer lugar, por las restricciones
éticas y en segundo lugar por la baja probabilidad de encontrar una poblacion
de estudio cuya microbiota sea representativa de la simulada en el laboratorio.
No obstante, esta validacién es necesaria, para que los sistemas in vitro sean
realmente utiles.

5. ABORDAJE DE LOS ESTUDIOS DE DIGESTION COLONICA IN VITRO

Como se ha comentado, cuando se plantea el disefio experimental de una
digestiébn in vitro colénica se deben tener en cuenta una serie de
consideraciones intrinsecas al proceso. Por ejemplo, se debe planificar la
preparacion de los fluidos, los movimientos en el interior del reactor, el tiempo
de retencion en cada compartimento, su volumen, el flujo de gas, la
temperatura o el tipo de digestor (con uno o varios compartimentos colénicos).
Ademas, en el caso de simular la etapa colénica, es fundamental la
recoleccion y el procesado de inéculo fecal. Por otro lado, tras llevar a cabo la
digestion, las conclusiones se extraen en base a la caracterizacion vy
cuantificacion de los componentes de las muestras recogidas a lo largo del
proceso. Es necesario plantear si el objetivo del estudio es determinar
cambios en la composicibn de la microbiota provocados por la
ingesta/digestion de ciertos tipos de alimento y nutrientes, o si bien el estudio
se centra en conocer productos derivados de la utilizacion de los nutrientes
de la digestion por parte de la microbiota. Por ello, esta seccion se centra en
recopilar la informacion practica y metodolégica, convencional y moderna, que
se deberé considerar para el abordaje de los estudios de digestidén coldnica in
vitro; por un lado, para el analisis de la microbiota, y por otro, para la
evaluacion de los metabolitos producidos por parte de esta microbiota (Figura
2).
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1. Disefio y preparaciéon de

=P 2. Digestién in vitro 3. Determinaciones
las condiciones . - - .
. simulacion col6nica iti
experimentales ( ) analiticas
| | | | | I | |
I
a. F'UldOS (sa!lyares, a. Trabajar en estatico: a. Andlisis de la microbiota:
gg_stncos, pancr_ea_tlcos y = - Introducir el in6culo y el Cultivos, PCR, gPCR, FISH,
biliares), movimientos, medio de cultivo. técnicas metadmicas.
temperatura, flujo  de - Fermentacién en las
gas, tiempo rgtencmn, condiciones adecuadas. b. Andlisis de los
vplumen y tipo de metabolitos (SCFA, BCFA,
digestor. b. Trabajar en dinamico amonio, lactato): DHD
b. Obtencién del inéculo (una o varias etapas): GC'MSZ LC-MS, (%C_.FID’ d
- Alcanzar el estado RMN, técnicas metadmicas.

fecal: Recolecciéon en
anaerobiosis de las
muestras fecales de uno
o varios individuos vy
homogenizacion en
solucion salina.

estacionario: Adaptacion
del in6culo (2 horas).

- Fermentacion en las
condiciones adecuadas.

D & e

Estético o Dinamico (tres etapas)
Dinamico (una etapa) Colon ascendente (pH 5.5-6),
Colon proximal pH 5-6 trasversal (pH 6-6.4) y descendente
(ascendente y trasverso) (pH 6.4-6.8) respectivamente

: [
Ooo

Figura 2. Esquema del proceso completo de simulacion in vitro de la digestidon colonica: disefio y preparacion,
digestion in vitro y determinacion analitica de la microbiota y los metabolitos que produce. PCR: Reaccién en cadena
de la polimerasa, qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, FISH: hibridacion fluorescente in situ,
SCFA: acidos grasos de cadena corta, BCFA: acidos grasos de cadena ramificada, GC-MS: cromatografia de gases
- espectrometria de masas, LC-MS: cromatografia liquida - espectrometria de masas, GC-FID: cromatografia de
gases - detector de ionizacion de llama, RMN: resonancia magnética nuclear.

5.1 Recoleccion y procesado del in6culo fecal

Para poder simular la digestion col6nica in vitro es necesario recolectar una
muestra fecal de un individuo o de una cohorte de estudio. Las muestras
fecales procedentes de individuos voluntarios pueden utilizarse o bien de
forma individual, o bien de forma combinada, es decir, una mezcla de las
muestras fecales de varios individuos, lo que se conoce como “pool fecal”
(Martinez-Cuesta et al., 2019). A partir de la mezcla de heces se obtienen
muestras estandarizadas, mas abundantes y diversas en bacterias. Por tanto,
se pueden utilizar en multiples experimentos y que estos sean representativos
de la poblacién general (Aguirre et al., 2014). En diversos estudios, se ha
utilizado un indculo fecal procedente de una Unica persona para estudiar un
tipo de microbiota concreta (Martinez-Cuesta et al., 2019). Sin embargo, es
importante destacar que el uso de una mezcla fecal de varios individuos para
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la realizacion del inéculo fecal presenta un importante inconveniente, y es que
cada individuo posee un entorno intestinal con nichos especificos. Los nichos
especificos son agrupaciones de bacterias que cumplen una funcidn
especifica, por ejemplo, la degradacidén de la mucina. Al combinar muestras
fecales de varios individuos, distintas especies procedentes de cada individuo
ocuparan el mismo nicho, conduciendo a que haya diferencias
interindividuales en la composiciéon de la microbiota. Es decir, se podria
considerar que el resultado de mezclar muestras de diez individuos seria
como obtener una “muestra individual” de un onceavo individuo, que requeriria
de tiempo para estabilizarse, ya que muchos microorganismos que ocupan un
nicho similar estaran juntos compitiendo por ocupar el mismo nicho (Aguirre
et al., 2014).

En cualquier caso, a partir de la o las muestras fecales se ha de realizar
una extraccion de su microbiota, que sera posteriormente utilizada en la
digestién. Esta microbiota extraida es comunmente conocida como indculo
fecal. Una vez adicionado el inéculo fecal al reactor y trabajando en
condiciones adecuadas de pH, temperatura y en ausencia de oxigeno, se
consigue desarrollar una microbiota representativa del colon humano. La
idonea recoleccidn y procesado de estas muestras de heces es esencial para
que los indculos sean de calidad y los ensayos se desarrollen
adecuadamente. Por ello, estas se recogen y se introducen dentro de cajas
herméticas con una atmésfera anaerobia. Pasada una hora de la recoleccion,
las muestras fecales se homogenizan, también en condiciones anaerobias,
con una disolucion salina obteniendo asi el in6culo fecal (Aguirre et al., 2014;
Aguirre et al., 2015). Las muestras fecales recién recolectadas se conocen
como muestras “frescas”. Es importante tener en cuenta que, para su
utilizacion, el o los donantes tienen que estar disponibles en el momento de la
extraccion. Si esos mismos ensayos se repiten pasado un tiempo, se requiere
de nuevo la disponibilidad de los donantes y, ademas, no se asegura que la
microbiota extraida sea la misma que la vez anterior, ya que esta podria
haberse alterado en ese tiempo, por ejemplo, debido a perturbaciones
externas (Aguirre et al., 2015; O’'Donnell et al., 2016).

Viéndose la relevancia de la correcta recoleccion y procesado de las
muestras fecales para la preparacién de inéculos adecuados, Aguirre et al.
(2015) probaron diferentes tratamientos para conseguir un almacenamiento
idéneo para los in6culos fecales, de forma que su composicion y actividad
fuera lo mas similar posible a la del in6culo fresco. El tratamiento con mas
potencial consistidé en resuspender la muestra fecal en solucion salina con
glicerol y congelarla a -80°C en nitrégeno liquido en condiciones de
anaerobiosis. Tras la descongelacion y el ensayo, se mantuvo la produccién
de SCFA y la composicion de bacterias en valores similares al indculo fresco.
En otro estudio posterior, O’Donnell et al. (2016) propusieron introducir un
paso adicional de centrifugacion, previo a la resuspension de la muestra, que
mejoro la conservacion de la composicion del inéculo. Los indculos fecales
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adecuadamente estandarizados y criocongelados pueden tener una vida util
de hasta tres afios. Segun los estudios de Parkar et al. (2019), los in6culos
fecales debidamente almacenados mantienen la produccién de SCFA en
cantidades similares a las del inéculo fresco. Este hecho no puede asegurar
que toda la microbiota se mantenga durante los tres afios, pero si que se
mantienen las principales bacterias productoras de SCFA. Hasta la fecha no
se harealizado ningun estudio mas sobre la conservacion de indculos fecales,
concretamente ninguno que establezca el tiempo maximo de vida util que
tienen los in6culos almacenados.

5.2 Andlisis de los cambios de la microbiota y de su respuesta
metabdlica

Como se ha comentado en los apartados anteriores, los digestores in vitro
son Utiles para estudiar como los distintos alimentos o dietas influyen en la
composicién y funcionalidad de las comunidades microbianas del colon. Una
vez terminada la digestion, se recogen muestras en los distintos reactores y
posteriormente, se analiza tanto su composicidon microbiolégica como la
produccion de metabolitos. Debido a la gran diversidad microbioldgica y
metabdlica existen distintas técnicas que se ajustan, en mayor 0 menor
medida, al andlisis de los componentes y a la extraccion de las conclusiones
pertinentes (Vernocchi et al., 2016). Microbiolégicamente, las detecciones se
pueden hacer a niveles taxonbmicos mas o menos elevados, para detectar o
cuantificar la presencia de un filo o una especie determinada. En cuanto a los
metabolitos, se suele analizar la cantidad de SCFA (acetato, propionato y
butirato) por ser los productos mas comunes de la microbiota del colon. Pero,
también se ensayan los metabolitos representativos del metabolismo
proteolitico, como por ejemplo el amonio o los BCFA. Otros componentes que
se estudian son las vitaminas, los acidos biliares o los polifenoles (Vernocchi
et al., 2016; Martinez-Cuesta et al., 2019).

52.1 METODOS ANALITICOS CONVENCIONALES PARA LA
CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA

Convencionalmente, la deteccion de microbiota se ha realizado mediante
el crecimiento de colonias en cultivos selectivos llevados a cabo en el
laboratorio en condiciones ambientales concretas. Sin embargo, en muchos
casos no se alcanzan los requisitos necesarios para el crecimiento ex vivo de
la microbiota (Fraher et al., 2012). Los avances en microbiologia han llevado
al desarrollo de técnicas de deteccidn microbiana independientes de cultivo,
abriendo nuevas oportunidades a la identificacion de microorganismos. Sin
embargo, los cultivos contindan siendo un material de apoyo barato, aunque
laborioso, para los analisis microbiolégicos. Por ejemplo, en los ensayos de
Van den Abbeele et al. (2016) trataron de estudiar con un modelo M-SHIME
la adhesion de Escherichia coli a la mucosa del colon (que tiene relacién con
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la enfermedad de Crohn) y la posible utilizacion de los prebidticos y probioticos
como forma de evitar esa adhesion. El analisis de las muestras en este estudio
comienza con la utilizacion del cultivo agar MacConkey para la deteccion de
E. coli, ya que este medio es especifico para el aislamiento, la deteccién y el
recuento de coliformes o patdgenos intestinales (sobre todo bacterias
entéricas).

A parte del cultivo bacteriano, la técnica mas utilizada para la deteccion de
la microbiota es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que permite
identificar las bacterias conocidas en una muestra, aunque estas no sean
cultivables. Para ello, se extrae el DNA de la muestra y, en las condiciones
adecuadas, se permite que la polimerasa amplifique el material genético a
partir de los cebadores que, debidamente diseflados, se unen
especificamente al material genético de interés. Estos cebadores son
regiones del rRNA 16S ya que, es material genético conservado, pero a la vez
tiene regiones variables que permiten la identificacion filogenética. Se disefian
en funcién de lo que se quiere detectar, desde filos hasta especies concretas
(Fraher et al., 2012). También cabria considerar que la PCR convencional
Unicamente lleva a cabo la amplificacion del material genético. No obstante,
para la separacion del producto de la PCR se utiliza una electroforesis en gel
de agarosa que permite su identificacion y una estimacion semicuantitativa
(Muyzer et al., 1993). Ademas de identificar los grupos de poblaciones
bacterianas, la qPCR, también conocida como “PCR real time”, permite hacer
cuantificaciones fiables del DNA presente en una muestra. Trabaja de la
misma forma que lo hace la PCR convencional, pero dispone de fluoréforos
gue se unen a los productos de la PCR y emiten una sefial proporcional a la
cantidad de DNA de la muestra. Por ejemplo, en los ensayos realizados por
Doo et al., (2019) se estudid, utilizando el modelo PolyFermsS, el potencial
prebiotico de los fructooligosacaridos y el probiotico del extracto de levadura
para mejorar la microbiota de los ancianos. En este caso, la gPCR cuantifico
el nimero total de bacterias y de ciertas bacterias que se encuentran en la
microbiota de los individuos sanos, como Bacteroides, Prevotella,
Lactobacillus, Roseburia y Clostridium cluster 1V, entre otros. Pese al gran
avance que ha supuesto el desarrollo de la PCR y su amplia disponibilidad en
los laboratorios, tiene algunas limitaciones. Por ejemplo, la extraccion del
material genético de la muestra (lo que requiere la lisis de las bacterias), el
adecuado disefio de los cebadores o el tiempo de ensayo (Carey et al., 2007,
Fraher et al., 2012).

Ademas de la PCR, también existen otras técnicas de identificacion que se
basan en la hibridacién, como la hibridacion fluorescente in situ (FISH). En
este caso se utilizan secuencias de oligonucleétidos marcadas
fluorescentemente que hibridan especificamente con el DNA de interés. Son
técnicas rapidas y semicuantitativas, pero pueden producirse errores en la
deteccion debido a reacciones cruzadas (Moter & Gdbel, 2000). Por ejemplo,
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Ashaolu et al. (2019) estudiaron como los hidrolizados de la proteina de soja
afectan a la microbiota coldnica utilizando un modelo de digestidon estatico.
Después, realizaron una identificacion bacteriana utilizando FISH, con cinco
sondas marcadas fluorescentemente que hibridan con el total de bacterias,
Bacteroides, Clostridium cluster | y Il, Lactobacillus y Bifidobacterium.

5.2.2 METODOS ANALITICOS CONVENCIONALES DE DETERMINACION
DE METABOLITOS

Como se comenta previamente, los SCFA son los productos mas
representativos del metabolismo de las bacterias del colon y su utilizacion de
los sustratos de la dieta. El andlisis tradicional de estos metabolitos sigue un
esquema comun que incluye en primer lugar la recoleccién y, siempre que sea
conveniente, el pretratamiento de la muestra. Después, el uso de técnicas
cromatograficas para la separacion de los metabolitos de la muestra y
finalmente, la deteccion de dichos metabolitos, por ejemplo, con
espectrometria de masas (MS) o resonancia magnética nuclear (RMN) (Chen
et al., 2019) (Tabla 4).

Uno de los analisis mas comunes es la combinacién de la cromatografia
de gases y la espectrometria de masas (GC-MS) (Chen et al., 2019). Esta
combinacion logra una buena separacion e identificacion de los metabolitos
de la muestra y tiene una amplia sensibilidad y cobertura. La cromatografia
de gases se ha utilizado en la separaciéon de metabolitos volatiles y con
estabilidad térmica, como es el caso de los alcoholes, esteres, aldehidos o
cetonas (Vernocchi et al., 2016). Sin embargo, también puede ser utilizada
para la identificacién de compuestos semi-volatiles o incluso no volatiles como
los aminoacidos, los &cidos organicos, las aminas, los compuestos fendlicos
o los lipidos, si previamente se realiza una derivatizacion que aumente la
volatilidad de estos. Por tanto, es una técnica que permite la identificacion de
productos del metabolismo amilolitico y proteolitico de las bacterias del colon
(Karu et al.,, 2018). Por ejemplo, Douny et al. (2019) desarrollaron un
procedimiento de microextraccion en fase solida, cromatografia de gases y
espectrometria de masas tanto para detectar acido aceético, propidnico y
butirico (SCFA) como isobutirico, valérico e isovalérico (BCFA) producidos por
el metabolismo bacteriano en las muestras del digestor SHIME. Por otro lado,
otra de las técnicas mas comunmente utilizadas es la combinacion de la
cromatografia liqguida con la espectrometria de masas (LC-MS), ya que
permite detectar una amplia cantidad de metabolitos, hidrofébicos o
hidrofilicos, trabaja a temperaturas mas bajas y no requiere que los
compuestos sean volatiles (Chen et al., 2019). Pese a ello, su aplicacion es
menos comun que la GC-MS, ya que el rendimiento es menor y el
procesamiento de los datos es mas complejo debido a la gran cantidad de
datos obtenidos. Ademés de la utilizacion de la MS, también existen otros
detectores ampliamente utilizados en este tipo de estudios como son el
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detector de ionizaciéon de llama (FID) (Bianchi et al.,, 2019) y el de
conductividad (Sayago-Ayardi et al., 2019).

TABLA 4. Ejemplo de ensayos de determinacion de metabolitos

Modelo de o . Metabolito S " .
digestion Objetivo del estudio estudiado Técnica analitica Resultado Referencia
Estudiar el efecto probiético de
Bifidobacterium longum BB-46 y . .
o . SCFA > GC-FID . Bianchi et
SHIME e! p.reblotlco. de’ las pectinas SCFA y Amonio = Medidor T la producc!(?n de SCFA al.. 2019
citricas del limén sobre la amonio . - | la produccién de amonio
. . selectivo de iones
microbiota del colon de un
individuo sano
1 la produccion de SCFA
Estudiar el efecto prebidtico de con FOs y XOs Gong et
- FOs, XOs y FA sobre la SCFAYy ) | la produccién de BCFA
Estatico microbiota del colon de un BCFA GC-MS con FOs y XOs al., 2019
individuo sano | la produccién de SCFAy
BCFA con FA
Estudiar el efecto prebiético de SCFAy BCFA >
la piel del mango (Mangifera SCFA, LC-conductividad Sayago-
TIM-2 indica), rica en polifenoles y BCFAYy Amonio - reaccion gi?e??n%?gseQi/a;?fri]cativas Ayardi et
fibra, sobre la microbiota del amonio enzimatica de 9 al., 2019
colon de un individuo sano Berthelot
Estudiar gl efecto problptlco de t la produccion de SCFA
Lactobacillus paracasei 2 .
. SCFA > GC-FID | la produccién de amonio
JCM8130 y Lactobacillus ! g .
f . . . SCFAYy Amonio > Kit (excepto cuando se ensaya | Belaetal.,
Estéatico acidophilus C8.1y el prebiotico . s i .
X amonio enzimatico L. acidophilus C8.1 en 2019
de un extracto de Cucumis . S
. ) - comercial. combinacioén con C.
sativus sobre la microbiota del .
sativus)
colon de perros
1 la produccién de acetato,
butirato en ambas
. - formulaciones, pero | la de
EstL_Jdlar el efecto probiotico de SCFAy BCFA > propionato en la
bebidas fermentadas de leche SCFA, DA .
: GC-FID formulacién “sin pulpa de Freire et
SHIME de cabra y uva, con o sin pulpa BCFAYy . ; » « »
2 . Amonio = Medidor | uva”’y 1 enla “con pulpa al., 2018
de uva afadida, sobre la amonio . .
: ; selectivo de iones No se observaron
microbiota del colon humano. . ) T
diferencias significativas en
la produccién de BCFA en
ambas formulaciones
Estudiar el efecto de tres 1 la producciéon de SCFA
microalgas (Chlorella vulgaris, (sobre todo propionato) en Jinetal
Estatico C. protothecoides y SCFA GC-FID presencia de las tres 2020 "

Schizochytrium sp.) comestibles
sobre la microbiota del colon.

microalgas, en especial con
C. vulgaris.

FOs: Oligosacaridos feruloilados, XOs: xilo-oligosacaridos, FA: acido fertlico, SCFA: acidos grasos de
cadena corta, BCFA: acidos grasos de cadena ramificada, GC: Cromatografia de gases, FID: detector
de ionizacion de llama, LC: cromatografia liquida, MS: Espectrometria de masas.

Por ultimo, también cabe mencionar la identificacion de metabolitos
utilizando la resonancia magnética nuclear (RMN). Esta técnica presenta una
serie de ventajas frente a la MS (ya sea GC-MS o LC-MS) ya que es de facil

automatizacion,

identificacién 'y

reproducibilidad, ademas de que

la

derivatizacién es minima y no es un método destructivo. Se utiliza, sobre todo,
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para la deteccion de aminoacidos o sus derivados, pero también para la
deteccion de SCFA, acidos carboxilicos y sus derivados, azucares y acidos
biliares. Por ejemplo, Jin et al. (2020) utilizaron RMN vy la fermentacion
colonica in vitro para determinar el potencial prebiotico de distintas microalgas
sobre la microbiota intestinal, ya que son fuente de fibra, proteinas, acidos
grasos y minerales. El problema del RMN es que es mucho menos sensible
que el MS lo que lleva a una cobertura metabdlica reducida (Karu et al., 2018).

A parte de los SCFA, el lactato y el amonio son dos de los componentes
que con frecuencia se miden en las muestras del colon y que son
representativos de la actividad de la microbiota. En su caso, se puede utilizar
la cromatografia de gases, previamente mencionada, para la separacion de
los compuestos de la muestra, seguida de una identificacion con detectores
de conductividad (Sayago-Ayardi et al., 2020) o colorimétricos (Brahma et al.,
2017) del lactato y el amonio, respectivamente. Sin embargo, también es
frecuente utilizar kits comerciales para la deteccion especifica de estos
compuestos (Van den Abbeele et al., 2018; Bela et al., 2019). Por ultimo, es
habitual medir del pH de la muestra con un pH-metro, ya que su disminucion
se puede deber a la produccién de SCFA durante el proceso digestivo.

5.2.3 LAS TECNICAS OMICAS

Las técnicas metadmicas fueron utilizadas por primera vez por
Handelsman et al. (1998) para su aplicacion en suelo. Sin embargo, son
técnicas que han cobrado importancia para el estudio de otras muestras
microbiolégicas ya que, el prefijo “meta” hace referencia al estudio de toda
una comunidad, ya sea del suelo, del agua o en este caso, de la microbiota
del colon. La primera disciplina 6mica que se desarroll6 fue la metagendmica.
Sin embargo, no fue hasta el 2003 cuando Breitbart et al. la utilizaron por
primera vez para investigar el tracto gastrointestinal humano a partir de heces.
La metagendmica es el estudio del genoma de toda una poblacién microbiana.
Estas técnicas hacen uso de la “next-generation sequencing” (NGS) que
permite hacer una secuenciacion masiva de alto rendimiento a partir de una
muestra biologica. Se trata de una técnica cara, que requiere de una
instrumentalizacion especializada y de un buen desarrollo informatico para
analizar la gran cantidad de datos generados. De hecho, para la identificacion
se hace una comparacion con bases de datos de forma que, para que sea
efectiva, la base de datos debe incluir la secuencia de esos genes. Algunas
de las marcas comerciales para la realizaciéon de secuenciacibn NGS son
lllumina®, SOLID™ y 454 Pyrosequencing® (Fraher et al., 2012; Sinragelo et
al., 2018). Actualmente, existen ya estudios metagendmicos que arrojan luz
sobre la composicién y la diversidad de la microbiota del colon e incluso, tratan
de relacionar esta informacion con diversos estados de enfermedad. Por
ejemplo, Karlsson et al. (2012) y Qin et al. (2012) utilizaron la metagenémica
para identificar cambios en el colon de pacientes que sufrian aterosclerosis y
diabetes de tipo 2, respectivamente, a partir de muestras fecales. En cambio,
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Strain et al. (2020) usaron el analisis 454 Pyrosequencing® y la fermentacion
colonica en estético para probar el efecto de un extracto rico en polisacéaridos
derivado de un alga parda sobre la microbiota del colon. Pese a los avances
gue supone la introduccion de las técnicas metagendémicas en la identificacion
de la microbiota del colon, no aportan suficiente informacién sobre la funcion
de esta, ya que con ellas no se comprueba la expresion genética (Sinragelo
et al., 2018).

La falta de informacion acerca de la funcionalidad de la microbiota se
soluciona utilizando la metatranscriptomica, ya que esta se basa en el estudio
del mRNA de una comunidad microbiana, es decir, en la expresién genética
de esta (Sinragelo et al., 2018). Por ejemplo, Fehlbaum et al. (2019) utilizaron
la metatranscriptomica para analizar las muestras de un fermentador
PolyFermS con el fin de determinar el posible efecto probiético de la cepa
Lactobacillus paracasei sobre la microbiota de los ancianos. Pese a que si
permite identificar la expresion genética, tiene limitaciones técnicas que hacen
que su utilizacion todavia esté en desarrollo. Entre ellas, es dificil conseguir
MRNA de calidad y en buena cantidad, ya que este se degrada rapidamente
y esta en menor cantidad que otros RNA, como el rRNA. De hecho, también
se plantea el estudio de la funcionalidad de la microbiota con otra de las
técnicas 6micas, como es la protedmica, ya que, como su nombre indica, trata
de estudiar la composicién proteica de toda la comunidad y por tanto, su
funcionalidad (Sinragelo et al., 2018). Por ejemplo, Li et al. (2020) utilizaron
un analisis metaproteémico y un cultivo en estético para estudiar el efecto de
distintas fuentes de almiddn resistente sobre la funcionalidad de la microbiota
del colon. Como se ha comentado anteriormente, es una técnica con
perspectivas de futuro, pero todavia con ciertas limitaciones, ya que es
necesario establecer procedimientos estandarizados de extraccion de las
proteinas, mejoras computacionales y avances en el desarrollo de las bases
de datos para poder analizar la gran diversidad y cantidad de proteinas
presentes en el microbioma del colon. Por ultimo, la metabolémica es la dltima
de las técnicas émicas con potencial aplicabilidad sobre la microbiota humana.
Esta técnica permite detectar el conjunto de metabolitos producidos por una
comunidad microbiana, siendo la cromatografia liquida y de gases las técnicas
gue separan los compuestos de la muestra, y la espectrometria de masas o
la resonancia magnética nuclear, las técnicas que identifica y mide los
compuestos. Por ejemplo, Fellah et al. (2020) estudiaron mediante el analisis
con metabolomica el perfil de polifenoles de las partes no comestibles de la
granada y comprobaron los cambios en la bioaccesibilidad de los polifenoles
con una fermentacion in vitro en estatico. Pese a ello, tal y como ocurre con
la metaprotedmica, son técnicas con una gran cantidad de datos y es dificil la
identificacion de los metabolitos, ya que las bases de datos todavia son
incompletas (Sinragelo et al., 2018).
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Por tanto, pese a las grandes expectativas que hay en cuanto al uso de las
tecnologias metadmicas para el andlisis de la composicion y la funcionalidad
de la microbiota del colon, todavia es necesario unificar los procesos de
extraccion en las muestras, abaratar los costes, reducir el tiempo de analisis,
ampliar las bases de datos y mejorar los recursos informaticos para extraer el
maximo potencial a estas técnicas analiticas y a su futura aplicacion
(Sinragelo et al., 2018; Galloway-Pefia & Hanson, 2020).

6. CONCLUSIONES

En el contexto del binomio microbiota-salud, la alimentacién es uno de los
factores que mas influyen en su modulacién. Es por ello que el estudio de la
digestion de los alimentos, de las interacciones de los nutrientes con la
microbiota y, en Ultima estancia, el perfil metabdlico derivado, se presentan
como objetivos de estudio de gran interés.

Los modelos in vitro de digestion gastrointestinal son herramientas utiles
que permiten obtener resultados bastante representativos del proceso
fisiologico de digestion. Recientemente, se ha extendido el uso de modelos
de digestidn coldnica in vitro. Dentro de las posibilidades actuales, la elecciéon
del digestor y las variables de proceso dependen del objetivo dltimo del
ensayo Yy del contexto concreto que se pretenda simular. Adicionalmente,
también atienden a otras consideraciones como el coste o la disponibilidad.
Los digestores coldnicos dinAmicos son mas reproducibles y representativos
de las condiciones fisiolégicas, aunque también mas caros, largos y
especificos en los equipos utilizados que los digestores estaticos. Por otro
lado, la inclusion de uno o varios reactores col6nicos habilita la mimetizacion
de una o varias de las regiones del colon, motivo por el cual ciertos parametros
(pH, tiempo de retencion, volumen) deben ser debidamente ajustados.
Incluso, algunos de los digestores actuales mas completos incorporan la
simulacion del proceso gastrointestinal previo, la mimetizacion de la
microbiota asociada a la mucosa o el ensayo en paralelo de varias condiciones
experimentales. Pese a ello, la simulacion in vitro de la digestibilidad de los
alimentos no deja de ser una simplificacion de las condiciones fisiologicas, por
lo que los resultados obtenidos deben validarse en in vivo. Ademas, la
variabilidad de esta microbiota colonica en distintos contextos dificulta la
extrapolacion de los resultados.

Por otro lado, el analisis de las muestras recogidas a lo largo del proceso
es esencial para evaluar los cambios resultantes. Tanto a nivel microbiolégico
como metabdlico existen métodos de analisis convencionales, como el
crecimiento de cultivos en placa, las pruebas PCR y las FISH, o las
cromatografias, la MS y la RMN, respectivamente. Estas siguen siendo
ampliamente utilizadas y son complementarias al conocimiento obtenido con
las metodologias modernas. En cambio, estas ultimas, como es el caso de las
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técnicas metadmicas, abren nuevas oportunidades a la detecciéon de
microorganismos y metabolitos. Sin embargo, pese a las grandes expectativas
puestas en su uso, todavia es un desafio la mejora de los recursos
informaticos y la ampliacién de las bases de datos.

En conclusion, plantear estudios orientados a establecer correlaciones
entre la dieta y los cambios en la microbiota resulta de elevada complejidad
por los numerosos factores implicados. Los modelos de digestion in vitro se
pueden considerar adecuados como etapa previa a los estudios in vivo, si bien
la validez de los resultados dependera de la capacidad tecnoldgica del método
de aproximarse y reproducir los factores determinantes en el proceso. La
informacion encontrada en la literatura evidencia la necesidad de armonizar y
consensuar las metodologias para llevar a cabo los estudios de digestion
colénica de alimentos, de la misma manera que se ha hecho para la
simulacion de las etapas de digestion anteriores al colon, y poder asi comparar
y validar los resultados de los distintos estudios.
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