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RESUMEN

La fibrosis quistica es una enfermedad autosomica recesiva
caracterizada por la alteracion del equilibrio entre sal y liquidos de multiples
organos. Aunque esta disfuncion afecta principalmente al pulmén, también se
ve perjudicado el sistema digestivo y, en consecuencia, la microbiota coldnica.
Ademas, el tratamiento actual para esta patologia se basa en la ingesta de
dosis considerables de antibidticos y de una dieta hipercalérica con un bajo
contenido en fibra, condiciones que agravan la situacién de disbiosis coldnica.
En el presente trabajo se utiliz6 un modelo estatico de fermentacion coldnica
in vitro para evaluar el potencial prebiotico, probidtico y simbidtico de
determinados compuestos sobre la microbiota de nifios con fibrosis quistica.
Se analizaron los metabolitos producidos, asi como de los cambios en la
abundancia relativa de las bacterias mas relevantes encontradas en la
microbiota colonica. Los resultados mostraron que los compuestos con mayor
potencial corrector de la disbiosis fueron la pectina y el B-glucano
suplementados tanto solos como a modo de simbidticos en combinacion con
cualquiera de los tres probidticos estudiados (L. rhamnosus, L. reuteri 'y L.
salivarius). En los ensayos con pectina o B-glucano y los simbioticos que
contenian estas fibras se observé un descenso en la produccion de amonio y
un aumento en la produccion de lactato, acido acético y acido propionico. A su
vez, también se observaron cambios positivos en la composicién de la
microbiota dando lugar a una disminucién en la abundancia relativa de
Escherichia-Shigella y de Acidaminococcus, asi como un incremento en la
abundancia relativa de Bacteroides y Parabacteroides.

PALABRAS CLAVE: fermentacion colonica in vitro, microbiota intestinal,
fibrosis quistica, fibras dietéticas, probiéticos, simbidticos.
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ABSTRACT

Cystic fibrosis is an autosomal recessive disease characterized by an altered
salt-fluid balance in multiple organs. Although this dysfunction mainly affects
the lung, the digestive system and the colonic microbiota are also affected.
Moreover, the current treatment for this pathology is based on the intake of
considerable doses of antibiotics and a hypercaloric diet with a low fiber
content, conditions that aggravate the situation of colonic dysbiosis. In the
present work, a static in vitro colonic fermentation model was used to evaluate
the prebiotic, probiotic and symbiotic potential of certain compounds on the
microbiota of children with cystic fibrosis. The metabolites produced were
analyzed, as well as the changes in the relative abundance of the most
relevant bacteria found in the colonic microbiota. The results showed that the
compounds with the greatest dysbiosis-correcting potential were pectin and (3-
glucan supplemented both as single compounds and as symbiotics in
combination with any of the three probiotics studied (L. rhamnosus, L. reuteri
and L. salivarius). In trials with pectin or B-glucan and the symbiotics containing
these fibers, a decrease in ammonium production and an increase in lactate,
acetic acid and propionic acid production were observed. In turn, positive
changes in the composition of the microbiota were also observed resulting in
a decrease in the relative abundance of Escherichia-Shigella and
Acidaminococcus, as well as an increase in the relative abundance of
Bacteroides and Parabacteroides.

KEY WORDS: in vitro colonic fermentation, gut microbiota, cystic fibrosis,
dietetic fibers, probiotics, symbiotics.



RESUM

La fibrosi quistica és una malaltia autosomica recessiva caracteritzada per
I'alteracié de l'equilibri entre sal i liquids de multiples 6rgans. Encara que
aquesta disfuncio afecta principalment al pulmo, també es veu perjudicat el
sistema digestiu i, en consequéncia, la microbiota colonica. A més, el
tractament actual per a aquesta patologia es basa en la ingesta de dosis
considerables d'antibiotics i d'una dieta hipercaldrica amb un baix contingut en
fibra, condicions que agreugen la situacio de disbiosi colonica. En el present
treball es va utilitzar un model estatic de fermentacié coldnica in vitro per a
avaluar el potencial prebidtic, probidtic i simbiodtic de determinats compostos
sobre la microbiota de xiquets amb fibrosi quistica. Es van analitzar els
metabolits produits, aixi com dels canvis en I'abundancia relativa dels bacteris
meés rellevants trobades en la microbiota colonica. Els resultats van mostrar
que els compostos amb major potencial corrector de la disbiosi van ser la
pectina i el B-gluca suplementats tant sols com a mode de simbidtics en
combinacié amb qualsevol dels tres probiotics estudiats (L. rhamnosus, L.
reuteri i L. salivarius). En els assajos amb pectina o p-gluca i els simbidtics
que contenien aquestes fibres es va observar un descens en la produccié
d'amoni i un augment en la produccio de lactat, acid acétic i acid propionic. Al
seu torn, també es van observar canvis positius en la composicié de la
microbiota donant lloc a una disminucio en I'abundancia relativa d’Escherichia-
Shigel-la i d’Acidaminococcus, aixi com un increment en |'abundancia relativa
de Bacteroides i Parabacteroides.

PARAULES CLAU: fermentacié colonica in vitro, microbiota intestinal, fibrosi
quistica, fibres dietétiques, probiodtics, simbidtics.



INTRODUCCION

La fibrosis quistica (en adelante, FQ) es una enfermedad autosomica
recesiva en la que se ve alterado el gen que codifica la proteina reguladora
de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (0 CFTR por sus
siglas en inglés: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
(Francoise & Héry-Arnaud, 2020). La alteracion de este gen, encargado de
regular el canal de cloruro (CI") y bicarbonato (HCO3-), provoca la disminucion
del flujo de estos iones y la alteracion de la homeostasis entre sal y liquidos
de multiples érganos. Principalmente el érgano mas afectado y el mayor
causante de la morbilidad y mortalidad en pacientes con FQ es el pulmon,
pero también se ven alterados otros como son el pancreas, las glandulas
sudoriparas, los conductos deferentes, el higado y el intestino (Pranke et al.,
2019).

Por lo que respecta a la afeccion intestinal, se ha visto que la pérdida
de la funcion del CFTR altera, entre otras cosas, el entorno intestinal,
aumentando principalmente la produccion de moco vy, por tanto,
desencadenando un aumento de la viscosidad luminal, asi como una
disminucién de la secrecion de bicarbonato dando lugar a un entorno acido en
el intestino. Asimismo, la funcién pancreatica se ve afectada por la presencia
de moco por lo que la secrecion de pancreatina esta también disminuida, o
incluso ausente en el entorno duodenal afectando a la digestibilidad de macro
y micronutrientes. Todo ello provoca que la microbiota intestinal se encuentre
en desequilibrio, condicion conocida como disbiosis intestinal (Caley et al.,
2023; Testa et al., 2022).

En el caso de pacientes con FQ, esta alteracion del conjunto de
poblaciones microbianas que habitan en el intestino se ve agravada por la
dieta hipercaldrica que llevan los pacientes, siendo alta en grasas y proteinas
y, €n consecuencia, baja en fibra (Caley et al., 2023). Este tipo de dietas puede
tener un impacto negativo sobre la microbiota ya que la fermentacion de
carbohidratos no digeribles, o fibras, que da lugar a acidos grasos de cadena
corta (en adelante, SCFA por sus siglas en inglés: short-chain fatty acids),
relacionados con efectos beneficiosos para la salud, esta reducida. Asimismo,
el exceso de proteinas y lipidos en la dieta y su consecuente fermentacién da
lugar a compuestos N-nitrosos y a acidos grasos ramificados (o BCFA por sus
siglas en inglés: branched-chain fatty acids) en el caso de las proteinas, y a
sales biliares secundarias en el caso de la fermentacion de lipidos,
relacionados con efectos perjudiciales para la salud (Ventimilla-Gozalbo et al.,
2021).

Por otra parte, también la elevada carga de farmacos que asumen los
pacientes con FQ, en especial los antibidticos que son la base del tratamiento
para la afeccidbn pulmonar, se asocian a efectos gastrointestinales
secundarios y un impacto perjudicial sobre la microbiota intestinal (Caley
et al., 2023).

Ademas, se ha observado que la disbiosis intestinal puede afectar a su
vez a la patologia pulmonar. Puesto que en pacientes con FQ parece darse



un aumento de las bacterias intestinales patégenas y proinflamatorias, y una
reduccion general de las bacterias relacionadas con efectos antiinflamatorios,
puede darse un exceso de inflamacion tanto a nivel sistémico como pulmonar.
Todo ello podria llegar a desencadenar una alteracion de la respuesta
inmunitaria pulmonar, lo cual exacerbaria la enfermedad pulmonar (Caley
et al., 2023; Testa et al., 2022).

Para estudiar la fermentacién colénica, dado que los estudios clinicos
in vivo presentan importantes limitaciones, se han desarrollado diferentes
modelos in vitro que tratan de simular las condiciones fisioldégicas de este
proceso en el laboratorio. Este tipo de modelos permiten evaluar el efecto de
determinados compuestos sobre la microbiota intestinal estudiada y, a su vez,
la produccion de los metabolitos producidos por esta. Algunos compuestos
que se pueden estudiar mediante la fermentacién colénica in vitro son los
prebioticos (moléculas no digeribles que estimulan el crecimiento de
bacterias), probidticos (bacterias vivas) y simbiodticos (combinacion de ambos)
(Ventimilla-Gozalbo et al., 2021).

Entre los distintos modelos de fermentacién coldnica in vitro se pueden
distinguir dos tipos: en estatico o en dinamico. La principal diferencia entre
ambos es la complejidad del sistema. Por lo que corresponde a las
fermentaciones en estatico, aunque son mas simples y estan mas alejadas de
las condiciones fisiolégicas del tracto digestivo, permiten estudiar numerosas
muestras al mismo tiempo y conocer a rasgos generales el efecto de un
determinado compuesto sobre la microbiota. De esta forma, se pueden
emplear para determinar y evaluar determinados compuestos y asi
seleccionar los mas interesantes para estudiarlos mediante la fermentacién
en dinamico (Pérez-Burillo et al., 2021).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar pares de fibras prebidticas
y compuestos probidticos sobre la microbiota intestinal de nifios con FQ. Para
ello fue necesario determinar la actividad metabdlica y la composicion de la
microbiota intestinal para asi poder identificar el efecto de la suministracion de
los diferentes compuestos, asi como determinar la combinacion simbidtica con
un mayor potencial beneficioso sobre la microbiota intestinal.

MATERIALES Y METODOS

El protocolo seguido para llevar a cabo el experimento se ha realizado
de acuerdo a Pérez-Burillo etal.,, 2021 y con algunas modificaciones de
acuerdo a Rycroft et al., 2001.

Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo se preparé mezclando peptona (2 g/L), cloruro de
sodio (1 g/L), sulfato de magnesio (0,01 g/L), cloruro de calcio hexahidrato
(0,01 g/L), Tween 80 (2 mL/L), disolucién de sal de resazurina al 0,25% (w/v)
(4 mL/L) y sales biliares (0,5 g/L) de Sigma-Aldrich® (Missouri, EE.UU.),



dihidrogenofosfato de potasio (0,04 g/L) de Scharlau® (Barcelona, Espafia),
sodio hidrégeno carbonato (2 g/L) de Chem-Lab® (Zedelgem, Bélgica),
extracto de levadura (2 g/L) de Condalab® (Madrid, Espafa) y agua Milli-Q
(975 mL/L) y se autoclavd la mezcla. Posteriormente, se afiadieron hemina
(0,02 g/L), vitamina K1 (10 uL/L) y cisteina (0,5 g/L) de Sigma-Aldrich®
(Missouri, EE.UU.). Por ultimo, se ajusto el pH a 7, el cual habia sido medido
previamente antes de la esterilizacion en el autoclave.

Preparacion del inéculo fecal

El in6culo fecal se obtuvo de un pool de un total de 4 muestras fecales
de nifios con FQ el cual se mezcld con tampédn fosfato 0,1M de EMD Millipore
(Massachusetts, EE.UU.) y se introdujo en un stomacher durante 2 minutos.
Pasado este tiempo se recogio el sobrenadante para inocular las muestras de
la fermentacion coldnica.

Las muestras fecales utilizadas se recogieron de pacientes pediatricos
con FQ reclutados en la Comunidad Valenciana siguiendo el reglamento del
Comité de Etica (codigo: Ref. P09 24 11 _2021). Los criterios de inclusién de
dichos pacientes fueron: tener entre 0 y 11 afos, un diagnostico de FQ
confirmado por test de sudor positivo (>60 mEQg/L) y/o por presencia de dos
mutaciones causantes de FQ en el gen CFTR y una confirmacién de
diagndstico de insuficiencia pancreatica exocrina (elastasa fecal <200 pg/g en
heces). Por otro lado, los criterios de exclusion fueron: la presencia de
infecciones agudas, de dolor abdominal agudo y/o estar en tratamiento con
una terapia moduladora del gen CFTR.

Fermentacion coldnica in vitro en estatico

Se procedid a realizar la fermentacion coldénica en estatico de fibras
dietéticas con potencial prebidtico, probidticos y simbidticos. Todos los
materiales utilizados (viales, tubos Falcon, tubos Eppendorf, cucharas y
puntas de micropipeta) se esterilizaron en el autoclave el dia previo al
experimento.

Las fibras dietéticas utilizadas fueron el B-glucano de Neogen®
(Michigan, EE.UU.), la pectina de manzana y el almidon de patata, ambos de
Sigma-Aldrich® (Missouri, EE. UU.), y el almiddn resistente, obtenido a partir
del almidon de patata mediante una hidratacion, aplicacion de calor y un
posterior enfriamiento segun Zhou et al., 2019. La seleccién de estos tipos de
fibra se realiz6 siguiendo la clasificacion de Fu et al. (2022) de la cual se optd
por escoger dos tipos de polisacaridos no amilaceos (B-glucano y pectina) y
dos tipos de almidones resistentes (granulos de almidon nativo de patata y
almidon gelatinizado y retrogradado modificado mediante procesamiento
fisico). Para realizar la fermentacion de cada uno de estos compuestos, se
afiadieron 24 mg de cada uno en viales totalmente estériles junto con 5,4 mL
de medio de cultivo, a lo cual se afadié 0,6 mL de indculo fecal.
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Las cepas de probidticos utilizadas fueron Lacticaseibacillus
rhamnosus GG (ATCC 53103TM) y Limosilactobacillus reuteri (DSM17938)
aisladas de los productos farmacéuticos Kaleidon Hydro (Menarini®) y
Casenbiotic (BioGaia®) respectivamente, y Ligilactobacillus salivarius (CECT
4063) obtenida de la Coleccién Espanola de Cultivos Tipo (CECT). Todas ellas
fueron suspendidas en agar MRS a una concentracion minima de 6-108
Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL. Estos medios de cultivo liquido
se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos y, tras retirar el sobrenadante,
se afnadio al probidtico el mismo volumen de medio de cultivo preparado para
la fermentacién colénica y se homogenizé mediante voértex. De estos
probidticos resuspendidos se tom6 1 mL de cada cepa y se inocularon en
viales estériles, junto con 4,4 mL de medio de cultivo y 0,6 mL de inéculo fecal
para asi obtener una concentracion final de 108 UFC/mL.

Respecto a las combinaciones con potencial simbidtico, se realizaron
12 combinaciones distintas mezclando cada fibra dietética con las distintas
cepas probidticas. Para ello se tomaron 24 mg de fibra y se mezclaron con 1
mL de probidtico, 4,4 mL de medio de cultivo y 0,6 mL de in6culo fecal.

Para tomar una referencia de la microbiota basal, se prepararon
también muestras unicamente con 5,4 mL de medio de cultivo y 0,6 mL de
in6culo fecal, sin ningun compuesto anadido.

Las muestras preparadas para la fermentacion se elaboraron en
condiciones asépticas en campana de flujo laminar para asi evitar la
contaminacion. Una vez elaboradas, se incubaron en anaerobiosis durante 20
horas a 37°C con una oscilacion de 20 rpm. Tras terminar la fermentacion
colonica, se tomaron diferentes alicuotas para, posteriormente, realizar las
determinaciones analiticas.

Determinaciones analiticas
ACTIVIDAD METABOLICA DE LA MICROBIOTA

La concentracion de amonio se cuantificd utilizando el kit enzimatico
comercial Ammonia de R-Biopharm® (Darmstadt, Alemania) y mediante un
espectrofotometro DU 730 UV/Vis de Beckman Coulter® (California, EE.UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

La concentracion de lactato se cuantificod utilizando el kit enzimatico
comercial Lactate Assay de Sigma-Aldrich® (Missouri, EE. UU.) y mediante
un lector de placas Multiskan FC de Thermo Fisher Scientific®
(Massachusetts, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los SCFA se analizaron mediante cromatografia de gases (GC-FID)
segun el protocolo adoptado por Adorno etal. (2014) con algunas
modificaciones (Asensio-Grau et al., 2023). Para ello se realiz6 una extraccion
con dietiléter a partir de alicuotas de 2 mL de las muestras fermentadas. Estas
alicuotas se mezclaron con H2SO4 (9,2 M) y con una pequefa cantidad de
NaCl para eliminar la posible presencia de agua en el extracto. Posteriormente



se anadio la solucién de patron interno (acido 2-metilhexanoico) y el dietiléter.
Estas muestras se vortearon y centrifugaron a 3000 g-fuerza durante 3
minutos, tras los cuales se retird el sobrenadante que se transfirié a los viales
de cromatografia. Estos viales se analizaron utilizando un cromatografo de
gases GC-2014 de Agilent Technologies® (La Jolla, EE.UU.) con un detector
de ionizacién de llama.

COMPOSICION DE LA MICROBIOTA

Para determinar los filos y géneros de bacterias presentes, se extrajo
en primer lugar el ADN fecal de todas las muestras recogidas utilizando el kit
comercial de extracciéon de ADN fecal de Norgen Biotek Corp® (Ontario,
Canada), siguiendo el protocolo y las recomendaciones del fabricante. El
rendimiento final y la calidad del ADN extraido se determinaron mediante
fluorometria utilizando el fluorometro Qubit de Thermo Fisher Scientific®
(Massachusetts, EE.UU.).

Estas muestras de ADN extraido fueron analizadas mediante analisis
metataxondmico basado en la amplificacidon con cebadores especificos de las
regiones V3-V4 del ARNr 16S en la plataforma lllumina MiSeq (2x300bp) del
servicio de secuenciacion de FISABIO (Valencia, Espafia). Las lecturas
obtenidas se sometieron a evaluacibn de calidad y filtrado para,
posteriormente, unir las secuencias forward y reverse. A las secuencias
resultantes, las ASVs (del inglés, Amplicon Sequence Variants), se les asigno
la taxonomia basandose en la base de datos del gen 16S SILVA.

Analisis estadistico

El analisis estadistico para estudiar la actividad metabdlica de la
microbiota coldnica se realizd con el programa GraphPad Prism version 8.4.3
de GraphPad Software® (Massachusetts, EE.UU.). Este analisis incluyé la
ejecucion de una prueba Tukey para multiples comparaciones (Two-way
ANOVA) utilizando dos réplicas de muestras de microbiota basal, asi como
tres réplicas reales de cada compuesto para comprobar si existian diferencias
significativas entre ellos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Impacto de las fibras prebidticas, compuestos probiéticos y su
combinacién sobre la actividad metabdlica de la microbiota

La Figura 1 recoge los resultados obtenidos en el analisis de los
metabolitos. En ella estan representadas tanto las concentraciones en uM
obtenidas de amonio (grafica A), lactato (grafica B) y SCFA (grafica C) durante
la fermentacion colénica in vitro en cada ensayo, como las diferencias
significativas existentes con respecto a la microbiota basal y a los respectivos
compuestos con potencial prebidtico y probidtico.
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FIGURA 1. Representacion de las concentraciones de metabolitos y las diferencias significativas entre
muestras. A: Concentracién de amonio (uM); B: concentracion de lactato (uM) y C: concentracion de
SCFA (UM).

El amonio es un metabolito que se genera como producto de la
fermentacién de proteinas (Oliphant & Allen-Vercoe, 2019). Tal y como se
puede observar en la Figura 1.A, al estudiar su produccion se encontraron
diferencias significativas tras la fermentacién de pectina y de B-glucano
(ambos con un p-valor <0,0001). Ambas resultaron en un detrimento de la
concentracion de amonio. Mientras, la suplementacion con las combinaciones
de fibra y probidético dieron lugar a mayores concentraciones en comparacion
con sus respectivos componentes por separado. En este sentido, no se dio un
efecto sinérgico puesto que las combinaciones no potenciaron que se redujera
en mayor medida la concentracion de amonio producida.

Asimismo, entre la pectina y el B-glucano, la primera fue la fibra que dio
lugar a los valores de amonio mas reducidos. Este resultado coincide con la
hipbtesis de Aguirre et al. (2014) que postula que las pectinas pueden reducir
la generacidn de amonio. Ademas, esta circunstancia se considera positiva
para la salud humana puesto que, tal como defienden Oliphant & Allen-Vercoe
(2019), el amonio es un metabolito potencialmente toxico para el organismo
si se encuentra en elevadas concentraciones. Se ha visto que en exceso es
capaz de inhibir el consumo de oxigeno mitocondrial y de reducir el
catabolismo de los SCFA en las células epiteliales del intestino. A esto se le
suma que los géneros de bacterias que suelen ser productores de este
metabolito tienden a ser patdégenos (Richardson etal., 2013). Se podria
suponer, por tanto, que un valor elevado de amonio puede ser un indicador de



la presencia de bacterias con potencial perjudicial para la salud. Por estos
motivos, interesa seguir investigando aquellos compuestos que reduzcan la
produccion de este metabolito, como la pectina y el B-glucano.

El lactato, por otra parte, es una molécula sefializadora que cumple
funciones en multiples procesos celulares. Se trata de un metabolito con
funcién energética ya que puede ser catabolizado por las células del intestino
(Huang et al., 2022). Como se muestra en la Figura 1.B., se pudieron observar
diferencias significativas en la produccion de lactato durante la fermentacion
con los probidticos L. rhamnosus (p-valor <0,0001) y L. salivarius (p-valor =
0,0225), al igual que con los simbi6ticos formados por almidén - L. rhamnosus
(p-valor <0,0001), almidon resistente - L. rhamnosus (p-valor <0,0001),
pectina - L. rhamnosus (p-valor = 0,0033), almidén - L. salivarius (p-valor =
0,0003), almidén resistente - L. salivarius (p-valor = 0,0003) y B -glucano - L.
salivarius (p-valor = 0,0019). Tanto en los ensayos con los probiéticos como
con los simbidticos, los valores de lactato obtenidos aumentaron
significativamente. No obstante, dado que no se encontraron diferencias
significativas entre los ensayos con simbiéticos respecto a los probidticos que
los componen, no se puede deducir que exista un efecto de sinergia entre
fibras y probidticos.

Segun esta observacion y los valores que se muestran en la Figura
1.B., de los compuestos mencionados, realmente el mas destacable en la
produccion de lactato fue L. rhamnosus. Sin embargo, cabe la posibilidad de
que los valores obtenidos no fueran demasiado elevados en comparacién con
los obtenidos en otros estudios (Asensio-Grau et al.,, 2023). Esto puede
deberse a que ciertas bacterias son capaces de consumirlo dando lugar a
SCFA, por lo que no es frecuente que se acumule en grandes cantidades en
el medio coldnico (Aguirre et al., 2014; Huang et al., 2022; Louis & Flint, 2017;
Oliphant & Allen-Vercoe, 2019).

Los acidos grasos de cadena corta (o SCFA) son metabolitos
generados a partir de la fermentacion colénica de las fibras dietéticas. Los
SCFA que se producen mayoritariamente durante este proceso son el acido
aceético, el propidnico y el butirico (Ventimilla-Gozalbo et al., 2021). Tal como
se muestra en la Figura 1.C, en este trabajo se estudiaron estos tres SCFA
principales, asi como los acidos grasos de cadena ramificada (o BCFA) ya que
se consideran potencialmente nocivos para la salud (Oliphant & Allen-Vercoe,
2019).

En el caso del acido acético, se pudieron observar diferencias
significativas tras la fermentacion de pectina y B-glucano (p-valor <0,0001 en
ambos casos). La suplementacién con cada una de las dos fibras dio lugar a
una reduccidbn de la concentracion de acido acético. No obstante,
contradiciendo estos resultados, se vieron también diferencias significativas
tras la fermentacion de los simbiéticos formados precisamente por la pectina
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y el B-glucano junto con los tres diferentes probiéticos (p-valor <0,0001 en las
seis combinaciones) dando lugar en este caso a valores mas elevados de
acido acetico.

Ademas, también se observaron diferencias significativas entre las seis
combinaciones comentadas en comparacién con los respectivos compuestos
que los forman (pectina, B-glucano, L. rhamnosus, L. reuteri 'y L. salivarius).
En estas se puede considerar que si se dio un efecto sinérgico puesto que la
combinacion de los compuestos aumento la concentracion de acido acético
en mayor medida que la fibra y el probidtico por separado. Por tanto, segun lo
comentado y lo que se puede observar en la Figura 1.C, los compuestos que
mas cantidad de acido acético produjeron con diferencia fueron el formado por
pectina - L. rhamnosus, seguido del de pectina - L. reuteriy, por ultimo, el de
pectina - L. salivarius.

Por lo que respecta al acido propidénico, se encontraron también
diferencias significativas en los ensayos de fermentacion con los simbidticos
formados por pectina y B-glucano junto con los diferentes probiéticos (p-valor
<0,0001 en todos los casos), asi como con el simbiético formado por almidén
- L. reuteri (p-valor = 0,0356). En todos los casos las concentraciones de acido
propiénico producidas se vieron aumentadas.

En este caso, se observo también que si se dio un efecto sinérgico
entre los diferentes probidticos en combinacion con la pectina y el B-glucano,
asi como en el caso de L. reuteri en combinacion con el almidon. Todas estas
combinaciones tuvieron un efecto mayor que los compuestos que las
formaban por separado. De todos ellos, segun se puede observar en la Figura
1.C, el simbidtico que dio lugar a los valores mas elevados de acido propidnico
fue aquel formado por pectina - L. rhamnosus.

Por otro lado, por lo que respecta al acido butirico, no se vio ninguna
diferencia significativa en ninguno de los ensayos, tal como se refleja en la
Figura 1.C.

Como se ha comentado, los compuestos con mejores resultados en los
tres SCFA analizados fueron los simbiéticos. Esto puede deberse a que, por
una parte, contienen fibras con potencial prebiético que actian como sustrato
(Markowiak-Kopec & Slizewska, 2020) y, por otra, bacterias especificas
(probidticos) encargadas de fermentar este sustrato. La fermentacion de estas
fibras tanto por la microbiota como por los probiéticos da como producto final
SCFA (Aguirre etal., 2014). Estos metabolitos desempefian un papel
fundamental en la salud del huésped ya que tienen efecto antiinflamatorio y
representan la principal fuente energia para las células epiteliales intestinales
y (Louis & Flint, 2017; Markowiak-Kopec & Slizewska, 2020; Oliphant & Allen-
Vercoe, 2019)

Por ultimo, en cuanto a los BCFA, no se encontraron diferencias
significativas en ninguna muestra suplementada. En este sentido, este
resultado se considera positivo ya que se ha visto que estos metabolitos son
potencialmente citotdxicos y proinflamatorios (Oliphant & Allen-Vercoe, 2019).
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Impacto de las fibras prebidticas, compuestos probiéticos y su
combinacién sobre la composicidn de la microbiota coldnica

La Figura 2 recoge los resultados obtenidos tras evaluar la influencia
de la presencia de las fibras dietéticas, compuestos probioticos y de su
combinacion sobre los géneros de bacterias presentes en el coldn. En ella
estan representadas tanto la abundancia relativa en tanto por 1, como las
diferencias significativas existentes con respecto a la microbiota basal y a los
respectivos compuestos con potencial prebidtico y probidtico.

Abundancia
relativa

Microbiota basal

Almidén * 0.6
Almidén resistente
Pectina * * *
p-glucano * * * *
L. rhamnosus * *
L. reuteri
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Almidon resistente - L. rhamnosus
Pectina - L. rhamnosus
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FIGURA 2. Representacion de la abundancia relativa de los diferentes géneros de la microbiota colénica
y las diferencias significativas entre muestras.

En primer lugar, por lo que respecta a Escherichia-Shigella es un
género considerado como proinflamatorio (Testa et al., 2022). Al analizarlo se
observaron diferencias significativas en su abundancia relativa tras la
fermentacién de las fibras pectina y B-glucano (p-valor <0,0001 y 0,0228
respectivamente), los probiodticos L. rhamnosus y L. salivarius (p-valor =
0,0228 y <0,0001 respectivamente) y todos los simbioticos (p-valor en un
rango entre 0,0257 y <0,0001), a excepcion de los formados por almidén y
almidon resistente con L. rhamnosus. La fermentacion de los compuestos
mencionados, salvo los simbidticos formados por almidén y almidon resistente
junto con L. reuteri, redujeron la abundancia de Escherichia-Shigella.

De entre las diferentes combinaciones, se observaron diferencias
significativas, con respecto a las fibras y a los probiéticos que los formaban,
en los simbidticos de pectina - L. rhamnosus, almidon - L. reuteri, almidén
resistente - L. reuteri, pectina - L. reuteriy B-glucano - L. salivarius. En aquellos
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que se componian de pectina o B-glucano el efecto consistié en una reduccion
de la presencia de Escherichia-Shigella. Mientras que los compuestos
formados por almidon y almidon resistente dieron lugar a un aumento de la
abundancia relativa de esta bacteria.

Es decir, en este caso, los compuestos con mayor potencial tanto a
nivel de simbiosis como a nivel de reduccion de abundancia de Escherichia-
Shigella fueron el simbidtico formado por pectina - L. rhamnosus, seguido del
de B-glucano - L. salivarius y, por ultimo, el de pectina - L. reuteri. Estos tres
compuestos simbidticos serian los mas indicados para seguir estudiando en
este caso dado que la presencia abundante de Escherichia-Shigella en la
microbiota colonica promueve el desequilibrio microbiano al ser
proinflamatoria (Testa et al., 2022). Ademas, se ha visto que en personas con
FQ y disbiosis intestinal la abundancia de este género suele estar aumentada,
en algunos casos hasta 10 veces mas, en comparacion con la microbiota
intestinal de una persona sana (Caley et al., 2023; Coffey et al., 2019)

Por otro lado, también se analiz6 la abundancia del género
Bacteroides, que desempefia un papel inmunomodulador en la microbiota
colonica (Antosca et al., 2019) y es productor de acido acético y propidénico
(Oliphant & Allen-Vercoe, 2019). En este caso se observo que practicamente
todas las fibras dietéticas excepto el almidon resistente (p-valor<0,0001 en la
pectina y el B-glucano y 0,0008 en el almidén), asi como todos los compuestos
simbioticos salvo el formado por almiddn resistente - L. reuteri (p-valor en un
rango entre 0,0023 y <0,0001), presentaron diferencias significativas. La
fermentacién de los compuestos mencionados resultd en una mayor
abundancia relativa del género Bacteroides. Ademas, se compararon las
combinaciones de fibras y probidticos y se pudo advertir un potencial efecto
simbidtico en los compuestos formados por B-glucano - L. rhamnosus, [3-
glucano - L. reuteri, pectina - L. reuteri y almidon - L. salivarius. Todos ellos se
diferenciaron significativamente tanto de la fibra como del probidtico que los
formaban dando lugar a una abundancia relativa mayor en aquellas muestras
que combinaban los compuestos.

De todos los simbidticos, los que mayor abundancia de Bacteroides
mostraron fueron aquellos que contenian pectina. En concreto, por orden de
abundancia relativa generada, fueron el de pectina - L. reuteri en primer lugar,
seguido del de pectina - L.rhamnosus y, por ultimo, del de pectina - L.
salivarius. Aunque en la literatura existen diversidad de hallazgos respecto a
la abundancia relativa de Bacteroides en la microbiota de personas con
disbiosis por FQ (Caley et al., 2023), varios autores han encontrado que en
estos casos suele haber una menor presencia de este género en la microbiota
coldnica respecto a la que se puede encontrar en personas sanas (Antosca
et al., 2019; Testa et al., 2022). Ademas, Testa et al. (2022) afirman que una
baja proporcion de Bacteroides aumenta el riesgo de desarrollar atopia y
asma. Por estos motivos, seria interesante seguir investigando los
compuestos comentados para aplicar en personas con FQ.

Por lo que respecta a Acidaminococcus es un género que tiene
capacidad para producir BCFA (Asensio-Grau et al., 2023). Al analizarlo se
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observaron diferencias significativas tras la fermentacion de pectina y B-
glucano (p-valor <0,0001), asi como de L. rhamnosus (p-valor = 0,0077) y de
todas las combinaciones de fibras y probiéticos (p-valor <0,0001). En estos
casos se vio un aumento en la abundancia de Acidaminococcus. Por otro lado,
se advirtieron potenciales efectos simbioticos entre el almidén junto con L.
reuteri y L. salivarius, el almidon resistente junto con los tres diferentes
probidticos, la pectina con L. rhamnosus y el B-glucano con L. salivarius.

De todos los compuestos, aquellos que dieron lugar a una menor
abundancia de Acidaminococcus fueron el B-glucano anadido de forma
aislada, seguido de las combinaciones de B-glucano - L. reuteri 'y de pectina -
L. reuteri y, por ultimo, la pectina por separado. En el caso de la pectina - L.
reuteri, esta combinacion produjo valores mas reducidos de abundancia
relativa en comparacion tanto con la pectina como con L. reuteri, por lo que si
se podria hablar de una simbiosis. No obstante, en el caso del B-glucano, esta
fibra dietética por separado dio lugar a resultados mas reducidos que sus
respectivas combinaciones con probidticos, por lo que no se podria decir que
exista un efecto simbidtico.

En este caso, puesto que se ha asociado el género Acidaminococcus
con la presencia de inflamacion intestinal en FQ (Coffey et al., 2019; Testa
et al., 2022), interesarian aquellos compuestos que reduzcan su abundancia
en mayor medida. Segun los resultados obtenidos estos fueron el B-glucano
como fibra dietética y el simbiotico de pectina - L. reuteri. Estos datos
concuerdan con los de Asensio-Grau et al. (2023) que defienden que la
suplementacién L. reuteri supone una disminucion significativa de la
abundancia de Acidaminococcus.

En cuanto al género Parabacteroides, se ha visto que ejerce un papel
inmunomodulador en la microbiota colonica (Testa et al., 2022). Al analizarlo
se pudieron observar diferencias significativas Unicamente en los ensayos con
B-glucano afiadido de forma aislada (p-valor = 0,0013) y sus combinaciones
con L. rhamnosus y L. reuteri (p-valor <0,0001 en ambos simbidticos). Tras
las fermentaciones de estos tres compuestos se pudo observar una mayor
abundancia relativa de Parabacteroides.

De todos ellos, el que mayor abundancia produjo fue el B-glucano - L.
rhamnosus, seguido del B-glucano - L. reuteri y, por ultimo, del B-glucano.
Estos serian los compuestos a seguir investigando puesto que el género
Parabacteroides se ha relacionado con la produccion de acido acético vy
propionico que tienen propiedades beneficiosas para la salud (Oliphant &
Allen-Vercoe, 2019). Ademas, se ha visto que suele estar reducido en la
microbiota colénica de personas con disbiosis por FQ (Testa et al., 2022).

En lo que respecta al género Proteus, se considera una bacteria
proinflamatoria de la microbiota colénica (Zhang etal., 2021). La unica
diferencia significativa que se observé en este caso fue tras la fermentacion
del simbidtico formado por almidoén resistente - L. salivarius (p-valor = 0,0389),
el cual dio lugar a un aumento en la abundancia de Proteus.
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Por otro lado, las muestras que presentaron una menor abundancia
relativa de Proteus fueron la pectina y los simbioticos que contenian esta fibra.
No obstante, no se podria hablar de que estos compuestos presenten un
potencial de reduccion de Proteus ya que no difirieron significativamente de la
microbiota basal. Seria interesante seguir investigando compuestos capaces
de disminuir la presencia de este género en la microbiota colonica de personas
con FQ, puesto que se considera que tiene potencial proinflamatorio y
patogénico (Zhang et al., 2021). Asimismo, aunque no se han encontrado
estudios sobre el género Proteus en particular, se ha visto que el filo
Proteobacteria al que pertenece suele estar aumentado en la microbiota
intestinal en casos de disbiosis por FQ (Coffey et al., 2019; Testa et al., 2022).

Los resultados de los otros dos géneros analizados, Bilophila y
Alistipes, no fueron relevantes ni en cuanto a la abundancia relativa ni
tampoco respecto a las diferencias significativas entre muestras. Por lo que
respecta al género Bilophila, no encontraron referencias ni de su abundancia
en casos de FQ ni del efecto que tiene en general sobre el organismo.
Mientras que el género Alistipes, segun Caley et al. (2023) y Coffey et al.
(2019), suele estar reducido en la microbiota colonica de pacientes con FQ en
comparacion con personas sanas. Ademas se ha visto que produce acido
acético y propionico que son beneficiosos para el organismo (Oliphant & Allen-
Vercoe, 2019), por lo que las futuras busquedas podrian enfocarse en buscar
compuestos que aumenten la abundancia relativa de este género.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos, contrastados con los datos encontrados en
la bibliografia, muestran que las fibras dietéticas que tuvieron la repercusién
mas positiva sobre la microbiota coldnica fueron la pectina y el B-glucano. Los
efectos deseables observados fueron la reduccion de la produccidon de
amonio, el aumento de la produccion de acido aceético, la disminucion de la
abundancia relativa de Escherichia-Shigella 'y Acidaminococcus y el aumento
de Bacteroides, y, en el caso del B-glucano, de Parabacteroides.

Se encontr6 que los probidticos suplementados por separado
generaron un impacto bastante mas reducido que el de las fibras. Al
compararlos entre ellos se pudo observar que los que mejores resultados
fueron L. rhamnosusy L. salivarius. La simulacién de la fermentacién colénica
de estos dos probidticos produjeron un incremento significativo de la
concentracion de lactato, y un detrimento de la presencia de Escherichia-
Shigella, asi como de Acidaminococcus en el caso de L. rhamnosus.

Por lo que respecta a las combinaciones de prebidticos y probidticos,
los que mostraron un efecto sinérgico en la producciéon de metabolitos
beneficiosos para la salud fueron aquellos que contenian pectina o $-glucano.
En concreto, la simulacién de la fermentacién coldnica de las combinaciones
de los diferentes probiéticos con estas dos fibras dietéticas resulté en valores
mas elevados en la produccién de lactato, de acido acético y de acido
propionico.

15



Al analizar los cambios en la composicion de la microbiota colonica, se
observo que practicamente todas las combinaciones de fibra y probiotico
ensayadas tuvieron un efecto positivo. La simulacién de la fermentacion
colénica de estos compuestos con potencial simbidtico resultdé en una
reduccion de la abundancia relativa de Escherichia-Shigella y de
Acidaminococcus, y en un aumento de Bacteroides. Resaltar que, las
combinaciones que dieron lugar a efectos mas beneficiosos en comparacion
con sus respectivas fibras y probidticos, fueron aquellas que contenian la
pectina o el B-glucano.

En conclusion, de los compuestos estudiados en el presentes trabajo,
los mas destacables son la pectina y el B-glucano, tanto de forma aislada
como en combinacion con los diferentes probioticos ensayados. Estos podrian
ser utilizados en ensayos de simulacion dinamicos para evaluar la respuesta
en condiciones mas préximas a la realidad.
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ANEXOS

Anexo I. Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible de la Agenda 2030.

Objetivos de Desarrollo . . No

Sostenibles Alto Medio Bajo Procede

ODS 1. Fin de lapobreza. X

ODS 2. Hambre cero. X

ODS 3. Saludy bienestar. X

oDS 4. Edqcamon de X
calidad.

ODS 5. Igualdad de género. X

oDS 6. Agua Iimpiay X
saneamiento.

oDS 7. Energia asequible y X

no contaminante.

Trabajo decente y

ODS 8. crecimiento X
econdmico.

ODS 9. Industrla, innovacion X
e infraestructuras.

oDS 10. Red_ucmon de las X
desigualdades.
Ciudades y

ODS 11. comunidades X
sostenibles.
Producciony

ODS 12. consumo X
responsables.

ODS 13. Accién por el clima. X

ODS 14. Vida submarina. X

oDS 15. Vida de ecosistemas X
terrestres.

ODs 16. Fazusticiae X
instituciones saolidas.

oDS 17. All_an_zas para lograr X
objetivos.
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Descripcion de la alineacion del TFM con los ODS con un grado de relacion
mas alto.

El presente trabajo esta altamente relacionado con el ODS numero 3 que
hace referencia a la salud y el bienestar de las personas. Dado que el objetivo
de esta investigacion es identificar compuestos dietéticos que mejoren el
estado de la microbiota intestinal de nifios con FQ y que, a su vez, esta
microbiota estd asociada a su salud integral, se puede considerar que los
hallazgos pueden contribuir a garantizar una vida sana y promover el
bienestar de personas con FQ.

Por otro lado, también se puede ver relacionado, aunque en menor medida,
con los ODS numero 10 y 12 referentes a la reduccion de las desigualdades
y a la produccion y el consumo responsables. Por lo que respecta a las
desigualdades, teniendo en cuenta que las personas con enfermedades
cronicas forman parte de un colectivo vulnerable, intentar mejorar la calidad
de vida podria reducir el riesgo de exclusion o las limitaciones sociales que
las personas afectadas pueden estar sufriendo. Por otra parte, en cuanto a la
produccion y el consumo responsables, puesto que hay pocos estudios
relacionados con la suplementacion en personas con FQ, este trabajo podria|
ayudar a dilucidar una linea de investigacibn encaminada a aumentar la
eficiencia de la alimentacién de las personas con dicha enfermedad, asi como
a promover un estilo de vida mas saludable.
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