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La microbiota intestinal es el conjunto de
microorganismos (bacterias, virus y hongos, entre
otros) que residen en el delicado equilibrio del tracto
gastrointestinal, desempefiando un papel esencial en
la salud y el funcionamiento éptimo del organismo.
Estos microorganismos desempefian funciones
imprescindibles para el correcto funcionamiento del
cuerpo humano: contribuyen a la descomposicién de
alimentos durante la digestién, producen metabolitos
beneficiosos y refuerzan el sistema inmunitario.
La composicién de la microbiota intestinal, y por
tanto las funciones que ejerce esta comunidad, estd
influenciada por una variedad de factores como
la dieta, el estilo de vida y la genética, y se asocia
también a la salud humana: se han descubierto
asociaciones con enfermedades metabdlicas,
autoinmunes y neurodegenerativas, aunque en la
mayoria de casos se desconoce si la microbiota es
causa o consecuencia de las mismas. Para tratar de
entender mejor cudl es el papel de la microbiota en
estas enfermedades, en la ultima década, numerosos
estudios han combinado estudios de la composicién
de la microbiota con estudios en los que se evaldan
directamente las funciones de la misma, usando
herramientas como la metatranscriptémica.

La metatranscriptémica trata del estudio del
transcriptoma de todos los microorganismos
presentes en un nicho biolégico especifico. El
transcriptoma consiste en el conjunto de los
ARNs expresados por parte de cada uno de estos
microorganismos, con lo que la metatranscriptémica
es una representacion de las funciones que realizan los
microorganismos de una comunidad. En el caso de la
microbiota intestinal, la metatranscriptémica puede
indicar las funciones que ejerce esta comunidad
en distintas condiciones, como por ejemplo en
distintas enfermedades. Por tanto, los estudios
de metatranscriptémica no se limitan a la mera
identificacién de los microorganismos presentes en
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un ecosistema, sino que buscan comprender c6mo
estos microorganismos funcionan y se comunican
dentro de su entorno biolégico. Esta técnica es, por
tanto, esencial para identificar aquellas funciones
que podrian influir en la salud humana, asi como los
microorganismos que las realizan.

EL PRESENTE: LA
METATRANSCRIPTOMICA APLICADA

A LA MICROBIOTA INTESTINAL

En el contexto de la microbiota intestinal, esta
técnica se ha venido llevando a cabo durante la
ultima década, principalmente en muestras fecales,
ya que son ficiles de obtener sin procedimientos
invasivos y presentan una gran biomasa microbiana,
facilitando la obtencién de grandes cantidades
de ARN bacteriano (Figura 1). Por ejemplo, en
humanos se ha empleado esta técnica para evaluar el
ecosistema microbiano en diferentes enfermedades
intestinales inflamatorias como la enfermedad de
Crohn o la colitis ulcerosa (Lloyd-Price et al., 2019
Nature). Sin embargo, pese a las ventajas de las
muestras fecales en cuanto a su facilidad de obtencién
y su abundante carga microbiana, éstas presentan
también algunos inconvenientes. En primer lugar,
la vida media del ARN bacteriano se encuentra
en torno a los 5-10 minutos. De esta forma, es
importante incluir procedimientos especificos para
preservar el ARN correctamente desde el momento
en que se recoge la muestra. Ademds, aunque la
metatranscriptémica en muestras fecales puede ser
una técnica idénea para estudiar interacciones entre
los miembros de la microbiota intestinal, para el
estudio de enfermedades que cursan con alteraciones
especificas en el intestino, estas muestras pueden no
ser suficientemente representativas. Por ejemplo,
en el estudio del papel de la microbiota en el
desarrollo del cincer de colon, las muestras fecales
posiblemente hayan estado en contacto directo con
el tumor horas antes de su obtencién. De esta forma,
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Facilidad de obtencion

Gran cantidad de biomasa
microbiana

Resultan dtiles para

‘ Biopsias de Colon ’

Mas representativa de la
seccién a analizar

Contacto directo con la zona
afectada

Resultan utiles para
estudios sobre areas

estudios generales especificas
Es el profesional el que se
encarga de la recoleccion de
Amplia disponibilidad las muestras
Aptas para estudios
metatranscriptémicos
Figura 1

Ventajas y desventajas de muestras fecales y biopsias de colon para estudios de metatranscriptomica intestinal.

si la vida media del ARN en bacterias es del orden
de unos pocos minutos, el ARN en estas muestras
fecales puede no ser representativo de las funciones
que estos microorganimos desempefian en contacto
directo con el tumor.

Como alternativa al uso de muestras fecales en
estos estudios, se encontraria el uso de biopsias
intestinales, en las que es posible muestrear el
ARN de la microbiota intestinal directamente en
contacto con el hospedador (Granata et al., 2020
Microorganisms) en diferentes condiciones: en tejido
sano, tumores, areas inflamadas en Enfermedad
de Crohn o colitis ulcerosa, etc. (Figura 1). Sin
embargo, la obtencién invasiva de estas muestras,
mediante procedimientos endoscépicos, dificulta
mucho el acceso a estas muestras. Ademds, la
obtencién de biopsias mediante colonoscopia suele
implicar un procedimiento previo de limpieza
de colon, para eliminar el exceso de contenido y
permitir una correcta visualizacién del intestino.
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Esto hace que en las biopsias obtenidas, la biomasa
microbiana sea muy baja en comparacién con las
muestras fecales. De esta forma, al secuenciar el
transcriptoma de estas muestras, la mayoria del ARN
que se obtiene pertenecerd al hospedador, y solo un
pequeifio porcentaje a la microbiota, lo que encarece
mucho esta técnica. A pesar de estas dificultades,
existen algunos estudios que han llevado a cabo
metatranscriptémica en biopsias intestinales en
humanos. Por ejemplo, para estudiar si la microbiota
intestinal estd relacionada con el desarrollo de la
obesidad u otras enfermedades metabdlicas.

En modelos animales también se han realizado
estudios de metatranscriptémica en muestras
intestinales. En ratones, una estrategia muy
utilizada es tomar muestras del contenido del
ciego, con elevada carga bacteriana, para el andlisis
metatranscriptémico. Esta alta carga microbiana
facilita en gran medida la obtencién de resultados
tanto metagendémicos como metatranscriptémicos.
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Sin embargo, y como ocurre en humanos, todavia
no hay apenas estudios que empleen biopsias
intestinales para este tipo de andlisis.

Sibien el nimero de estudios metatranscriptémicos
en biopsias intestinales son escasos, si hay un mayor
nimero de este tipo de estudios en otros nichos del
cuerpo, destacando aquellos que exploran la relacién
entre las funciones de la microbiota del tracto
respiratorio y enfermedades pulmonares. En su
mayoria, estos estudios se han realizado con muestras
clinicas para estudiar el papel de la microbiota en
infecciones respiratorias. Las ventajas de esta técnica
son varias: en primer lugar, muestras de la microbiota
en contacto directo con el hospedador son
relativamente mds sencillas de conseguir: hisopos,
esputos o lavados broncoalveolares son algunos
ejemplos de muestras usadas. Finalmente, estos
trabajos demuestran que la metatranscriptémica en
este tipo de muestras permite estudiar tanto el papel
de la microbiota como la respuesta del hospedador
en procesos infecciosos, ya que también se consiguen
aislar células del hospedador en estas muestras.

RETOS ACTUALES DE LA
METATRANSCRIPTOMICA EN TEJIDOS
INTESTINALES

Dado el escaso nimero de estudios disponibles a
dia de hoy, se deben abordar todavia muchos retos
pendientes para una adopcién mds generalizada de
técnicas de metatranscriptémica aplicadas a biopsias
gastrointestinales. Uno de los mayores retos, mds
alld de la obtencién de muestras, es el procesado de
las mismas. Como se ha mencionado anteriormente,
estas muestras contienen una gran cantidad de
ARN del hospedador y muy poca carga microbiana.
Esto encarece el precio de la secuenciacién y
ademds supone un gran riesgo de contaminacién
de las muestras con ARN ambiental, del operador
o presente en los kits de extraccién de material
genético. Algunos estudios en la dltima década han
intentado abordar estos problemas, por ejemplo,
tratando de enriquecer el ARN bacteriano en
muestras complejas. Otros estudios han propuesto
el uso de tipos de muestra alternativos a las biopsias,
como las obtenidas usando cepillos de citologia,
que contendrian un mayor porcentaje de ARN
microbiano y dafiarian menos el tejido original. En
cuanto a la contaminacién en estas muestras, ha sido
estudiada sobre todo en el contexto de andlisis de
secuenciacién de amplicones 165, pero los estudios
sobre el impacto de estos posibles contaminantes en
metatranscriptémica son todavia escasos.

Otro de los retos al que debemos dar respuesta para
poder generalizar los estudios de metatranscriptémica

220/ JUNIO 2024 SE'BBM

DOSIER CIENTIFICO

en tejidos tiene relacién con el andlisis de datos. Hoy
en dia existen muchas herramientas con las que
analizar datos de metatranscriptémica, aunque en
el caso de la microbiota intestinal, se han evaluado
mayormente en datos de muestras fecales. En el
caso de muestras con baja carga microbiana y un
elevado porcentaje de ARN del hospedador, muchas
de estas herramientas no han sido evaluadas. Solo
recientemente, un estudio ha realizado un anilisis
comparativo de diferentes herramientas en este tipo
de muestras, usando datos experimentales en los
que se mezcla ARN de humano y de comunidades
definidas de bacterias en diferentes proporciones,
simulando asi diferentes tipos de muestras de tejidos
y sugiriendo los métodos mas adecuados para cada
tipo de muestra. Sin embargo, las comunidades
usadas tienen una complejidad reducida en
comparacién con la microbiota intestinal, de forma
que son necesarios mds estudios con muestras reales
(o, al menos, de mayor complejidad) para poder
establecer unos estindares de andlisis en el campo.

En cuanto al anilisis de datos metatranscriptémicos,
también se han llevado a cabo estudios en los que
se reanalizan datos de secuenciacién de ARN
de biopsias de distintos tejidos, provenientes de
estudios previos, por ejemplo, en el contexto del
cdncer. Estos estudios previos tenian como objetivo
estudiar el transcriptoma del hospedador, de forma
que la metodologia experimental no era idénea
para la deteccién de bacterias. Aun asi, usando
diferentes métodos bioinformdticos se han podido
recuperar datos de bacterias. Estos métodos serian
potencialmente aplicables a biopsias intestinales,
dado que han sido desarrollados para muestras con
muy baja carga microbiana. Sin embargo, han sido
objeto de numerosas criticas, ya que no emplean
estrategias adecuadas para eliminar contaminantes
o para el posterior andlisis de los datos de bacterias
obtenidos (Gihawi et al., 2023 mBio).

EL FUTURO: DE LA METATRANSCRIPTOMICA
ACTUAL A LOS ESTUDIOS EN CELULA UNICA
Y TRANSCRIPTOMICA ESPACIAL PARA
COMPRENDER MEJOR LAS INTERACCIONES
ENTRE MICROORGANISMOS Y HOSPEDADOR
Ademds de los retos actuales de la
metatranscriptémica, nuevas tecnologias desarrolladas
en los dltimos afios tienen el potencial de aplicarse
para un estudio mucho mds exhaustivo y detallado de
las funciones de las bacterias intestinales. Entre ellas,
destacan las tecnologias de secuenciacién de ARN
single-cell (scRNA-seq), que aplicadas a distintos
tejidos y muestras permiten estudiar la expresién
de genes en células individuales. Por el momento,
estas técnicas se aplican a tejidos del hospedador,
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estudiando datos de scRNA-seq
de multiples tejidos y érganos
(Mahmoudabadi et al., 2022
biorXiv), adolecen de la misma
problemitica que los estudios
que reanalizan datos publicos de
secuenciacién de ARN: se emplean
herramientas bioinformaticas
creadas especificamente para

‘ Técnicas actuales ‘

Transcriptoémica espacial

tal fin, sin estar validadas en
datos externos, y en numerosas
ocasiones no presentan filtros
adecuados para evitar la deteccidon

W Macréfagos
[E Monocitos
ECD4

ECD8

O Neutroéfilos

1. Identificacion de
microorganismos

Reads
Fusobacterium nucleatum
100

de contaminantes. Otros estudios,
realizados a menor escala, han
tomado medidas mds estrictas
para evitar la deteccién de
contaminantes en este tipo de

Reads MUC5AC

I;zzo andlisis. Por ejemplo, un reandlisis
600 de datos de scRNA-seq obtenidos
400 a partir de pacientes COVID-19

Izoo pudo identificar patdégenos

oportunistas que fueron detectados
también por otras técnicas, como el
cultivo de estos patégenos.

2. éFunciones
de la microbiota?

Reads Estos estudios que detectan
Fusobacterium nucleatum . .
100 la presencia de diferentes
Iso microorganismos en datos de
s0 scRNA-seq presentan diferentes
40 . .

ventajas. En primer lugar, es

20 . . . . .
5 posible identificar si estos

microorganismos se asocian a
un tipo celular concreto. Esta
“asociacién” puede significar que se

Figura 2

El futuro de la metatranscriptomica: en la actualidad, el reanalisis de datos
de scRNA-seq o transcriptémica espacial, por ejemplo en el caso de tumores
intestinales, permite la identificacién de microorganismos en distintos tejidos
(1. Identificacion de microorganismos). Ademas, en el caso de la transcrip-
témica espacial permite conocer la localizacion de los mismos. En el futuro,
estas técnicas permitiran, ademas de identificar estos microorganismos,
estudiar las funciones de los mismos en directo contacto con el hospedador

(2. ¢ Funciones de la microbiota?).

cuyas células tienen cantidades de ARN mayores
que las bacterias y presentan otras ventajas, como la
ausencia de pared celular que permite acceder al ARN
con mayor facilidad. A pesar de ello, en distintos
estudios recientes se han realizado andlisis similares
a los detallados anteriormente, en los que se intentan
encontrar bacterias y otros microorganismos a partir
del reanilisis de datos de scRNA-seq (Figura 2).
Algunos de estos estudios, realizados a gran escala
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anclen a la membrana celular o que
sean internalizados, por ejemplo,
por células del sistema inmunitario
que los fagocitan. Ademds, es
posible estudiar la respuesta
especifica de las células asociadas
a bacterias, respondiendo a
algunas de las siguientes preguntas
jexpresan rutas metabdlicas
diferentes? sexpresan sefiales de
estrés o inflamacién? Aplicado
a tejidos intestinales, se podria
obtener una gran informacién de qué miembros de la
microbiota interactdan directamente con diferentes
células del epitelio intestinal, y cémo se produce
dicha interaccién.

A pesar de estas ventajas, el mayor inconveniente de
estos estudios es la escasa resolucién que muestran
en cuanto a los microorganismos detectados. La
tasa de deteccién es muy baja, ya que la metodologia
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experimental que conllevan no es
Sptima para la deteccién de bacterias
y otros microorganismos. Esto hace
que pueda haber sesgos, en los que
algunos miembros de la microbiota
estén sobrerepresentados y otros
no se puedan detectar. Ademds,
los datos obtenidos en estos
microorganismos son tan escasos
que no permiten estudiar qué
genes expresan estos miembros
de la microbiota, y estos métodos
actualmente sélo se limitan a la
deteccién de los mismos.

De forma similar, y mds
recientemente, estudios de
transcriptémica espacial han
permitido revelar la expresién
de genes en células de diferentes
tejidos, correlacionidndola con
la localizacién especifica dentro
de una muestra (Figura 2). Estos
estudios han sido de especial relevancia en el estudio
de tumores, donde hay una gran heterogeneidad
en la expresién de genes. Recientemente, se
han empezado a combinar estos estudios con la
deteccién in situ de bacterias, mediante microscopia
o técnicas moleculares (Galeano-Nisio et al., 2022
Nature). Esto permite asociar la presencia de
bacterias a diferentes patrones de expresién en el
tejido del hospedador. Sin embargo, al igual que en
el caso de los estudios de scRNA-seq, todavia no
es posible detectar la expresién de genes en estos
microorganismos.

Durante los ultimos afios, se han desarrollado
tecnologias de scRNA-seq y transcriptémica
espacial especificas para bacterias, en las que es
posible identificar la expresién de genes en bacterias
individuales. Por el momento, su aplicacién se
restringe sobre todo a bacterias modelo muy
estudiadas (Escherichia coli o Bacillus subtilis entre
otros). Es probable que en los préximos afios se
continden desarrollando estos métodos para su
aplicacién a muestras complejas, como la microbiota
intestinal, y que se desarrollen nuevos métodos que
permitan analizar a la vez la expresién de genes
en células del hospedador y bacterias individuales
(Lloréns-Rico et al., 2022 Cell).

En definitiva, la microbiota intestinal desempefia
un papel crucial en la salud y el bienestar humano,
a través de las funciones que realiza. Para el
estudio de estas funciones, la metatrdnscriptémica
permite identificar qué genes expresa cada uno

220/ JUNIO 2024 SE'BBM

DOSIER CIENTIFICO

de los miembros de este ecosistema complejo.
A pesar del uso de esta técnica relativamente
extendido en muestras fecales, se necesitan nuevas
estrategias para poder generalizar su uso a tejidos
intestinales, y aumentar la resolucién en los andlisis
mediante técnicas de célula tnica. Sélo asi se podrd
entender mejor la expresién de estas comunidades
directamente en su nicho ecolégico, lo que permitird
una mejor comprensién de cémo la microbiota
contribuye a nuestra salud o su papel en distintas
enfermedades. ™
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