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Resumen

La microbiota intestinal humana es una comunidad microbiana densa y diversa que
contribuye en gran medida a la salud y enfermedad del organismo. Las comunidades
microbianas intestinales han coevolucionado con el huésped para desarrollar una relacion
mutualista, lo que influye en la homeostasis metabdlica, el sistema endocrino, la funcion
cerebral y la disponibilidad de macronutrientes. Las etapas tempranas de la vida son de
especial interés, donde el establecimiento y la influencia de la microbiota intestinal puede
tener consecuencias a largo plazo. El conocimiento acumulado sobre la microbiota
intestinal estd produciendo un cambio en el enfoque de los estudios, que previamente
trataban de contestar a la pregunta de ;qué microorganismos la componen?, hacia la
pregunta ;qué funcion tienen esos microorganismos? Para intentar contestarlas se han
realizado estudios metabdlicos y enzimaticos que permitan describir mejor los efectos de
la microbiota intestinal sobre la salud/enfermedad del huésped, concretamente en
obesidad y en alteraciones cognitivas, y disefiar una estrategia racional para clasificar,
identificar y ensayar consorcios de microbiota humana en modelos murinos
gnotobidticos. Concretamente, el estudio se ha centrado en la actividad enzimatica
glicosidasa y su impacto en el metabolismo de carbohidratos en relacion a la obesidad.
Asimismo, se ha estudiado la relacion de la microbiota con el neurodesarrollo infantil a
través del metabolismo de la histidina, y ha sido posible gracias al desarrollo de un
método rapido, preciso y simultaneo para medir la histidina y sus metabolitos bioactivos
usando UHPLC-MS/MS. Los hallazgos muestran que el fenotipo de obesidad se transmite
madre-hijo-raton a través de transferencia efectiva de la microbiota. Ademas, el
metabolismo microbiano asocia con el perfil de neurodesarrollo de nifios, y la asociacion
se mantiene en los ratones receptores de la microbiota, mostrando diferencias
significativas en el metabolismo de la histidina. Conocer mejor las vias de comunicacion
entre la microbiota y el huésped es el camino para entender su influencia en la salud y en
multitud de trastornos metabdlicos y neurologicos con el fin de encontrar posibles

enfoques terapéuticos y diagnosticos.
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Summary

Human gut microbiota is a dense and diverse microbial community that contributes
greatly to the health and disease balance. Gut microbial communities have co-evolved
with the host to develop a mutualistic relationship, influencing metabolic homeostasis,
the endocrine system, brain function, and macronutrient availability. Early life stages are
of exceptional interest, because the establishment and influence of the gut taxa microbiota
can trigger long-term health consequences. The increased knowledge about the intestinal
microbiota is producing a change of paradigm and focus of the studies, which were
previously used to answer the question of what intestinal microbiota is producing?,
towards the question what function do these microbes have? To try to answer these
questions, a metabolic and enzymatic study has been carried out to better describe the
effects of the intestinal microbiota on the host health/disease equilibrium, specifically in
obesity and cognitive alterations; and to design a rational strategy to classify, identify and
test microbiota consortia in gnotobiotic murine models. Specially, the study has focused
on glycosidase enzymatic activity, its impact on carbohydrate metabolism, in relation to
obesity. Likewise, the relationship of the microbiota with childhood neurodevelopment
through histidine metabolism has been studied. That has been facilitated throught the
development of a specific, rapid, precise and simultaneous method to measure histidine
and its bioactive metabolites using UHPLC-MS/ MS. The overall results show that the
obesity phenotype is transmitted from mother-child-mouse through the effective transfer
of the microbiota. In addition, specific microbial metabolism is associated with the
neurodevelopmental profile of children, and the association was maintained in microbiota
recipient mice, showing significant differences in the histidine metabolism. Therefore,
contribution and more scientific evidence for knowing the communication pathways
between the microbiota and the host is the way to better understand their influence on
metabolic and neurological disorders and ultimately on health in order to find new

therapeutic and diagnostic approaches.

15



16



Introduccion

Relaciéon de la microbiota con el huésped

En 1885, Louis Pasteur plante6 la hipotesis de que ciertos microbios eran esenciales para
la supervivencia de la vida compleja debido a la coexistencia y coevolucion de micro y
macroorganismos (Pasteur, 1885). De hecho, se ha descrito que el cuerpo humano
contiene diez veces mas microorganismos que células humanas (Savage, 1977). Estudios
epidemioldgicos, fisioldégicos y oOmicos, complementados con estudios celulares y
experimentos en animales, muestran que una parte considerable de la influencia ambiental
sobre la salud humana y el riesgo de enfermedad puede ser mediada o modificada por
comunidades microbianas. Estos microorganismos, denominados colectivamente
microbiota, incluyen una gran cantidad de bacterias, arqueas, bacteridfagos, virus
eucariotas y hongos que interactiian y coexisten en las superficies humanas y en todas las
cavidades corporales. La mayoria de ellos son microorganismos comensales o
mutualistas, residen en el tracto gastrointestinal y estdn influenciados por el modo de
nacimiento, la alimentacion infantil, el estilo de vida, la medicacion y la genética del
huésped. La microbiota intestinal tiene funciones importantes en la maduracion de la
inmunidad, la digestion de los alimentos, la regulacion de la funcion endocrina intestinal
y la sefalizacion neuroldgica, la modificacion de la accion y el metabolismo de los
farmacos, la eliminacion de toxinas y la produccion de numerosos compuestos que

influyen en el huésped.

Microbiota y salud

La microbiota entabla un equilibrio con el huésped en condiciones de salud en el que la
conexion entre ambos estd mediada por un metabolismo Optimo y saludable. En la
literatura, no hay consenso sobre como definir la salud metabdlica. Sin embargo, una
definicion tentativa es tener un metabolismo general (seglin se estima a partir de una serie
de diversas medidas de las funciones de los 6rganos del cuerpo) que esté relacionado con

una buena calidad de vida y longevidad. No obstante, una parte considerable de la
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poblacion, principalmente debido al excesivo consumo de alimentos procesados de alta
densidad energética, el sedentarismo y a menudo combinados con la adiccion al tabaco,
tiene una salud metabolica deficiente. Las implicaciones son una alta prevalencia de
trastornos metabdlicos, incluida la obesidad, la enfermedad hepatica no alcoholica, la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), asi como la enfermedad cardiometabdlica, trastornos
neurolégicos y la muerte prematura (Jaacks et al., 2019; Lakka et al., 2002; Reddy &
Yusuf, 1998; Younossi et al., 2016; Y. Zheng et al., 2018).

Las patologias de los trastornos metabolicos suelen tener en comun una asociacion con
anomalias en la composicion y funcionalidad de la microbiota intestinal (Koeth et al.,
2013; Qin et al., 2014). Se ha debatido ampliamente si una microbiota alterada durante la
enfermedad puede estar involucrada en la causa (es decir, predisposicion, inicio o
progresion) o supone una consecuencia de la misma.

Para afirmar la alteracion de la microbiota intestinal en los trastornos metabolicos, es
fundamental el conocimiento de la composicién y funcionalidad de la microbiota
intestinal de personas sanas. Desafortunadamente, tampoco se ha definido una microbiota
intestinal saludable en relacion a la composicion taxondmica, debido a que la abundancia
relativa de las bacterias, la diversidad de cepas y las variantes de genes microbianos, asi
como la influencia de la genética del huésped y las exposiciones ambientales son
exclusivas de cada individuo. Sin embargo, de forma general, comunidades microbianas
intestinales sanas se caracterizan por tener una gran diversidad de taxones, una gran
riqueza de genes microbianos y nucleos funcionales del microbioma estables. No
obstante, la alta diversidad y riqueza de bacterias intestinales por si solas no son
indicadores de una microbiota saludable, porque estas caracteristicas se pueden ver
afectadas por factores que interfieran en sus componentes principales.

En general, el modo de nacimiento y el acceso a la lactancia dan forma a la microbiota
intestinal infantil, y madura gradualmente durante la infancia en respuesta a las
exposiciones ambientales (Jakobsson et al., 2014). Posteriormente, permanece

relativamente estable en la adolescencia y la edad adulta hasta que se produce una
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disminucioén de la diversidad a una edad avanzada, probablemente debido a un cambio en
las funciones inmunitarias (Rodriguez et al., 2015). Las funciones de una microbiota
saludable permiten el metabolismo de compuestos no digeribles, como los xiloglucanos,
que se encuentran comunmente en los vegetales y pueden ser digeridos por una especie
especifica de Bacteroides (Larsbrink et al., 2014), otras fibras no digeribles, como los
fructooligosacaridos y los oligosacaridos, conocidos como prebidticos, y pueden ser
utilizadas por microorganismos beneficiosos, como Lactobacillus y Bifidobacterium
(Goh & Klaenhammer, 2015). La microbiota también permite la adquisicioén de nutrientes
o procesamiento de xenobioticos, la produccion de acidos grasos de cadena corta (SFCA)
a través de la fermentacion de polisacaridos complejos y la sintesis de lipopolisacéaridos
especificos (LPS) y la biosintesis de algunos aminoécidos esenciales y vitaminas, como
folatos, vitamina K, biotina, riboflavina (B2), cobalamina (B12) y posiblemente otras
vitaminas B. (Flint, Scott, Louis, et al., 2012). Por ultimo, entre sus funciones también se
incluye la defensa del huésped contra la colonizacion por patdogenos oportunistas (Round
& Mazmanian, 2009). Sin embargo, no toda la microbiota por si sola conduce a beneficios

netos para la salud.

Microbiota y enfermedad

Muchos estudios han revelado desde hace afios el papel central de la simbiosis microbiana
en el desarrollo de muchas enfermedades, como infecciones (Sartor, 2008), enfermedades
hepaticas (Q. Liu et al., 2004), enfermedad gastrointestinal (GI) (Scanlan et al., 2008),
trastornos metabodlicos (Ley et al., 2006), enfermedades respiratorias (Verhulst et al.,
2008), enfermedades mentales o psicoldgicas (Finegold et al., 2002) y enfermedades
autoinmunes (Wen et al., 2008). En la Tabla 1 se recogen enfermedades descritas que
cursan con alteraciones en la composicion de la microbiota. En los siguientes apartados
se comentard en profundidad la relacion de la microbiota con la obesidad y la microbiota

y los trastornos neurolégicos.
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Tabla 1. Enfermedades que presentan disbiosis en la microbiota. Los estudios muestran un desequilibrio en la abundancia relativa de los taxones en la microbiota

intestinal

Enfermedad

Variaciones en la microbiota

Referencias

Enfermedades infecciosas

Infeccion por

Clostridium difficile

Relacionado con diarrea post-antibioticos
1 C. difficile y patdgenos oportunistas

| Bacterias productoras de butirato

1 Bacterias productoras de lactato

(Gu et al., 2016)

Infeccion por

Helicobacter pylori

Empeoramiento del progreso de la periodontitis cronica
1 P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum y T. denticola
| A. actinomycetemcomitans

(Z.Huetal., 2016)

Vaginosis bacteriana

Asociacion significativa de la VB con tres filos (Bacteroidetes, Actinobacteria y
Fusobacteria) y ocho géneros (Gardnerella, Atopobium, Megasphaera, Eggerthella,
Aerococcus, Leptotrichia/Sneathia, Prevotella y Papillibacter)

(Ling et al., 2010)

Infeccion con VIH

Gardnerella presente de forma inusual en la vagina. Gardnerella “engulle” el tenofovir 2>
fracaso en el tratamiento

(Lynch & Pedersen, 2016)

Cirrosis hepatica

Complicaciones: infecciones, peritonitis bacteriana espontanea, encefalopatia hepatica e

(Y. Chen et al., 2011; Qin et al., 2014)

_ﬂ§ " insuficiencia renal
I8 | Bacteroidetes
% % 1 Proteobacteria y Fusobacteria; Veillonella, Streptococcus y Clostridium
L2 NAFLD NAFLD: caracteristica del sindrome metabolico (B. Wang et al., 2016)
5 1 Bacteroides y Ruminococcus
| Prevotella
Cancer gastrico 1 CagA y VacA de H.pylori = 1 riesgo de cancer (Rhead et al., 2007)

8 Cancer colorrectal Progresion cancer: (Feng et al., 2015; Keku et al., 2013;
8 g 1 Pseudomonas,. Helicobager, Acineto.ba’ct.er, F. nucleatum, B. massiliensis, B. ovatus, B. Sanapareddy et al., 2012)
ER7 vulgatus, E. coli 'y B. fragilis enterotoxigénico
&= | Bacterias productoras de butirato
2 £ Reduccién cancer:

§o 1 SCFA: acetato, propionato y butirato (Lachnospiraceae y Ruminococcaceae)

Cancer de esofago

1 Inflamacion por reflujo gastroesofagico
1 Por uso de antibidticos

(Pei et al., 2004)

CagA: antigeno A asociado a citotoxina; DM2: Diabetes tipo 2; IgE: Inmunoglobulina E; NAFLD: Enfermedad del higado graso no alcohélico; SCFA: Acidos

grasos de cadena corta; VacA: citotoxina vacuolizante; VB: Vaginosis bacteriana; VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.
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Tabla 1. Continuacion. Enfermedades que presentan disbiosis en la microbiota. Los estudios muestran un desequilibrio en la abundancia relativa de los

taxones en la microbiota intestinal.

Enfermedad Variaciones en la microbiota Referencias

Obesidad Microbiota de humanos obesos induce obesidad en ratones (Camilleri, 2015; Perry et al., 2016;
Microbiota de humanos delgados protege de obesidad en ratones .
Microbiota modula interacc%(’)n die%a-engferrnedades metabolicas Ridaura et al., 2013; Sonnenburg &
Obesidad = disbiosis microbiota intestinal Bickhed, 2016)
Alteracion de:
- Vias metabdlicas
- Funcion de barrera epitelial intestinal
- Homeostasis intestinal e inmune
- Metabolismo energético
- Acetato
- Metabolismo de los acidos biliares
- Hormonas intestinales
Diabetes tipo 2 | Diversidad microbiana (Koh et al., 2018; Molinaro et al., 2020;
P. copriy B. vulgates - Resistencia insulina
1 Imidazol-propionato producido por la microbiota de DM2 = resistencia metformina Pedersen et al., 2016)
Alergia | Diversidad microbiana en la infancia (uso antibi6ticos) (Ling et al., 2014; Russell et al., 2012)
1 Clostridium sensu stricto 2 1 IgE especifica de la leche de vaca
Alteraciones neurologicas  Autismo: (Jiang et al., 2015; M. Wang et al., 2019)
| A. muciniphila y Bifidobacterium spp
Depresion:
1 Enterobacteriaceae y Alistipes
| Faecalibacterium

CagA: antigeno A asociado a citotoxina; DM2: Diabetes tipo 2; IgE: Inmunoglobulina E; NAFLD: Enfermedad del higado graso no alcohélico; SCFA: Acidos

Trastornos metabolicos

Otras
enfermedades

grasos de cadena corta; VacA: citotoxina vacuolizante; VB: Vaginosis bacteriana; VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.
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Como muestra la Tabla 1, en el curso de muchas enfermedades se han descrito
modficiaciones en la composicion de la microbiota a nivel taxondmico, pero también en
el metaboloma microbiano generado por este desequilibrio, afectando directamente a la
salud del huésped. Debido al especial interés de las enfermedades que pueden verse
influenciadas por la microbiota desde las etapas iniciales de la vida, como son la obesidad
y los trastornos cognitivos, se ha profundizado en la relaciéon que existe entre la

microbiota y ambas enfermedades.

Microbiota y obesidad

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacidén anormal o excesiva de grasa
que puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2022). Un indice de masa corporal (BMI)
superior a 25 se considera sobrepeso, y superior a 30, obesidad. La obesidad es un
problema de salud publica de primer orden, siendo un factor de riesgo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, trastornos del aparato locomotor como la artritis y algunos
canceres como el de mama y colon. La obesidad reduce la esperanza de vida entre 6 y 20
afios. El problema ha adquirido proporciones de epidemia; mas de cuatro millones de
personas mueren cada aflo por causas relacionadas con el sobrepeso o la obesidad, seglin
estimaciones de 2017 (OMS, 2022). Actualmente Espafia cuenta con mas de un 60% de
ciudadanos con exceso de peso y casi un 25% de obesos (AESAN, 2019).

Por otro lado, en comparacion con las poblaciones que llevan estilos de vida tradicionales,
la mayoria de las sociedades en los paises técnicamente desarrollados del mundo
muestran una diversidad microbiana intestinal reducida (Smits et al., 2017). Estas
poblaciones microbianas tienen, ademas, grandes diferencias en el metabolismo de
proteinas y carbohidratos, estando enormemente influido por la dieta (Rampelli et al.,
2015). A nivel de grupos microbianos taxondmicos, el biomarcador mas claro relacionado
con la obesidad parece ser la relacion Firmicutes-Bacteroidetes. Se ha observado un
mayor ratio en poblaciones obesas o con sindrome metabolico en comparacion con las
sanas (Munukka et al., 2012; Riva et al., 2017). Algunos taxones especificos parecen

contribuir a esta proporcién en pacientes obesos, como los géneros Staphylococcus
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(Bervoets et al., 2013; Santacruz et al., 2010) y Clostridium (Collado et al., 2008), dentro
del filo Firmicutes, que han mostrado tener una asociacion positiva con la obesidad.
Ademas, un aumento en la sintesis de butirato y acetato puede contribuir a un aumento
en la extraccion de energia en personas obesas, y muchas especies productoras de butirato
pertenecen al filo Firmicutes (Schwiertz et al., 2010).

Un ntmero creciente de estudios in vivo y en humanos han indicado que las interacciones
entre la microbiota intestinal y el genotipo del huésped o los cambios en la dieta pueden
ser factores cruciales que contribuyen a la obesidad y los trastornos metabdlicos
relacionados. Un grupo de investigadores (Ridaura et al., 2013), demostraron que la
microbiota de gemelos dispares (uno delgado y otro obeso) induce adiposidad y fenotipos
metabolicos similares en ratones. Ademads, la microbiota del gemelo delgado puede
prevenir el aumento de adiposidad en ratones receptores de microbiota de obesos, si los
ratones se alimentan con una dieta adecuada. La evidencia muestra que la microbiota
intestinal es un importante modulador de la interaccion entre la dieta y el desarrollo de
enfermedades metabolicas (Sonnenburg & Béckhed, 2016). La disbiosis de la microbiota
intestinal y las vias metabolicas activadas en la obesidad inducen a una funcion de barrera
epitelial intestinal alterada y tiene influencias significativas en los procesos fisiologicos,
como la homeostasis intestinal e inmunitaria (de Vos & Nieuwdorp, 2013), la liberacion
de hormonas intestinales (Camilleri, 2015), el metabolismo energético (Delzenne & Cani,
2008), metabolismo de acetato (Perry et al., 2016) y el metabolismo de los 4cidos biliares
(Wahlstrom et al., 2016).

Las principales variaciones de taxones de microbiota encontradas en pacientes que
padecen obesidad, sindrome metabolico y trastornos relacionados con el sistema

metabolico y endocrino se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Ensayos clinicos y variaciones de los principales taxones de microbiota encontrados en muestras de pacientes con obesidad y enfermedades

metabolicas
Enfermedad Variaciones en la microbiota Referencias
] 1 Lachnospiraceae, Bacteroidaceae, Methanobacteriaceae y Pasteurellaceae en delgados sanos y delgados
Obesidad (Zhong et al., 2020)
enfermos
Obesidad 1 Prevotella en casi todos los individuos (Jonduo et al., 2020)
| Akkermansia, Faecalibacterium, Oscillibacter, y Alistipes en individuos obesos ]
Obesidad o (Thingholm et al., 2019)
| Faecalibacterium prausnitzii en individuos obesos
1 Bacteroides en sobrepeso vs. controles sanos
] | Ruminococcus flavefaciens en sobrepeso y obesos ]
Obesidad (Schwiertz et al., 2010)
| Bifidobacterium y Clostridium leptum en obesos
| Methanobrevibacter en sobrepeso y obesos
1 Lachnoclostridium, Fusobacterium, Escherichia-Shigella, Klebsiella, Bacillus, y Pseudomonas en sobrepeso y
] obesos
Obesidad (Gao et al., 2018)
1 Clostridia, Faecalibacterium, Ruminococcus, Bifidobacterium, y Lachnospiraceae_UCG _008 en controles
sanos
Obesidad
1 Lactobacillus en obesos (Armougom et al., 2009)

Anorexia nerviosa

Sindrome

metabolico

1 Lactobacillus, Sutterella y Methanobrevibacter en sindrome metabolico ]
] (Lim et al., 2017)
| Parabacteroides, Bifidobacterium, Odoribacter, Akkermansia y Christensenella en sindrome metabolico
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Curiosamente, los niveles de probidticos tradicionales del género Lactobacillus parecen
estar mas altos en las enfermedades relacionadas con la obesidad y el sistema endocrino
(Tabla 2). Por el contrario, las especies Akkermansia, Faecalibacterium, Parabacteroides
y Christensenella, probidticos de nueva generacion, parecen ser menos abundantes en

pacientes con obesidad.

Como ya se ha mencionado, la ingesta dietética se considera uno de los factores
determinantes que modulan la composicién microbiana y la diversidad de la microbiota
intestinal, lo que podria promover efectos beneficiosos o negativos sobre la salud y las
funciones fisiologicas del huésped (Arumugam et al., 2011; Singh et al., 2017). Una dieta
de estilo occidental, rica en alimentos de origen animal, puede aumentar los niveles de
bacterias tolerantes a la bilis del paciente, incluidas Bacteroidetes (p. €j., Bacteroides y
Alistipes) y Proteobacteria (Bilophila), y disminuir los niveles de bacterias que degradan
la fibra, como Firmicutes (p. ej., Eubacterium y Ruminococccus) (David et al., 2014). Por
el contrario, la dieta mediterranea y las dietas basadas en plantas pueden promover
bacterias que degradan la fibra, principalmente géneros del filo Firmicutes, junto con una

mayor diversidad general de la microbiota intestinal (Filippis et al., 2016).
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Microbiota y alteraciones neurologicas

Durante los primeros afios de vida, tienen lugar dos procesos biologicos simultdneos: el
periodo de colonizacion microbiana intestinal y la formacion y perfeccionamiento de las
redes neuronales responsables de un amplio repertorio de comportamientos
caracteristicos de las etapas iniciales de la vida. El ensamblaje de la microbiota intestinal
comienza desde el nacimiento, caracterizado por una rapida tasa de colonizacion y
expansion de bacterias intestinales dominada por Actinobacteria y Proteobacteria
cambiando hacia una comunidad dominada por Firmicutes y Bacteroidetes, proceso de
maduracidn que coincide en el tiempo con la intensa sinaptogénesis asi como un proceso
de poda sinaptica en la corteza cerebral, finalizando en la adolescencia. Los experimentos
en modelos animales han demostrado que estos dos procesos estan conectados
fisiologicamente. En humanos, la ausencia de Bifidobacterium a los 30 dias de vida en
recién nacidos prematuros se asocia con deterioro del neurodesarrollo en la infancia, que
podria ser revertido por la administracion de determinadas cepas de Bifidobacterium
(Beghetti et al., 2021). Las alteraciones neurologicas estan causadas por una combinacion
de factores bioldgicos, psicoldgicos y ambientales. Trastornos como la depresion mayor,
la ansiedad, el estrés y patologias como la esquizofrenia o el autismo cursan con
alteraciones en neurotransmisores y compuestos hormonales cuyo impacto se traduce a
nivel de todo el organismo. Ademads, la existencia de un eje intestino-cerebro ha sido
reconocida desde hace décadas. La microbiota intestinal se ha convertido en un regulador
critico de este eje. El concepto de este eje se ha extendido al “eje microbiota-intestino-
cerebro”, y ahora se considera que involucra una serie de sistemas, incluidos el sistema
endocrino, el sistema neural, el sistema metabolico y el sistema inmunitario, todos los
cuales estdn en constante interaccion (Cryan et al., 2019). La disbiosis de la microbiota
intestinal puede aumentar el paso de bacterias intestinales a través de la pared intestinal
y hacia el tejido linfoide mesentérico, lo que provoca una respuesta inmunitaria que puede
conducir a la liberacion de citoquinas inflamatorias y la activacion del nervio vago y las
neuronas aferentes espinales (Maes et al., 2013). En la Tabla 3 se recogen los principales

estudios de trastornos neuroldgicos asociados a variaciones de la microbiota.
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Tabla 3. Estudios y variaciones de los principales taxones de microbiota encontrados en muestras de pacientes con alteraciones neurologicas del

comportamiento.

Enfermedad

Variaciones en la microbiota

Referencias

Sindrome de fatiga cronica

1 Lactobacillus y Bifidobacterium en pacientes con fatiga cronica

(Rao et al., 2009)

Trastorno depresivo mayor

1 Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes en pacientes con depresion

(P. Zheng et al., 2016)

Trastorno depresivo mayor

1 Enterobacteriaceae 'y Alistipes y | Faecalibacterium en pacientes con depresion

(Jiang et al., 2015)

Correlacion de Faecalibacterium con depresion e irascibilidad

(L. Lietal., 2016)

Depresion . '
Correlacion de Parasutterella con tension
Depresion 1 Bacteroidales y | Lachnospiraceae en pacientes con depresion (Naseribafrouei et al.,
i 2014)
Esquizofienia 1 Ascomycota, Lactobacillus y Bifidobacterium en pacientes con esquizofrenia (Castro-Nallar et al., 2015)

Trastorno de ansiedad

Asociacion entre infeccion y aparicion del trastorno de ansiedad

(Bruch, 2016)

Estrés materno prenatal

Microbiota alterada en niflos de madres estresadas durante el embarazo

(Zijlmans et al., 2015)

1 Bateroidetes en el grupo con autismo severo

(Finegold et al., 2010)

Autismo 1 Firmicutes en el grupo control.

1 Desulfovibrio y Bacteroides vulgatus en niflos con autismo severo
Autismo | Akkermansia muciniphila y Bifidobacterium spp. en nifios con autismo (L. Wang et al., 2011)
Autismo | Bacteroidetes/Firmicutes y 1 Lactobacillus spp y Desulfovibrio spp. en niflos con autismo (Tomova et al., 2015)
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Por otro lado, se han descrito varias asociaciones entre la microbiota intestinal y el
comportamiento. Se ha reportado que existe una alteracion de la composicion microbiana
del intestino en nifios relacionada con el caracter entre los 18 y los 27 meses de edad
utilizando el Early Childhood Behavior Questionnaire (ECBQ) (Christian et al., 2015),
con la cognicién a los 2 afios utilizando las Mullen Scales of Early Learning (MSEL)
(Carlson et al., 2018), y a las habilidades comunicativas, motrices, personales y sociales
a los 3 afios utilizando el Ages and Stages Questionnaire third edition (ASQ-3) (Sordillo
et al., 2020).

Las manipulaciones experimentales en ratones que alteran la microbiota intestinal afectan
los comportamientos relacionados con la ansiedad y la depresion (De Palma et al., 2015;
Diaz Heijtz et al., 2011; P. Zheng et al., 2016) y tienen efectos cognitivos (Frohlich et al.,
2016; Savignac et al., 2015). También se han reportado estudios de ratones que recibieron
microbiomas de nifios con trastorno del espectro autista y exhibieron comportamientos
similares al autismo, mostrando también diferencias en los metabolomas respecto a los
controles (Sharon et al., 2019). El establecimiento temprano en el intestino parece ser de
importancia critica porque la colonizacidon bacteriana de ratones libres de gérmenes no
normaliza los fenotipos de ansiedad a las 10 semanas de edad (Neufeld et al., 2011), pero
si los normaliza cuando la microbiota se introduce anteriormente, a las 3 semanas de edad
(Clarke et al., 2013). Los cambios de comportamiento van acompafados de cambios en
la neuroquimica, la expresion génica, la morfologia dendritica y los volimenes cerebrales
subcorticales (Bercik et al., 2011; Clarke et al., 2013; Desbonnet et al., 2009; Diaz Heijtz
et al., 2011; Luczynski, Whelan, et al., 2016; Neufeld et al., 2011; Sudo et al., 2004). Los
ratones germ-free (GF) también muestran una mayor tasa de renovacion de noradrenalina,
dopamina y 5-HT en el cerebro (Diaz Heijtz et al., 2011), posiblemente responsable de

su bien documentado aumento de la actividad motora, ya que estos neurotransmisores



tienen funciones en el aumento del flujo de sangre al musculo y control motor central,

respectivamente.

Finalmente, en los ultimos afios muchos estudios han resportado la asociacion entre la
obesidad y un peor rendimiento cognitivo. Asi, Liu et al. (X. Liu et al., 2021) han
demostrado que la obesidad materna est4 relacionada con trastornos del neurodesarrollo
de sus hijos, asociada con un descenso en la cognicion y la sociabilidad. Sin embargo,
afiaden que una dieta alta en fibra restaura los trastornos conductuales inducidos por la
obesidad materna a través de la mediacion del eje microbiota-SCFA-cerebro y mejora las
deficiencias sinépticas y los defectos de maduracion de la microglia en la descendencia.

Por otro lado, Hasebe et al. (Hasebe et al., 2021) realizaron una revision sistematica donde
concluyeron que la obesidad materna, el exceso de alimentacion y patrones dietéticos
poco saludables tienen efectos adversos duraderos en la salud fisica y mental de la
descendencia. Asimismo, los estudios en humanos y animales indican que la microbiota

intestinal puede contribuir directa e indirectamente a estos efectos de la dieta materna.
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Intervenciones que modifican la microbiota

Debido al conocimiento a partir de estudios epidemiologicos y experimentales sobre el
impacto de la microbiota intestinal en la salud metabolica, existe un interés creciente en
probar intervenciones que modifiquen al microbioma alterado en humanos (Fan &
Pedersen, 2021). Las técnicas mas novedosas incorporan farmacos y suplementos con
microorganismos modificados con efecto antiobesogénico, asi como la posibilidad de
utilizar la terapia con bacteridfagos y la edicion génica con CRISPR-Cas9. A
continuacién, nos centraremos en las intervenciones clasicas en la modificacion de la

microbiota.

Intervenciones en la dieta o el ejercicio

En roedores, se ha visto como diferencias en las concentraciones de determinados
nutrientes en la alimentacion cambian el microbioma intestinal y el metabolismo. En
particular, la alimentacion alta en grasas saturadas causa endotoxemia y resistencia a la
insulina. Una revision sistemdtica ha resumido los resultados de quince estudios que
investigaron la efectos de la grasa en la dieta sobre la microbiota intestinal en humanos
(Wolters et al,, 2019), y demostraron que la dieta rica en grasas saturadas o
monoinsaturadas influyen negativamente en la microbiota, mientras que las dietas ricas
en grasas poliinsaturadas parecian ser neutrales con respecto a la microbiota. De manera
similar, las intervenciones dietéticas ricas en polisacaridos han dado como resultado una
microbiota intestinal alterada relacionada con un aumento de las concentraciones
bioldgicas de acidos grasos de cadena corta, pérdida de peso y mejoras en los perfiles de
citocinas. Asimismo, las intervenciones con mayor actividad fisica han mostrado cambios
adaptativos y, en algunos casos transmisibles, del microbioma intestinal vinculados con

una mayor capacidad para degradar el lactato o aminodcidos de cadena ramificada, un
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mayor potencial para la sintesis de 4dcidos grasos de cadena corta y mejoras en la aptitud
cardiorrespiratoria y la sensibilidad a la insulina.

Prebidticos, probioticos y posbioticos

Algunos polisacaridos no digeribles llamados prebidticos cambian la abundancia relativa
de la microbiota con capacidad fermentadora en el colon de roedores e inducen funciones
de metabolismo mejorado (Everard et al., 2011). Ensayos aleatorios controlados probaron
varios prebidticos que demostraron que los fructanos de tipo inulina cambian la
composicion de la microbiota intestinal en mujeres adultas con obesidad, lo que provoca
cambios modestos en el metabolismo del huésped (Dewulf et al., 2013). En nifios con
sobrepeso u obesidad, se reporta que los prebidticos de inulina enriquecida con
oligofructosa alteran la microbiota intestinal y reducen modestamente el peso corporal, la
adiposidad y los marcadores inflamatorios (Nicolucci et al., 2017).

Los probidticos, conocidos como “microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped” por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (FAO & WHO, 2001), han sido seleccionados
empiricamente debido a su amplio uso en alimentos fermentados durante siglos y su
historial de seguridad. Por el contrario, debido a esta amplia definicion, su uso se ha
generalizado, haciéndolos menos efectivos contra enfermedades especifica (Chang et al.,
2019). Desde entonces, se han publicado numerosos estudios con el fin de demostrar los
beneficios de los probidticos en una extensa lista de trastornos y/o enfermedades,
correspondiendo los probidticos tradicionales a cepas o especies generalmente dentro de
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, y algunos de otros géneros (Tan et al.,
2019). Los probioticos tradicionales para las intervenciones clinicas en los trastornos
relacionados con la obesidad se han utilizado en gran medida, con un impacto diferencial

enorme en los pardmetros y resultados clinicos, en base a la microbiota individual.

32



Ademas, es bien sabido que los efectos bioldgicos positivos funcionales y especificos de
los probioticos dependen de la cepa. Por lo tanto, los estudios clinicos validados deben
definir bien las cepas especificas administradas a los sujetos. (Azais-Braesco et al., 2010;
Rijkers et al., 2011).

Los posbiodticos representan la version pasteurizada de los probidticos o partes de cepas
microbianas que poseen efectos que promueven la salud (Tsilingiri et al., 2012). La
combinacion de varias cepas de probidticos y prebidticos, a menudo llamados

simbioticos, también han demostrado una mejora metabdlica.

Probioticos de nueva generacion

Los nuevos avances en tecnologias 6micas y de alto rendimiento permitieron a la
comunidad cientifica caracterizar e identificar nuevos microorganismos llamados
probidticos de nueva generacion (NGP) de acuerdo con la definicidon bésica beneficiosa
de un probidtico, pero que se caracterizan mejor al enfocarse en enfermedades especificas
y resultados clinicos. Los NGP que han sido inicialmente bien disefiados y probados para

los trastornos relacionados con la obesidad se muestran en la Tabla 4.

Es posible que algunos probioticos de nueva generacion, por ejemplo, las cepas de 4.
muciniphila, ni siquiera necesiten colonizar el intestino para proporcionar efectos
metabodlicos beneficiosos para la salud. La proteina Amuc 1100, expresada en su
membrana externa, mejora la funcidon de barrera intestinal con una mayor densidad de
células caliciformes a través del receptor tipo Toll 2 (TLR2) y mimetiza parcialmente el
efecto beneficioso de la bacteria viva sobre el metabolismo energético y la sensibilidad a

la insulina (Cani & de Vos, 2017).
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Tabla 4. Cepas probioticas de nueva generacion utilizadas en ensayos clinicos y estudios preclinicos relacionados con la obesidad.

Cepa NGP, especie dirigida y
enfermedad

Aspectos dietéticos

Efectos clinicos y funcionalidad

Referencias

Akkermansia muciniphila Muc [CIP

107961]
Humano
Sindrome metabdlico

Ingesta dietética y actividad fisica

normales durante el periodo de estudio

1 Sensibilidad a la insulina,
| insulinemia y
| colesterol total plasmatico

(ClinicalTrials.gov, NCT02637115;
Depommier et al., 2019)

Hafnia alvei HA4597
Humano
Sujetos con sobrepeso

Dieta hipocaldrica (—20%) y
mantenimiento de la actividad fisica
habitual

1 Pérdida de peso en sujetos con sobrepeso,
1 sensacion de saciedad,

1 pérdida de la circunferencia de la cadera,
| glucemia en ayunas

(ClinicalTrials.gov, NCT03657186;
Déchelotte et al., 2021)

Lactococcus lactis NRRL-B50571
Humano
Sujetos prehipertensos

Se pidio a los participantes que no
cambiaran su dieta o estilo de vida
durante la intervencion

| Presion arterial sistolica y diastélica,
| Triglicéridos, colesterol total y lipoproteinas de baja densidad

(Beltran-Barrientos et al., 2019;
ClinicalTrials.gov, NCT02670811)

Akkermansia muciniphila—Muc
[CIP 107961]

Raton

Obesidad

Dieta rica en grasa/dieta estdndar

| Ganancia de masa grasa, 1 sensibilidad a la insulina, restauracion de la
funcion de barrera intestinal al actuar sobre TLR2, 1 grosor de la capa mucosa;
efectos similares por una sola proteina de membrana purificada (4dmuc 1100)

(Cani & de Vos, 2017
Everard et al., 2013)

Clostridium butyricum
CGMCCO0313.1

Raton

Obesidad

Dieta rica en grasa/dieta estdndar

| Acumulacioén de lipidos en higado y suero, | niveles de insulina, 1 tolerancia a
la glucosa, 1 sensibilidad a la insulina, | TNF-a y 1 IL-10 e IL-22 en colon

(Shang et al., 2016)

Faecalibacterium prausnitzii VPI
C13-20-A

Raton

Obesidad

Dieta rica en grasa/dieta estdndar

1 Salud hepética,
| inflamacion del tejido adiposo

(Munukka et al., 2017)

Bacteroides uniformis CECT 7771
Raton
Obesidad

Dieta rica en grasa/dieta estdndar

| Ganancia de peso; | absorcion de grasas en la dieta;

| esteatosis hepética; | colesterol sérico, triglicéridos, glucosa, insulina y
leptina;

1 tolerancia a la glucosa; 1 TNF-o por DC después de la estimulacion con LPS;
1 fagocitosis

(Cano et al., 2012)

DC: células dendriticas; IL: interleucina; NGP: probioticos de nueva generacion; TLR2: receptor tipo toll 2; TNF: factor de necrosis tumoral.



Tabla 4. Continuacion. Cepas probidticas de nueva generacion utilizadas en ensayos clinicos y estudios preclinicos relacionados con la obesidad.

Cepa NGP, especie dirigida y

enfermedad Aspectos dietéticos

Efectos clinicos y funcionalidad

Referencias

Parabacteroides goldsteinii JCM
13446

Raton

Obesidad

Dieta rica en grasa/dieta estdndar

| Obesidad por

1 termogénesis del tejido adiposo,
1 integridad intestinal

| inflamacion,

1 sensibilidad a la insulina

(Wuetal., 2019)

Christensenella minuta

| Ganancia de peso, | adiposidad. Altamente heredable en un fenotipo de

Rator_1 Dieta rica en grasa/dieta estandar huésped delgado (Goodrich et al., 2014)
Obesidad

Eubacterium hallii DSM 1763 1 Metabolismo energético y

Raton Dieta rica en grasa/dieta estandar 1 sensibilidad a la insulina a través de la conversion de glicerol (Engels et al., 2016)
Diabetes 3hidroxipropionaldehido

Haf na alvei HA4597 . . . . 1 Efectos beneficiosos contra la obesidad y metabdlicos,

Raton Dieta rica en grasa/dieta estandar . . . (Lucas et al., 2019)
Obesidad | ingesta de alimentos, | peso corporal y | ganancia de masa grasa

Lactococcus lactis (GMM) LL-
pCYT: HSP65-6P277 y LL-pHJ
Raton

Obesidad

Dieta rica en grasa/dieta estdndar

| Inmunidad celular antigeno-especifica

(Y.Maetal., 2014)

Escherichia coli Nissle 1917 (EcN-
GMM)

Raton

Obesidad

Dieta rica en grasa/dieta estdndar

Modulacién de la expresion de neuropéptidos de consumo y gasto de energia en

el hipotalamo

(J. Maet al., 2020)

DC: células dendriticas; IL: interleucina; NGP: probioticos de nueva generacion; TLR2: receptor tipo toll 2; TNF: factor de necrosis tumoral.
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La estrategia de busqueda de NGP que sean capaces de modular los efectos de los
compuestos obesogénicos y disruptores de la microbiota requerird la informacién y

evidencia cientifica de acuerdo con los criterios siguientes (Figura 1).

Enfermedades a las que van dirigidos, composicion de la variabilidad del
microbioma, biomarcadores y aspectos clinicos

Cultivo y aislamiento de NGP mediante tecnologias combinadas

Estandarizar parametros al usar NGP en ensayos clinicos

WGS, NGS, analisis bioinformaticos

Integracion de los datos 6micos: Big data y respuestas clinicas del huésped

Evaluacion de seguridad, marcos regulatorios y etiquetado

HOHOOEO

Figura 1. Criterios para la estrategia de busqueda de NGP
Whole Genome Sequencing (WGS), Next Generation Sequencing (NGS)

De cara a validar su eficacia y seguridad, es necesario la realizacion de un analisis previo
y posterior exhaustivo de la modulacion de la composicion de la microbiota individual a
través de metodologias representativas y validadas. Se necesita ademas la estandarizacion
de los andlisis de bioinformatica y los contenidos de las bases de datos para el andlisis del
conjunto de datos globales de microbiomas. Esto permitird comparaciones de los efectos
significativos de estudios armonizados y metandlisis. Ademads, los NGP deben tener
beneficios documentados atribuibles que confirmen su seguridad durante la
administracion. En resumen, se necesitan directrices armonizadas e internacionales sobre
NGP y su impacto en microbiota para abordar la prevencion o tratamientos de la obesidad

y de enfermedades relacionadas.
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Trasplante de microbiota fecal

El trasplante de microbiota fecal (FMT) es un procedimiento que implica la transferencia
de microbiota intestinal de un individuo a otro, cominmente realizado mediante la
administracion oral de material fecal en roedores o colonoscopia en humanos. Cuando es
efectiva, esta técnica establece inicialmente un microbioma similar al de un donante en el
tracto gastrointestinal del receptor, lo que permite hacer inferencias mas solidas con
respecto a las relaciones causales entre la microbiota intestinal y los resultados del
huésped. El uso de FMT en el tratamiento médico humano estd ganando popularidad,
aunque no es novedoso, pues se han descrito estudios de su uso en la medicina tradicional
china de hace mas de 1700 afios. El procedimiento FMT se ha vuelto mas conocido por
su notable tasa de éxito en el tratamiento de la infeccion refractaria por Clostridium
difficile (CDI) (Han et al., 2016). Pasando de la clinica al laboratorio, el FMT ha abierto
posibilidades para investigaciones mas mecanicistas del papel de la microbiota en varias
condiciones clinicas a través de la "humanizacion" de la microbiota de roedores GF.

Dichos estudios han encontrado que el FMT puede transferir varios fenotipos
conductuales, incluido el comportamiento similar a la ansiedad y aspectos de la
sintomatologia depresiva, lo que sugiere que la microbiota intestinal es un componente
clave para regular la ansiedad y la depresion (P. Zheng et al., 2016). Ademas, la
composicion de la microbiota intestinal se ha relacionado con la obesidad y la resistencia
a la insulina (Tai et al., 2015). Se ha demostrado que los ratones GF tenian un peso
corporal reducido y, cuando se los convencionalizd con microbiota intestinal normal, los
animales experimentaron un aumento del 60 % en el contenido de grasa corporal y la
resistencia a la insulina, combinados con una reduccion consumo de alimentos (Béackhed
et al., 2004). Ademas, la humanizacion de ratones GF con microbiota de individuos

obesos resultd en un aumento significativo en el peso corporal en comparacion con
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individuos colonizados con microbiota de individuos delgados (Turnbaugh et al., 2006),
lo que ilustra la importancia de las caracteristicas del donante.

Utilizar animales GF como receptores de FMT proporciona un entorno mas facil para que
la microbiota introducida colonice y elimina la posible necesidad de un tratamiento con
antibidticos antes de FMT, pero viene con la advertencia de que los animales GF estan
notablemente alterados antes de FMT (de Groot et al., 2017). No obstante, han sido un
punto de partida importante para responder a la pregunta de si la microbiota estd
involucrada o no en un proceso determinado. El potencial del FMT en la investigacion y
como terapia médica es prometedor para el tratamiento de enfermedades y afecciones

relacionadas con el tracto GI (Luczynski, McVey Neufeld, et al., 2016).

Microbiota y metabolismo microbiano

Como se ha descrito anteriormente, existe una estrecha relacion entre la microbiota y el
huésped, cuyo equilibrio finalmente tiene un gran impacto en la salud. De hecho, mas del
50% de los metabolitos presentes en las heces y la orina son derivados de la microbiota
intestinal o son modificados por ella. (X. Zheng et al., 2011). Este hecho proporciona la
justificacion de la intensa busqueda actual de compuestos microbianos intestinales que
vinculan la microbiota intestinal con el metabolismo energético, asi como su impacto en
el sistema nervioso central. Son muchas las vias de comunicacion que pueden existir entre
la microbiota y el organismo, por lo que resulta de gran importancia entender el
metabolismo microbiano y los compuestos que actiian directa o indirectamente en los
receptores endocrinos del huésped. En la figura 2 se muestran los compuestos
microbianos que act@ian a nivel de los 6rganos implicados en la regulacion de los

trastornos metabolicos.
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Figura 2. Influencia de los metabolitos microbianos en el huésped. (Nicolas & Chang, 2019)

Los metabolitos producidos por la microbiota intestinal pueden modular innumerables procesos
fisiologicos en el huésped, influyendo en la enfermedad en trastornos inflamatorios, incluido el
sindrome metabolico, el cancer, las enfermedades autoinmunes como la diabetes tipo 1 (DM1),
la alergia y las enfermedades inflamatorias del intestino. Ademas, estos metabolitos también
pueden influir en el eje intestino-cerebro y regular el sistema inmunitario y la susceptibilidad del

huésped a infecciones gastrointestinaless a través de la resistencia a la colonizacion.

La fermentacion de la fibra dietética por parte de Firmicutes y Bacteroidetes produce
butirato, propionato y acetato, acidos grasos de cadena corta (SCFA) que influyen en el

metabolismo del huésped. Tanto el propionato como el butirato son predominantemente
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antiobesogénicos a través de su estimulacion de las hormonas anorexigénicas y la sintesis
de leptina (Lin et al., 2012). El acetato y el butirato estimulan la liberacién de péptidos
con efectos en el pancreas (inducen la biosintesis de insulina) y en el cerebro (inducen
saciedad). Por otro lado, los lipopolisacaridos (LPS) son compuestos proinflamatorios
derivados de las membranas bacterianas Gram-negativas que promueven la inflamacion.
Los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) derivados de bacterias intestinales se
correlacionan, en casos de ingesta elevada de grasas, con la resistencia a la insulina tanto
en humanos como en roedores. Otro compuesto interesante, el imidazol-propionato, es
un compuesto microbiano que altera la sefializacion de la insulina (Koh et al., 2018). En
sangre portal y periférica de individuos con DM2, el imidazol-propionato estaba presente
en concentraciones mas altas que en individuos sanos. Especies de bacterias intestinales
como Streptococcus mutans 'y Eggerthella lenta fueron verificadas como productoras de
imidazol-propionato. En experimentos con ratones, el imidazol-propionato empeoro la
tolerancia a la glucosa y la senalizacion de insulina a través de la activacion de la via de
la diana de mamiferos del complejo de rapamicina 1 (mTORC1). De acuerdo con estos
hallazgos, se encontr6 sobreexpresion de la via de sefializacion de insulina mediada por

mTORCI en tejido hepatico aislado de individuos con DM2.

Por ultimo, el 10% de nuestras necesidades energéticas diarias proviene de la
fermentacion colonica microbiana de polisacaridos de la dieta. Varios estudios sugieren
que la contribucion relativa de las glicosidasas microbianas es un indicativo de la
capacidad para el metabolismo de azucares y la produccion de energia (Cantarel et al.,
2009; Tasse et al., 2010) y que su alteracion puede estimular la ganancia de peso (Payne
et al., 2012). Por otro lado, Hernandez et al. (Hernandez et al., 2013) comprobaron que la

actividad especifica total de 23 glicosidasas diferentes era 40 veces superior en individuos
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obesos y que correlacionaba positivamente con BMI, la glucemia en ayunas y la

resistencia a la insulina.

A nivel del eje microbiota-intestino-cerebro, el metabolismo del huésped también esta
influenciado por neurotransmisores sintetizados por bacterias intestinales destacando los
SCFA y los aminoacidos. Especificamente, la microbiota intestinal puede proporcionar
formas unicas del metabolismo de aminoécidos, con impacto inmunolédgico, metabdlico
y neurologico (Agus et al., 2018; H. Chen et al., 2019; Yano et al., 2015). Tal
comunicacion quimica entre el huésped y su microbiota intestinal también alcanza al
metabolismo de la histidina. La histidina juega un papel importante en la anemia, la
eritropoyesis, el metabolismo de la hemoglobina, las lesiones cutaneas, el malestar
general, la anorexia y la carga mental (Kopple & Swendseid, 1975), y se ha demostrado
que mejora la sensibilidad a la insulina, induce la pérdida de grasa corporal con la
reduccioén de la circunferencia de la cintura, reduce el apetito y disminuye el estrés
oxidativo y los niveles plasmaticos de marcadores de inflamacion sistémica
(DiNicolantonio et al., 2018). La disfuncién en la ruta metabdlica de la histidina se ha
relacionado con trastornos vasculares, dermatolégicos, metabolicos, digestivos,
inmunologicos y neuroldgicos. La histamina es un neurotransmisor con funciones en las
secreciones gastricas y la motilidad del colon y relacionada con multiples trastornos del
sistema nervioso central, incluidos el insomnio, la narcolepsia, la enfermedad de
Parkinson, la esquizofrenia, la enfermedad de Alzheimer y la isquemia cerebral. Ademas,
la histamina muestra efectos tanto proinflamatorios como antiinflamatorios en los
procesos inmunorreguladores y es un importante mediador en las enfermedades alérgicas.
(Branco et al., 2018; W. Hu & Chen, 2017; Pugin et al., 2017; Schubert & Peura, 2008).
La histamina se oxida posteriormente a imidazol-4-acetato, un agonista del receptor tipo

A del acido y-aminobutirico y un antagonista del receptor tipo C, cuya administracion a

41



animales reduce la actividad motora, aumenta las convulsiones y la alodinia y conduce a
un estado similar al suefio con convulsiones. (Chu et al., 2020; Krall et al., 2016;
Tunnicliff, 1998; Valembois et al., 2017). La histamina puede progresar alternativamente
a N-acetilhistamina que actiia como un poderoso estimulante de la secrecion géstrica, un
constrictor del musculo liso bronquial, un regulador de la temperatura corporal, un
vasodilatador y un neurotransmisor de accion central. (Canadian Institutes of Health
Research, Canada Foundation for Innovation, 2019). El exceso de histidina en la dieta se
degrada irreversiblemente a trams-urocanato por la acciéon limitante de la histidina
amonio-liasa (HAL) o histidasa, una enzima altamente expresada en la capa superficial
(estrato corneo) de la piel y en el higado (Hart & Norval, 2020). El trans-urocanato es
un intermediario importante en la via metabdlica de la histidina al glutamato que se ha
asociado con un aumento de la neurotransmision excitatoria (Zhu et al., 2018). En la piel,
el trans-urocanato sirve como filtro solar natural ya que la fotoisomerizacion a cis-
urocanato absorbe la radiacion UV. (Stipanuk & A., 2006). Muchos estudios in vivo e in
vitro han revelado las propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras locales y
sistémicas del cis-urocanato, la regulacion negativa de las reacciones de
hipersensibilidad, la supresion de la inmunidad celular, la atenuacion de la esclerosis y la
enfermedad inflamatoria intestinal inducida por el sulfato de dextrano y la proteccion de
las células de las lesiones ocasionadas por la radiacion UV (Albert et al., 2010; Correale
& Farez, 2013; Korhonen et al., 2020; Menezes et al., 2016). En el higado, después de
dos etapas en la reaccion, el trans-urocanato finalmente se convierte en glutamato, un
aminoacido no esencial con funciones vitales en el metabolismo intermediario y en la
biosintesis de 4cidos nucleicos, proteinas y aminoacidos como la prolina y la arginina. El
glutamato, el aminoédcido mas abundante en el cerebro de los mamiferos, actia como un
importante neurotransmisor excitatorio a través de una amplia variedad de receptores que

regulan la comunicaciéon neuroinmune, el lenguaje, la plasticidad sinaptica, el
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aprendizaje, la memoria, la actividad motora, el desarrollo neuronal y la enfermedad de
Alzheimer (Bukke et al., 2020; Fischer et al., 2021; Hodo et al., 2020; Ibrahim et al.,
2020; W. Li et al., 2020). Por ultimo, pero no menos importante, el trans-urocanato
también puede reducirse a imidazol-propionato (dihidrourocanato o deaminohistidina),
mencionado anteriormente en su papel en la diabetes tipo 2 (Koh et al., 2018), mediante
la urocanato reductasa, una ruta metabdlica proporcionada por la microbiota intestinal a
los mamiferos.

En resumen, una gran cantidad de datos generados tanto en humanos como en animales
indican importantes implicaciones de los productos generados por la microbiota en el

metabolismo del huésped.

El conocimiento acumulado sobre la microbiota intestinal estd produciendo un cambio en
el enfoque de los estudios, que previamente trataban de contestar a la pregunta de ;qué
microorganismos la componen?, hacia la pregunta ;qué estdn haciendo esos
microorganismos? Para intentar contestarla, se realizan estudios desde un punto de vista
metabodlico y enzimatico que permitan describir mejor los efectos de la microbiota
intestinal sobre la salud/enfermedad del huésped, concretamente en obesidad y en
alteraciones neurologicas, y es en esta linea donde encajan nuestros trabajos de

investigacion.
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Objetivos

Objetivo general

Demostrar el papel de los biomarcadores enzimaticos/metabolicos de la microbiota en la
obesidad y el neurodesarrollo y disefar una estrategia racional para clasificar, identificar

y ensayar los consorcios de microbiota humana en modelos murinos gnotobioticos.
Objetivos especificos

1. Estudiar la actividad enzimatica glicosidasa en las colecciones de microorganismos
de la microbiota humana infantil en relacion a la obesidad.
2. Establecer un modelo gnotobidtico para demostrar el papel de las glicosidasas

microbianas en el desarrollo de la obesidad.

3. Establecer un modelo gnotobidtico para evaluar los efectos de microorganismos en

el desarrollo cognitivo.

4. Analizar mediante UHPLC-MS/MS el metaboloma microbiano relacionado con la
histidina en muestras humanas y murinas y su potencial asociaciéon con el

neurodesarrollo.
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Objectives

General objective

To demonstrate the role of the enzymatic/metabolic biomarkers from microbiota in

obesity and neurodevelopment and to design a rational strategy to classify, identify, and

test human microbiota consortia in gnotobiotic murine models.

Specific objectives

1.

To study the glycosidase enzymatic activity from the microorganisms consortia of the
infant human microbiota related to obesity.

To establish a gnotobiotic murine model to demonstrate the role of microbial
glycosidases in the development of obesity.

To establish a gnotobiotic murine model to evaluate the effects of microorganisms on
cognitive development.

To analyze by UHPLC-MS/MS the microbial metabolome related to histidine in

human and murine samples and its potential association with neurodevelopment.
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Material y métodos

Sujetos, disefio experimental y aspectos éticos

Estudio PREOBE: Las muestras del presente trabajo corresponden al estudio PREOBE,
que se basa en una cohorte observacional prospectiva madre-hijo, con el objetivo de
obtener marcadores genéticos, nutricionales, bioquimicos, microbiologicos,
inmunologicos, antropométricos, neuropsicologicos y de neuroimagen para clarificar
influencias a largo plazo de la programacion temprana en el desarrollo de la adiposidad,
la cognicion y el comportamiento.

El reclutamiento del estudio se realiz6 entre 2008 y 2012, a través de la colaboracion con
el Hospital Clinico Universitario San Cecilio y el Hospital Universitario Materno Infantil
de Granada, Granada, Espafa y sus centros de salud periféricos. La cohorte se establecio
con 331 gestantes reclutadas entre las 12 y 20 semanas de gestacion; de ellas 265
completaron el seguimiento hasta el parto, conformando la cohorte actual basada en 4
grupos de parejas madre-hijo: 1) Sanas y normopeso (18,5<BMI<25), 2) Sobrepeso
(25<BMI<30), 3) Obesidad (BMI>30), 4) Diabetes Gestacional (incluyendo mujeres con
normopeso, sobrepeso y obesas). Las madres fueron incluidas en el estudio cuando tenian
entre 18 y 45 afios, tenian embarazos unicos y no complicados y no participaban en otro
estudio. Los criterios de exclusion del estudio para las madres fueron: cualquier tipo de
tratamiento farmacologico, enfermedades diagnosticadas (p. ej., hipertension o
preeclampsia, retraso del crecimiento intrauterino, infeccion  materna,
hipo/hipertiroidismo, enfermedad hepatica o renal) y dieta vegetariana. El estudio incluyd
medidas antropométricas, cuestionarios de salud y evaluaciones médicas del nifio. Este
proyecto sigui6 los estdndares éticos reconocidos por la Declaracion de Helsinki (revisada

en Hong-Kong 1989 y en Edimburgo 2000) y las recomendaciones de Buenas Practicas
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Clinicas de la CEE (documento 111/3976/88 1990), y la legislacion espafiola vigente que
regula la investigacion clinica en humanos (Real Decreto 561/ 1993). El estudio se
explico a los participantes antes de comenzar, y los padres firmaron un consentimiento
informado por si mismos y dieron su consentimiento por escrito en nombre de sus hijos.
Las gestantes fueron supervisadas durante toda la gestacion hasta el parto y luego hasta
los 18 meses posparto. Se realizé antropometria fetal estandarizada, asi como en los
neonatos; los lactantes y nifos fueron seguidos hasta los 8 afios (3, 6, 12 y 18 meses, y a
los 2; 3,5; 6,5 y 8 anos) (Figura 3). Se recogieron heces frescas tras los 6 y 18 meses del
parto y se almacenaron inmediatamente a -80°C, hasta su procesamiento. Se ha obtenido
informacién importante, como la composicion corporal materna y el aumento de peso
durante el embarazo, la ingesta dietética materna e infantil, el estilo de vida que incluye
la actividad fisica, los biomarcadores bioquimicos e inmunoldgicos maternos y del cordén
umbilical, el crecimiento y el neurodesarrollo de la descendencia, entre otros. El
desarrollo cognitivo infantil se evalud a los 6 y 18 meses de edad mediante las Bayley
Scales of Infant and Toddler Development®, Third Edition (Bayley, 2006), por
psicologos capacitados en presencia de la madre del nifio. Estas escalas miden el nivel de

desarrollo motor, del lenguaje y cognitivo o mental.
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Asignadas inicia
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Figura 3. Perfil del estudio PREOBE.

El estudio incluy6 a 331 mujeres embarazadas en diferentes etapas del embarazo, antes de las 34
semanas de gestacion. Las madres incluidas se asignaron a cuatro grupos diferentes segiin su BMI
pregestacional y su estado de diabetes gestacional. Los lactantes fueron seguidos en diferentes

visitas hasta los 8 afios. A=abandonos. E=exclusiones.

50



En el marco de este proyecto, la presente investigacion se centra en el andlisis de la
microbiota intestinal durante los primeros 18 meses de vida. Se establecieron
asociaciones entre los datos maternos e infantiles recopilados durante el seguimiento y la
composicion y funcionalidad de la comunidad bacteriana intestinal a los 6 y 18 meses de
edad (Figura 4). Estos periodos de vida temprana son relevantes en el desarrollo de la
microbiota intestinal, ya que a los 6 meses se produce un cambio de alimentacion de
leche, ya sea lactancia o formula, a alimentacion complementaria y alimentos sélidos. Por
otra parte, los 18 meses de edad es un periodo en el que se han instaurado los alimentos
solidos en casi el 90% de las dietas infantiles, determinando una comunidad microbiana

mas parecida a la que se encuentra en los adultos.

Muestras fecales de los nifios
n=139

A 6 meses A 18 meses
n=68 n=71
Normopeso Normopeso
> <

n=25 n=21

> Sobrepeso Sobrepeso ¢
n=22 n=33

. Obesidad Obesidad .
n=21 n=17

Figura 4. Muestras fecales analizadas.

Las muestras de heces se obtuvieron de 139 nifios que participaron en el estudio de seguimiento

PREOBE; se recogieron 68 muestras a los 6 meses y 71 a los 18 meses.
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Estudios in vivo con modelos murinos

Modelos gnotobiodticos

La experimentacion con los modelos gnotobidticos, es decir ratones GF que reciben una
microbiota concreta y conocida, también conosiderados como ex-GF humanizados, se
realiz6 en la Unidad de Animales Gnotobioticos del Centro de Instrumentacion Cientifica
(CIC) de la Universidad de Granada (UGR). Los ratones recibieron atencion y cuidados
adecuados, todos los protocolos experimentales se realizaron de acuerdo con las
regulaciones nacionales e institucionales, y previamente fueron aprobados por el Comité
de Etica en Experimentacion Animal de la UGR y por la Consejeria de Agricultura,

Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible.

Se trabajé con una muestra total de 31 ratones C57BL/6 germ-free (GF), machos,
repartidos en tres tandas: tanda 1, en febrero de 2020 (n=7); tanda 2, en mayo de 2020
(n=12); y tanda 3 (n=12), que recibieron la microbiota de 16 muestras fecales de nifios de
6 meses.

La inoculacién de la microbiota se realizo entre las 9 y 11 semanas de edad de los ratones.
El método de FMT se puso a punto para el experimento tras realizar un profundo analisis
de la bibfiliografia disponible, y se realiz6 de acuerdo a Goodrich et al. (Goodrich et al.,
2014) en las siguientes condiciones: en la cabina de anaerobiosis, se pesaron 0,3g de heces
de 16 nifos y cada muestra se diluyé en 1mL de tampon fosfato salino (PBS) reducido
con ditiotreitol (DTT) 2mM. Se cerraron los tubos y se aislaron con parafilm, y se agitaron
en vortex 10 seg. Se centrifugaron a 500g durante 1,5min. Se volvieron a introducir en la
cabina de anaerobiosis y se tomo6 el sobrenadante, envolviendo el tubo de nuevo con
parafilm para utilizarlo inmediatamente en la inoculacion a los ratones GF. Ya en las

instalaciones de la Unidad de Experimentaciéon Animal, se trabajo en condiciones de
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esterilidad dentro de la cabina, limpiando con Virkon® y etanol al 70% todas las
superficies. Se introdujo todo el material autoclavado y esterilizado en la cabina, y se
realizo el oral gavage con 200uL de cada indculo de microbiota fecal cada dos ratones,
contando finalmente con un total de 31 ratones.

Durante las siguientes dos semanas, se mantuvieron en cubetas de tipo Isocage® en un
rack ventilado con presion positiva y ambiente totalmente aislado y estéril, con dieta chow
y agua esterilizadas, manipulandolos solo para la recogida de muestras fecales y la medida
del peso en la cabina de seguridad bioldgica, en la que las cubetas solo eran abiertas una
vez que habian pasado por un bafio de desinfeccion quimica con Virkon®. Pasados 14
dias, se peso a los ratones y se les realizo en dia sucesivos las pruebas psicologicas de
Open Field (OF, campo abierto) y Novel Object Recognition Test (NORT,
reconocimiento de objetos), por el equipo de psicologos formado por el doctorando
Sergio Menchén y el Dr. Fernando Gamiz, del grupo de la Dra. Milagros Gallo. Por
ultimo, se tomaron medidas de glucosa en sangre de los ratones y se les sacrifico para la

recogida de muestras biologicas.
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Figura 5. Estacion de ratones germ-free.

Proceso de trabajo en la cabina de seguridad biologica de la Unidad de Animales Gnotobioticos
del Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. (Fotografia de Mayo de
2020).

Test de tolerancia a la glucosa

También denominado Oral Gavage Glucose Tolerance Test (OGTT). Se siguid el
se preparo6 una solucion de glucosa al 20% (20g glucosa en 100ml de agua). Se esterilizo
mediante filtracion con filtros de jeringa de nailon de 0,2 um. Se inocularon 10 uL de

esta solucion por cada gramo de peso de raton.

El dia de la medida, se dejo en ayuno 5-6h a los ratones. Se retir6 la comida y la viruta 'y

se mantuvo el agua.
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Se peso a cada raton. Para la medida de glucosa en ayunas, se limpid la cola de cada ratén
con etanol, se hizo un corte de Imm en el extremo de la cola y se midi6 la glucosa con un
glucometro Contour®XT y tiras reactivas Contour®Next.

Seguidamente, se realiz6 el oral gavage con el volumen correspondiente de glucosa al
20% para cada raton. Se midio la glucosa en sangre a los 15min, 30min, 60min, 120min.

Tras las medidas, se volvio a poner el pienso y la viruta.

Modelos SPF

Ademas del trabajo con modelos gnotobidticos, realizamos un estudio en ratones libres
de patodgenos especificos (SPF) como experimento piloto previo al de ratones GF. En este
caso, se trabajo en la Unidad de Animales del CIC pero sin necesidad de ambiente estéril.
Se inoculd por via intraperitoneal un metabolito de la histidina en el grupo experimental
(ciego a los psicologos), y se realizaron las mismas medidas psicoldgicas descritas en la
seccion anterior. Se observo que el grupo experimental bioquimico fue muy similar a uno
de los grupos que los psicologos organizaron para presentar los objetos, por lo que esta
coincidencia podia causar un sesgo en la preferencia por los objetos, y suponer un error
estadistico. No obstante, las muestras de los controles se utilizaron en las medidas
metabolémicas que sirvieron para establecer un nuevo método de determinacion por

UHPLC-MS/MS de los metabolitos de 1a histidina de forma simultanea.
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Técnicas de laboratorio

Extraccion y cuantificacion de proteinas de origen microbiano

Las muestras fecales se descongelaron y se peso una alicuota de cada una de 0,05g. Se
diluyeron en 1 mL de PBS suplementado con L-cisteina al 0,05% pH 7.5 y se
resuspendieron a 37°C. Después se centrifugaron a baja velocidad (500 g, 3 min), el
sobrenadante se recogio y se centrifug6 a 14000 g durante 1 min para obtener las bacterias
fecales. Las bacterias fecales se lavaron con PBS suplementado con L-cisteina. Se afiadi6
al sedimento resultante de bacterias 100 puL del reactivo BugBuster de extraccion de
proteinas (Novagen, Darmstadt, Alemania), 0,5uL. de Lysonase Bioprocessing Reagent
(Novagen) y 1 uL. de PMSF ImM, y las bacterias se lisaron durante 30 min, 100 rpm a
37°C. Después, las bacterias fecales fueron sometidas a 15 ciclos de frio-calor (hielo seco-
28°C) de 15 seg, y se sometieron a sonicacion (Bandelin Sonopuls, HD 2070) con un
ajuste de amplitud del 30 %, durante 2 min en hielo. Por tltimo, el extracto se centrifugo
a 4°C durante 10 min a 14000 g para separar los restos celulares y las células intactas. El
sobrenadante se aspir6 cuidadosamente (para evitar perturbar el sedimento) y se transfirio
a un nuevo tubo.

Para la cuantificacion de las proteinas, se utilizo el reactivo BCA o 4cido bicinconinico
(Thermo Fisher Scientific®), siguiendo las condiciones del fabricante, con la preparacion
extemporanea de la mezcla de ractivos A-B (50:1). Se relaizo una curva patrén con una
solucion de albumina a distintas concentraciones conocidas. Por ultimo, se midi6 la

absorbancia a 562 nm en el lector multiplacas Synergy HT (BioTek).

Electroforesis de proteinas en geles de acrilamida
El andlisis de calidad de la extraccion de proteinas se llevo a cabo mediante electroforesis
en geles de acrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) al 10% (p/v). Los geles

utilizados fueron geles preparados en el propio laboratorio siguiendo la metodologia
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descrita en el laboratorio y el siguiente protocolo. Las muestras se mezclaron con tampdon
de carga y se cargaron en los pocillos del gel. Tras la electroforesis, el gel se tifidé con azul
Coomassie durante 2-3h y posteriormente se lavo varias veces con la solucion de
destefiido (4cido acético glacial 10% (v/v), metanol 30%) hasta la definicion de las bandas
de proteinas.

Solucion tampon de electroforesis (running buffer): Tris base 25mM, Glicina 200mM,

SDS 0,1%, agua bidestilada

Tabla 5. Soluciones y reactivos para el analisis de proteinas mediante SDS-PAGE

Stacking Gel (para 10 ml) Resolving Gel (para 10 ml)
Agua bidestilada 6,1 ml Agua bidestilada 3,35 ml
0,5 M Tris-HCIL, pH 6,8 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,5 ml
10% (p/v) SDS 0,1 ml 10% (p/v) SDS 0,1 ml
Acrilamida/Bis-acrilamida 1,3 ml Acrilamida/Bis-acrilamida 4 ml
(30% / 0,8% p/v) (30% / 0,8% p/v)
10%(p/v) PSA 0,075 ml 10%(p/v) PSA 0,075 ml
TEMED  0,0075 ml TEMED 0,0075 ml

Medida de actividad glicosidasa bacteriana

Las actividades glicosidasa se cuantificaron por triplicado en placas de 96 pocillos usando
un espectrofotometro BioTek Sinergy HT. El ensayo colorimétrico se realizd con
extractos de proteinas de bacterias fecales purificadas o bacterias control cultivadas,
midiendo la liberacion de 5 azucares estructuralmente distintos (como derivados p-nitro-
fenil (pNP): p-nitrofenol-a-D-glucosido, p-nitrofenol-f-D-glucésido, p-nitrofenol-a-D-
galactosido, p-nitrofenol-B-D-galactdsido y p-nitrofenol-a-L-fucdsido (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, EE. UU.) que representan una seleccion de los de glicanos mas
comunes y medidos anteriormente en colaboracion con nuestro grupo (Hernandez et al.,

2013). Para la cuantificacion se siguio el siguiente protocolo: las reacciones contenian 35
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ug de proteinas totales y 1 mg/mL de sustrato de azlicar en un tampén HEPES 50 mM
pH 7 en un volumen final de 100 pL. Las reacciones se siguieron cada 10 min mediante
la medicion de la liberacion de pNP a 410 nm durante 130 min a 37°C (Figura 6). En
todos los casos, una unidad (U) de actividad enzimatica se define como la cantidad de
proteina que produce 1 mol de azlicares reducidos durante 1 min bajo las condiciones de
ensayo. El procedimiento experimental global de la medida de actividad glicosidasa

bacteriana se puede ver en la Figura 7.

I Mmoo w| >

Figura 6. Medidas cinéticas de las actividades glicosidasas detectadas en el lector de placas

espectrofotomético de los extractos bacterianos de la microbiota intestinal de nifios.
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Extraccion de proteinas de origen microbiano
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Medida del metaboloma por UHPLC-MS/MS

Sustancias quimicas y reactivos

El agua (18,2 MQ c¢cm™!) se purificd con un sistema Milli-Q Plus® (Millipore, Madrid,
Espafia). El disolvente de LC-MS (acetonitrilo, ACN) y el aditivo (4cido féormico) eran
de grado UHPLC-MS y se adquirieron en Scharlau (Scharlab S.L., Barcelona, Espafia).
El L-glutamato, imidazol-4-acetato, N-acetilhistamina, cis-urocanato, imidazol-
propionato y acido 2-amino-4-tiazolacético eran de Sigma-Aldrich Chemie GmbH. El
trans-urocanato, la histamina y el atenolol se obtuvieron de Acros Organics (Geel,
Bélgica). La L-histidina era de VWR International Ltd (Reino Unido). Otros productos
quimicos utilizados para medir las actividades enzimaticas fueron el reactivo de
extraccion de proteinas BugBuster (Novagen, Darmstadt, Alemania), cloruro de
magnesio, glutation reducido, piridoxal-5'-fosfato y aminoguanidina (Sigma-Aldrich,

Chemie GmbH).

Preparacion de las muestras de orina

Las muestras de orina se descongelaron y se transfiri6 una alicuota de 10 pl mediante
pipeteo a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se agregaron 990 uL. de ACN/H20 (50/50; v/v)
a las muestras de orina. Los tubos se centrifugaron a 13.000 rpm a 4°C durante 10 min.
Los sobrenadantes de orina se retiraron, se filtraron a través de filtros de jeringa de nailon

de 0,2 um y se congelaron en viales analiticos a -20°C hasta el analisis UHPLC-MS/MS.

Extraccion de los metabolitos fecales e intracelulares microbianos

Las células de la microbiota se separaron de la matriz fecal mezclando 0,1 g de muestra
fecal con 2 ml de PBS y L-cisteina al 0,05 %. Después de la resuspension (mediante 1
min de vortex vigoroso), las muestras se centrifugaron a 500 g durante 1 min a 4 °C para

eliminar los restos fecales. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo Eppendorfde 2 mly se



centrifugd a 14.000 g a 4°C durante 1 min para sedimentar las células. Se mezclaron 500
pL de este sobrenadante con 500 uL de ACN de grado UHPLC-MS para precipitar las
proteinas. A continuacion, esta solucion se centrifugo6 a 13.000 rpm a 4 °C durante 10 min
para separar las impurezas so6lidas. Los sobrenadantes se retiraron, se filtraron a través de
filtros de jeringa de nailon de 0,22 pm y se congelaron en viales analiticos a -20°C hasta
el analisis UHPLC-MS/MS.

Las células de la microbiota sedimentadas se resuspendieron en 300 pl de PBS y se
dividieron en dos alicuotas. Para la determinacion de metabolitos bioactivos de histidina
intracelular, las células microbianas se lisaron con quince ciclos consecutivos de
congelacion-descongelacion en nitrogeno liquido y un termobloque (28°C). Las muestras
se sonicaron durante 2 min en hielo (Bandelin Sonopuls, HD 2070) con un ajuste de
amplitud del 30 %. El precipitado final se retir6 tras centrifugar a 14.000 g durante 10
min a 4°C. Los sobrenadantes se mezclaron con 150 uL. de ACN de grado UHPLC-MS y
se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 min a 4°C. Los sobrenadantes se retiraron, se
filtraron a través de filtros de jeringa de nailon de 0,2 pm y se congelaron en viales

analiticos a -20 °C hasta el analisis UHPLC-MS/MS.

Medida de actividades microbianas histidina amonio-liasa (HAL) e histidina
descarboxilasa (HDC)

La alicuota restante de células de microbiota resuspendidas se mezcld con el mismo
volumen de reactivo de extraccion de proteinas BugBuster, se agitd suavemente durante
30 min a 37°C y posteriormente se rompieron las membranas mediante ciclos de
congelacion-descongelacion y sonicacion como se describid anteriormente. Los extractos
de proteinas se centrifugaron a 14.000 g durante 10 min a 4°C para separar los restos
celulares. La sintesis del producto por las enzimas HAL y HDC se midi6é en extractos

proteicos usando 1 mg mL™! de sustrato de histidina. Las reacciones HAL se determinaron
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en tampon Tris HCI 200 mM pH 9 con MgCl> 10 mM y GSH 100 mM. Las reacciones
de HDC se midieron en acetato de sodio 80 mM pH 6,5 con piridoxal-5'-fosfato 61 mM

y aminoguanidina 10 mM.

Soluciones estandar y curvas de calibrado

Las soluciones estandar se prepararon individualmente en 1 mg mL!' ACN/H20, (50/50
v/v). Se utilizaron los mismos disolventes de dilucién para las soluciones madre de
patrones internos (IS). Las soluciones madre estandar y los patrones internos se
almacenaron a -20°C durante un maximo de 2 semanas. Las soluciones de trabajo se
prepararon semanalmente diluyendo las soluciones madre con el mismo disolvente.

El proceso de calibracion se realizé mediante la dilucion de soluciones madre estandar en
ACN/H20 (50/50; v/v) para obtener seis soluciones en el rango de ng mL! para los
analitos a determinar. Cada punto de la curva estandar se prepar6 por triplicado y cada
extracto se analiz6 tres veces. Los patrones internos, atenolol para urocanatos y ATAA
para los demas analitos, se agregaron después de la extraccion a una concentracion final
de 10 ng mL-!. Las curvas de calibrado se trazaron utilizando la relacion del area del pico

del analito/estandar interno frente a la concentracion del analito.

Instrumentacion y condiciones analiticas

Se desarrollé un método de alto rendimiento utilizando UHPLC-ESI-MS/MS. Todas las
mediciones se realizaron en el Centro de Instrumentacion Cientifica (Universidad de
Granada). La cromatografia se realiz6 con un Waters Acquity UPLC™ System [-Class
(Waters, Reino Unido). Se ejecutaron dos analisis de cromatografia liquida de alto
rendimiento diferentes: (i) andlisis genérico, la separacion se realizd mediante una
columna Acquity UPLC HSS™ T3 (1,8 um, 2,1 x 150 mm; Waters) (Columna HSS T3);

y (i) andlisis de los isdmeros del urocanato, la separacion se llevo a cabo utilizando una
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columna de cromatografia liquida de alto rendimiento Acquity BEH™ Amide (1,7 pm,
2,1 x 100 mm; Waters) (Columna BEH Amide). Los parametros instrumentales se
muestran en la Tabla 6. En ambos métodos analiticos, la fase movil A fue agua con acido
formico al 0,1 % y la fase moévil B fue ACN con é4cido formico al 0,1 %. La columna se
us6 a temperatura ambiente. El volumen de inyeccioén de la muestra fue de 10 uL y el
caudal fue de 0,3 mL min! y 0,35 mL min’!, respectivamente. La espectrometria de masas
se realizd con un espectrometro de masas de triple cuadrupolo Waters (XevoTQ-XS,
Waters, Reino Unido). El espectrometro de masas se hizo funcionar en el modo ESI
positivo con las siguientes condiciones de funcionamiento: tension capilar, 2,90 kV;
temperatura de la fuente de iones, 150 °C; temperatura de desolvatacion, 600 °C; caudal
de gas de desolvatacion, 500 L h!; caudal de gas del cono, 150 L h''. Los iones
moleculares protonados [M+H]" de los metabolitos bioactivos de histidina se eligieron
como iones precursores, debido a su mayor optimizacion de los parametros del
instrumento. Se seleccioné una transicion de masa especifica (m/z) para cada analito
usando la funcién de modo de monitorizacion de multiples reacciones (MRM) del
instrumento para calificacion y cuantificacion. Los pardmetros de masa optimizados
dependientes del compuesto (voltaje de cono y energia de colision) y las transiciones
MRM se muestran en la Tabla 6. Los detalles de cromatografia de cada método y la
configuracion de MS se proporcionan en la Tabla 7 y Tabla 8. Se utilizo el software

Masslynx version 4.2 para el control del instrumento y la adquisicion de datos.
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Tabla 6. Transiciones y potenciales optimizados para el analisis UHPLC-MS/MS de los metabolitos
de la histidina

Formula quimica tR (min) Transiciones (0\% CE
Columna HSS T3
Histidina C¢HoN30; 0,9 156,04 — 82,33 6 18
156,04 — 92,48 ° 6 18
N-Acetilhistamina C7H;1N;0 1,49 154,06 = 67,382 4 24
154,06 — 94,49 ® 4 14
Glutamato CsHoNO4 1,05 148,02 — 101,51 # 6 8
148,02 — 83,43 ° 6 12
Imidazol propionato CsH7N,O, 1,49 141,09 — 80,43 2 2 18
141,09 — 94,51 ° 2 10
Imidazol acetato CsHgN20; 1,31 127,14 — 53,30 28 20
127,14 — 80,38 ® 28 4
Histamina CsHoN3 0,83 112,11 — 40,31 ¢ 12 18
112,11 — 82,41° 12 8
ATAA CsHegN202S 1,49 159,05 — 70,33 4 26
159,05 —112,51° 4 22
Columna BEH Amide
Cis-urocanato CeHsN2 O, 1,5 139,07 — 65,29 32 18
139,07 — 92,48 ® 32 16
Trans-urocanato CsHsN,O, 1,92 139,07 — 65,29 2 32 18
139,07 — 92,48 ® 32 16
Atenolol C14H2N,05 1,81 267,19 — 144,67* 6 26
267,19 — 189,83° 6 16

CV: Voltaje de cono (V); CE: Energia de colision (eV).? Transicion MRM usada para cualificacién. ® Transicion

MRM usada para cuantificacion.
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Tabla 7. Resumen de los ajustes de HPLC

Columna HSS T3

Columna Acquity UPLC HSS™ T3 2,1 x 150

mm, 1,8 pm

Temperatura de la columna de CL

Temperatura ambiente

Volumen de inyeccion

10uL

Fase movil

A: Agua con 0,1% de &cido formico

B: Acetonitrilo con 0,1% de acido formico

Flujo de la fase movil

0,35 mL/min

Gradiente

Inicial: 0% B, Ts: 90% B, T3: 30% B, T3.1: 100%
B, T4: 100% B, T4.1: 0% B

Tiempo (min) %A %B

0 100 0

0,5 10 90

3 70 30
3,1 0 100
4 0 100

4,1 100 0

Tiempo total de ejecucion (min) 6,5 min

Columna BEH Amide

Columna Acquity UPLC BEH™ Amide 2,1 x 100

mm, 1,7 pm

Temperatura de la columna de CL

Temperatura ambiente

Volumen de inyeccion

10uL

Fase movil

A: Agua con 0,1% de &cido formico

B: Acetonitrilo con 0,1% de acido formico

Flujo de la fase movil

0,30 mL/min

Gradiente

Inicial: 20% B, Tos: 20% B, Tis: 40% B, Tss:
40% B, Ts: 20% B

Tiempo (min) %A %B
0 80 20
0,5 80 20
1,5 60 40
3,5 60 40
5 80 20
Tiempo total de ejecucion (min) 6,5 min
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Tabla 8. Resumen de los ajustes de MS

Tipo de fuente ESI+
Temperatura de desolvatacion 600°C
Temperatura de la fuente 150°C
Flujo de gas del cono 150 (L/Hr)
Flujo de gas de desolvatacion 500 (L/Hr)
Flujo de gas de colision 0,15 (mL/min)
Flujo de gas del nebulizador 7,00 (Bar)
Capilaridad 2,90 (Kv)

Efecto matriz y validacion

Para verificar el efecto de matriz para los patrones internos y, en consecuencia, para los
metabolitos bioactivos de histidina, se realiz6 una comparacion de pendiente entre varias
curvas de calibracion. Se prepar6 una curva de seis niveles de concentracion para atenolol
y ATAA en agua destilada y ACN. De manera similar, se realizé una segunda curva de
calibrado agregando a cada matriz la misma cantidad de patron interno que se usé en la
calibracion estandar (seis niveles de calibracion).

Validamos el método desarrollado en términos de linealidad, limite de deteccion (LOD),
limite de cuantificacion (LOQ), selectividad, exactitud (veracidad y precision) y
recuperacion de acuerdo con la guia para la validacion de métodos bioanaliticos de la
Administracion Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) (CDER & CVM,
2018). Las curvas de calibrado se prepararon calculando la relacion del area del pico
cromatografico del analito y el patron interno para cada metabolito en cada nivel de
concentracion. LOD es la cantidad minima de compuesto detectable en la muestra,
mientras que LOQ es la cantidad minima cuantificada. Ambos se determinaron para
comprobar la sensibilidad del método analitico. En este trabajo, estos parametros se

calcularon siguiendo el método definido por Currie (Currie, 1999). Obtuvimos sus valores
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de la funcion de calibrado, usando la desviacion estandar del residual, Sy, la pendiente
de la curva, b, y una estimacion de la desviacion estandar del blanco (So). E1 LOD se
define como 3-Sp y el LOQ como 10-Sp. La selectividad se evalu6 comparando el
cromatograma del blanco con el mismo blanco afiadiendo una concentracion conocida de
los patrones internos. La exactitud (veracidad y precision) se evalu6 afiadiendo muestras
a niveles bajos, medios y altos (5, 50 y 100 ng mL"!, respectivamente) en tres réplicas
para cada compuesto durante tres dias consecutivos. Usamos blancos de procedimiento
con disolvente cada diez muestras para controlar la contaminacion de fondo y no

encontramos cantidades cuantificables de los analitos de estudio.

Extraccion y cuantificacion del DNA microbiano de muestras de heces

La extraccion del DNA de las bacterias fecales se realizo seglin el protocolo publicado
por Zoetendal et al. (Zoetendal et al., 1998) con pequefias modificaciones. Las muestras
se descongelaron en agua helada y 0,05g de muestra se resuspendieron en 1 mL de TN150
(Tris-HCI1 10 mM pH 8,0 y NaCl 150 mM). Posteriormente se paso la suspension a un
tubo con 0,3 g de bolitas de 0,1 mm de zirconio/silice. La mezcla se incub¢ a 80°C durante
30 minutos en un bano, volteando el tubo cada 5 minutos. Pasados los 30 minutos el tubo
se enfrid a temperatura ambiente y se afiadieron 10 puL de lisozima de una concentracion
de 100mg/mL y se incub6 a 37°C durante 30 minutos. Después se agregaron 150 puL de
fenol tamponado (Panreac Applichem®) y se procedioé a realizar la lisis celular en un
equipo inductor de ruptura celular (Beadbeater, Biospec Products, EE. UU) durante 10
segundos a 5000g. Las muestras se enfriaron inmediatamente en hielo y se centrifugaron
durante 5 min a 4°C y 14000g. La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo para comenzar
con la extraccion con disolventes orgédnicos. Se afiadi6 750uL de fenol tamponado y se
mezcld por inversion suave. Después se centrifugaron los tubos 5 min a 4°C y 14000 g y

de nuevo la fase acuosa se transfirio a un tubo nuevo. A continuacion se agregoaron 400
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uL de fenol y 400 uL de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) (Panreac Applichem®) y
se centrifugaron los tubos 5 min a 4°C y 14000 g. Se afadieron 750uL de
cloroformo/alcohol isoamilico y se mezcl6 por inversion suave. Después se centrifugaron
los tubos 5 min a 4°C y 14000 g y de nuevo la fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo.
Se volvio a transferir la fase acuosa a un tubo nuevo para proceder a la precipitacion de
los &cidos nucleicos. Se afadio 1/10 del volumen de acetato sddico 3 My pH 5,2 y dos
voliimenes de etanol absoluto frio. Los tubos se mantuvieron en frio al menos 30 min.
Después se centrifugaron a 4°C durante 5 min a 10000rpm. Se desech¢ el sobrenadante y
se agregaron 500 pL de etanol frio al 70% agitando suavemente. Los tubos se
centrifugaron a 4°C a 7500rpm durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y se secd el
sedimento a 55°C. Por tltimo se resuspendio el precipitado en 25 pL de agua estéril y se
incubd a 37°C durante 15 minutos tras afiadir RNAsa.

Para la cuantificacion del DNA extraido se utilizé el kit Quant-iTTM PicoGreen®
dsDNA Assay Kit (ThermoFisher) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
muestras se excitaron a 485 nm y la intensidad de fluorescencia se midio a 520 nm en un

lector multiplacas Synergy HT (BioTek).

Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para comprobar de la calidad del DNA, las muestras de DNA bacteriano extraido fueron
sometidas a electroforesis en geles horizontales de agarosa. La concentracion de agarosa
en los geles fue de 0,8% (p/v).

El tampon utilizado para la preparacion de los geles asi como para la electroforesis fue
TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8. Las muestras de DNA se mezclaron
con el tampon de carga de electroforesis (6X Loading Dye, Fermentas) para monitorizar
el estado de la electroforesis por la posicion relativa del indicador del frente. A

continuacion se aplicé un voltaje de 60 V/cm con una fuente de alimentacion BIO-RAD.
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Terminada la electroforesis, el gel se tifid en una soluciéon de bromuro de etidio (0,5
pg/mL) durante 20 min para permitir visualizar y tomar una foto del DNA al iluminar el

gel con luz UV utilizando un equipo Quantum-ST4.

Secuenciacion del gen 16S rRNA

Se us6 DNA genomico de bacterias fecales para la amplificacion del gen 16S rRNA
usando cebadores universales 27F y 338R y dos reacciones de PCR consecutivas para
integrar secuencias multiplexadas de Illumina como se describid anteriormente
(Camarinha-Silva et al., 2014). La biblioteca se preparé agrupando proporciones
equimolares de amplicones y se secuenciaron utilizando una plataforma Illumina MiSeq
(Servicio de Genética, Universidad de Granada). Los encargados de este proceso fueron

técnicos especializados.

Analisis de datos bioinformatico y estadistico

El analisis bioinformatico de los datos generados en la secuencién masiva se llevo a cabo
mediante el array en la plataforma MiSeq. Se realizo el filtrado de las secuencias
generadas, el “demultiplexing” (que consiste en adjudicar cada secuencia a la muestra de
la que procede) y la formacioén de las unidades taxondmicas operativas (OTUs). Los
extremos pareados se emparejaron para dar lecturas de 250 nt. El conjunto de datos se
filtr6 y las OTUs se definieron con un 99 % de similitud con los programas MOTHUR

unique.seqs y pre.cluster (Schloss et al., 2009).
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Clasificacion taxonomica y calculo de 1a abundancia relativa

Se asignaron clasificaciones taxondémicas a las OTUs que habian superado los filtros de
calidad utilizando el algoritmo naive Bayesian desarrollado por Ribosomal Database
Project (RDP) (Cole et al., 2003). Este algoritmo proporciona un nivel de confianza para
cada nivel taxondémico en cada OTU. Se us6 un valor umbral de confianza del 80% en
todos los niveles taxondmicos. Las OTUs con un valor de confianza menor al 80% fueron
anotadas utilizando rangos superiores. La abundancia relativa de los taxones microbianos
se calcul6 a nivel de género, familia y filo. Para ello se sumaron las lecturas con la misma
anotacion taxondémica, teniendo en cuenta el umbral de confianza mencionado

anteriormente.

Calculo de a-diversidad

Se considera a-diversidad a la riqueza de especies de una comunidad dada y puede venir
expresada por diferentes indices. Los méas comunes son el indice de Shannon, indice de
Chao-1, OTUs observadas. El indice diversidad filogenética de Faith (PD-whole tree), es
el tnico que tiene en cuenta la filogenia, por lo que es el mas correcto. Para el calculo de
este parametro se ha utilizado el software PAST (PAleontological STatistics) (Hammer

et al., 2001) y el software libre R (R Core Team, 2018).

Calculo de B-diversidad

Se considera p-diversidad al grado de cambio o reemplazo en la composicidon de especies
entre diferentes comunidades. También existen diferentes indices que miden este tipo de
diversidad, en este trabajo se ha utilizado la medida Unifrac, que estd ampliamente
aceptada y utilizada en estudios de microbiota intestinal (Lozupone et al., 2007). UniFrac
es una medida de PB-diversidad que utiliza informacion filogenética para comparar

muestras ambientales. UniFrac, junto con las técnicas estadisticas multivariantes,
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incluyendo analisis de coordenadas principales (Principal Coordinates Analysis, PCoA),
identifica los factores que explican las diferencias entre las comunidades microbianas.

La distancia Unifrac se ha calculado con el paquete informatico GUnifracs (J. Chen,
2012) de R. Este paquete permite calcular diferentes tipos de distancia Unifrac, que son
Unifrac weighted (tiene en consideracion la abundancia de los taxa/OTUs), Unifrac
unweighted (es sensible a la presencia de taxa raros). La representacion grafica se realizd

mediante métodos de ordenacion con el paquete ade4 (Chessel et al., 2004).

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando SPSS version 26.0 (IBM SPSS,
Inc., Chicago, IL) y el software libre R. En general, para los datos que seguian una
distribucion normal se analizaron mediante la prueba de ANOVA dentro del grupo de
intervencion. El andlisis post-hoc se llevé a cabo mediante comparaciones por pares de
pruebas t para muestras pareadas (Bonferroni y Tukey) de los diferentes momentos de la
intervencion y se aplico la correccion de Benjamini-Hochberg (BH) para comparaciones
multiples. También se realizo la prueba ¢ de Student para comparar dos grupos con
distribucion normal. La prueba de Friedman, una version no paramétrica de ANOVA de
dos vias, se aplico para establecer diferencias en los datos que no seguian una distribucion
normal. El andlisis post-hoc se llevd a cabo mediante la prueba no paramétrica de
Wilcoxon para muestras pareadas con correccion de BH. Para establecer diferencias entre
dos grupos con distribuciéon no normal, se aplicod el test U de Mann-Whitney con la

correccion de BH.

Para investigar similitudes y diferencias entre variables cuantitativas, se calcularon los

coeficientes de correlacion de Pearson y de Spearman para estimar las asociaciones de la
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distribucion. Para introducir covariables confusoras en los anélisis por grupos, se utilizd

el Modelo Lineal General multivariado.

Con el fin de establecer diferencias significativas a nivel de B-diversidad, se realizé un
analisis de PERMANOV A sobre las matrices de distancia Unifrac con 999 permutaciones
con la funcién adonis del paquete vegan. Esto se realizé para las diferentes matrices de

distancia generadas con el paquete GUnifracs.

Para identificar las agrupaciones de comunidades microbianas o enterotipos a nivel de
género se utilizé Dirichlet Multinomial Mixture (DMM), un método de agrupamiento no
supervisado que utiliza la aproximacién de Laplace (Holmes et al., 2012). Los taxones no
clasificados a nivel de género o presentes en menos del 20 % de las muestras se
excluyeron del agrupamiento DMM. Se utiliz6 la prueba exacta de Fisher para determinar
si los grupos de los nifios estaban asociados con los enterotipos. Se construyé una
abundancia significativa de filotipos diferenciales en varios niveles de taxonomia
diferentes a partir de tablas de abundancia sin procesar no normalizadas con el paquete
DESeq?2 utilizando una prueba de Wald bilateral con ajuste para comparaciones multiples
mediante el método BH (Anders & Huber, 2010). Para todas las determinaciones, el limite

de significancia estadisitica se fij6 en p < 0,05.
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Resultados y Discusion

1. Microbiota y obesidad

1.1. La actividad glicosidasa de la microbiota intestinal infantil asocia con el indice

de masa corporal materno

En este primer capitulo, estudiamos la composicion y funcionalidad microbiana intestinal
a los 6 meses de edad y su asociacion con el BMI materno antes del embarazo.

Se definieron tres grupos en funcién del BMI de la madre previo al embarazo calculado
a partir del peso corporal y la altura: normopeso BMI < 25 kg/m2, sobrepeso 30 kg/m?2 <
BMI <25 kg/m2 y grupo obeso >30 kg/m2 (Tabla 9). Las caracteristicas generales fueron
similares entre los tres grupos de estudio.

Tabla 9. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio. Valores totales (porcentaje del
valor total) o Medias (SD).

Caracteristicas de la poblacién

Caracteristicas de las madres Caracteristicas de los nifios

BMI pre-embarazo Sexo
Normopeso 25 (36,76%) Masculino 39 (57,35%)
Sobrepeso 21 (30,88%) Femenino 29 (42,65%)
Obesidad 22 (32,35%)
Educacion Alimentacion a los 3 meses
Primaria/Secundaria 36 (52,94%) Lactancia materna 41 (60,29%)
Universidad 32 (47,06%) Mixta 11 (16,18%)

Tabaco durante el embarazo
Si
No
Alcohol durante el embarazo
Si
No
Tipo de parto
Vaginal

Cesarea

4 (5,88%)
64 (94,12%)

2 (2,94%)
66 (97,06%)

51 (75%)
17 (25%)

Férmula artificial

Alimentacion a los 6 meses
Lactancia materna
Mixta

Férmula artificial

16 (23,53%)

15 (22,06%)
26 (38,24%)
27 (39,71%)
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De las 68 muestras se obtuvieron un total de 4.536.643 secuencias de 16S rRNA de alta
calidad. Las secuencias se agruparon en 679 OTUs y se clasificaron en 89 grupos
bacterianos a nivel de género. Primero examinamos la a-diversidad (diversidad ecoldgica
dentro de la de la muestra) de las comunidades microbianas intestinales. Usamos la
diversidad de Shannon (SDI) (p=0,151), los indices Chao-1 (estima la riqueza) (p=0,608)
y el numero de taxones (calcula OTU unicos) (p=0,492). Estos valores de diversidad no
fueron significativamente diferentes entre la microbiota intestinal de los nifios nacidos de
madres normopeso, sobrepeso y obesas.

Calculamos distancias Unifrac (B-diversidad) para determinar la diversidad entre
muestras en las comunidades microbianas intestinales de grupos de ninos. Las
cuantificaciones de varianzas se calcularon utilizando PERMANOVA con la funcion
adonis en el paquete R vegan (Oksanen et al., 2019). Se observé que, de forma
significativa, la estructura de la comunidad intestinal de los nifios nacidos de madres
obesas era mas similar entre ellos que entre los nifios nacidos de madres con sobrepeso y
a su vez, ambas diferian de la comunidad microbiana de los nifios nacidos de madres con
normopeso (p=0,002 para distancias UniFrac weighted y p=0,015 para distancias
unweighted). Las tres poblaciones distintas que representan muestras de los grupos
normopeso, sobrepeso y obesidad se agrupan en el grafico de analisis de coordenadas

principales (PCoA) (Figura 8).
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B p=0,015
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Figura 8. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de las comunidades intestinales de
microbiota de los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad
A. Weighted UniFrac (p=0,002), B. Unweighted UniFrac (p=0,015)

Para excluir variables de confusion que pueden afectar la relacion entre el BMI materno
antes del embarazo y la composicion de la microbiota intestinal de los nifios, examinamos
el efecto del sexo, el tipo de parto, la educacion de la madre, el consumo de tabaco y
alcohol durante el embarazo y el tipo de alimentacion a dos tiempos durante el estudio
utilizando la prueba PERMANOVA basada en la distancia UniFrac. El analisis mostrd
un efecto explicativo significativo asociado al tipo de parto (vaginal/cesdrea) y la
alimentacion hasta los 3 meses (lactancia materna, formula o mixta) en la B-diversidad
(Tabla 10). Estas asociaciones significativas se consideraron en analisis estadisticos
posteriores para evitar el efecto de las variables confusoras.

Tabla 10. Asociaciones entre la composicion de la microbiota intestinal (gen 16S rRNA) y otras

variables de interés.

F model R? p valor
Tipo de parto 1,336 0,029 0,048*
Sexo del bebé 1,131 0,025 0,239
Educacion de la madre 0,872 0,019 0,721
Tabaco durante el embarazo 1,050 0,023 0,381
Alcohol durante el embarazo 0,980 0,021 0,499
Lactancia materna hasta los 3 meses 1,385 0,061 0,014*
Lactancia materna hasta los 6 meses 1,075 0,047 0,257

Andlisis UniFrac (unweighted).*Valores de p<0,05 resaltados en negrita
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A nivel de composicién microbiana o abundancias relativas de los taxones, la microbiota
intestinal de los nifios fue diferente entre nuestros grupos de estudio. En los nifios nacidos
con normopeso, Firmicutes fue el filo dominante (49,06%), seguido de Actinobacteria
(31,15%) Proteobacteria (12,92%), Bacteroidetes (4,93%), y Verrucomicrobia (1,9%). El
grupo de nifios con madres con sobrepeso mostré una dominancia de Firmicutes
(53,39%), seguido de Actinobacteria (41,06%), Bacteroidetes (3,14%), Proteobacteria
(2,39%), y en los nifios nacidos de madres obesas, Firmicutes también fue el filo principal
(53,33%), seguido de Actinobacteria (37,11%), Proteobacteria (9,35%) y Bacteroidetes

(0,19%).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

30%

Abundancia relativa (%)

20%

10%

0%

Normopeso Sobrepeso Obesidad
m Unclass_Lachnospiraceae m Enterococcus m Bifidobacterium
Escherichia_Shigella B Gemmiger B Streptococcus
m Veillonella M Bacteroides W Lactococcus
m Collinsella M Faecalibacterium m Klebsiella
M Erysipelatocostridium m Blautia Dorea
Unclass_Ruminococcaceae m Mediterraneibacter m Clostridium_sensu_stricto
m Roseburia m Phocaeicola m Anaerostipes

Figura 9. Abundancia relativa en porcentaje de los taxa presentes de la microbiota intestinal de

los nifios de 6 meses en funcion del BMI de sus madres

A la hora de estudiar la composicion de las comunidades microbianas, se realizé un

modelo lineal general multivariante, utilizando como factor fijo el BMI, e incluyendo
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como covariables el tipo de parto y la lactancia materna hasta los 3 meses. A nivel de filo
hubo una sobreabundancia de Bacteroidetes (p=0,05) y a nivel de familia, de
Bacteroidaceae (p=0,043) en los grupos de normopeso. Ademas, se observo un aumento
en las muestras de nifios de madres obesas del género Bifidobacterium (p=0,05). Las
muestras de nifios de madres con sobrepeso estuvieron enriquecidas en Ruthenibacterium
(p=0,001) y Anaerostipes (p=0,05), mientras que la microbiota de nifios de madres con
normopeso tuvo mayor abundancia en Bacteroides (p=0,001), Faecalimonas (p=0,043),

Romboutsia (p=0,048), Dialister (p=0,027), Parasutterella (p=0,019).

Para identificar las funciones microbianas enriquecidas o disminuidas en los perfiles de
los microbiomas intestinales de los nifios segiin el BMI materno antes del embarazo, se
realizé una evaluacion del potencial funcional de la comunidad microbiana utilizando la
metaprotedmica obtenida de estudios anteriores. Nuestro andlisis reveld una
sobrerrepresentacion de las funciones involucradas en el transporte y metabolismo de
nucledtidos y en la produccion de energia y el metabolismo de conversion. Observamos
una mayor abundancia del factor de elongacion de la traduccion GTPasa (COG0480)
(»=0,002), acetilornitina desacetilasa (COG0624) (p=0,016), proteina de union al sustrato
del sistema de transporte de maltooligosacéarido (COG2182) (p=0,007), y B-glucosidasa
(COG1472) (p=0,016), en la microbiota intestinal de nifios nacidos de madres obesas

(Figura 10).
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Figura 10. Capacidades metabolicas potenciales de la microbiota infantil.

Diferencias significativas en las capacidades metabolicas potenciales de los microbiomas
intestinales entre los nifios nacidos de madres normopeso (azul), madres con sobrepeso (verde) y
madres obesas (rojo). Analisis de ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni. Valores medios

con barras de error tipico. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes.

Dado que nuestro trabajo anterior demostré un aumento de la actividad de la glicosidasa
en la microbiota intestinal de sujetos que se correlacionaba con un BMI >25 kg/m2,
analizamos y observamos un aumento de las actividades microbianas de -galactosidasa,
a-galactosidasa, a-glucosidasa, B-glucosidasa y a-fucosidasa intestinal en nifios nacidos

de madres con sobrepeso y obesas (Figura 11).
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Figura 11. Distribucion de las actividades glicosidasa especificas de la microbiota intestinal de
nifios de 6 meses en funcion de los grupos de BMI de sus madres (U/g).

Andlisis de ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni. Valores medios con barras de error
tipico. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes. La actividad B-
galactosidasa se separard, ya que el nivel de actividad fue significativamente mayor en

comparacion con las demas actividades y se muestran en el panel de la izquierda.

Aunque el andlisis estadistico s6lo mostré diferencias significativas entre los grupos de
BMI en las actividades a-galactosidasa (p=0,05) y B-glucosidasa (p=0,019), existia una
clara tendencia a una correlacion positiva entre el metabolismo de los carbohidratos por

parte de las enzimas glicosidasas, de origen exclusivamente microbiano, y el BMI.

En resumen, nuestros hallazgos indican que el exceso de peso materno antes del embarazo
puede imprimir una microbiota intestinal cuyo desempefio metabolico, concretamente la
capacidad de extraccion de energia a partir de la dieta, altere la salud metabolica en la

descendencia.
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Tras una amplia investigacion en la que se estudio la asociacion de la obesidad con la
microbiota humana, especialmente a través del metabolismo de carbohidratos, quisimos
dar un paso cualitativo que demostrara la transferencia de la composicién y la
funcionalidad de la microbiota, y en consecuencia del fenotipo en modelos murinos GF,
a los que les inoculamos de forma oral la microbiota intestinal de sujetos seleccionados
en funcion de sus caracteristicas y medidas metabolicas, para el estudio de asociacion de

la microbiota con la obesidad, y conocer las vias metabolicas subyacentes.

1.2. Trasplante de microbiota fecal en ratones germ-free

Inicialmente quisimos comprobar fue si la microbiota se instalaba en los ratones
receptores tras el trasplante mediante oral gavage. Asi, a las dos semanas de la
inoculacion, recogimos muestras fecales de los ratones y analizamos su composicion
microbiana.

El estudio filogenético de la microbiota de ratones, en comparacion con la de humanos,
resultd en dos comunidades muy diferentes (Figura 12).

A nivel de filo, fueron significativas las diferencias de Actinobacteria (p<0,001)
enriquecidas en humanos, y de Bacteroidetes (p=0,01), Proteobacteria (p=0,002) y
Verrucomicrobia (p=0,024) aumentadas en muestras de ratones.

A nivel de género, hubo 3 especies predominantes de forma significativa en humanos,
correspondientes a Bifidobacterium (p<0,001), Unclass Lactobacillales (p=0,036) y
Unclass Peptostreptococcaceae (p=0,002). Por otro lado, las muestras de ratones estaban
enriquecidas en Akkermansia (p=0,024), Bacteroides (p=0,047), Citrobacter (p=0,044),
Coprobacillus (p=0,036), Enterocloster (p=0,011), Escherichia_Shigella (p=0,003) y

Unclass_Enterobacteriaceae (p=0,015).
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Figura 12. Distribucion de las abundancias relativas de los distintos filos en los grupos de

estudio (H: humano, R: raton).

A primera vista, y con abundancias relativas medias, se puede ver que la microbiota de
humanos es bastante diferente a la de ratones, a pesar de que la comunidad microbiana de

los modelos murinos es exclusivamente de origen humano.

Seguidamente, examinamos la a-diversidad de las comunidades microbianas intestinales.
En humanos, estuvieron incrementadas la diversidad filogenética de Faith (p=0,0006) y el
indice de Chao-1 (estima la riqueza) (p=0,008). El nimero de individuos por muestra
(p=0,707) no fue significativo, porque, curiosamente, apenas vario entre los dos grupos.
Estos datos podrian indicar que a pesar de que el trasplante traslade una comunidad
microbiana completa, puede ser diferente y estar empobrecida en especies no compatibles

con modelos murinos.
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A continuacion, se calcularon las distancias Unifrac para determinar la B-diversidad entre
las comunidades microbianas de los grupos. Las cuantificaciones de varianzas se
calcularon utilizando PERMANOVA con la funcion adonis en el paquete R vegan
(Oksanen et al., 2019). Como era de esperar, se observo que, de forma significativa, la
estructura de la microbiota intestinal de los humanos diferia de la comunidad microbiana

de los ratones (p<0,001 para distancias UniFrac weighted y unweighted) (Figura 13).
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Figura 13. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de las comunidades intestinales de

microbiota de humanos y ratones GF humanizados.

A. Weighted UniFrac (p=0,001), B. Unweighted UniFrac (p=0,001)
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Para comprobar si el FMT fue exitoso, llevamos a cabo un andlisis por pares de donante-
receptor. Realizamos un cluster jerarquico con distancias Jaccard de las muestras de
ratones y de los donantes humanos, y obtuvimos una clasificacion en la que
preferentemente las muestras de ratones agrupaban por el individuo del que habian

recibido la microbiota (Figura 14).
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Figura 14. Cluster jerarquico de la composicion de la comunidad microbiana intestinal humana y
de raton.
La agrupacion se realiz6 mediante el indice de Jaccard. Las muestras se colorean en funcion de

la pareja donante-receptor.

Por tanto, podemos decir que el FMT funcion6 y que los resultados observados en ratones,

tienen una influencia total o parcial de la microbiota humana.
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1.3. La obesidad mediada por la microbiota se traslada a modelos murinos

de la microbiota intestinal de nifios a ratones, asi como la asociacion entre la microbiota
intestinal de los nifios con el perfil de obesidad de sus madres, a través de las actividades
glicosidasas, se comprob¢ si la microbiota de los nifios era capaz de ejercer el mismo
efecto en ratones GF humanizados.

En primer lugar, se midi6 el peso de los ratones en condiciones axénicas, antes de la
inoculacion de la microbiota, y a las dos semanas del FMT, cuando se considera que la
microbiota se ha establecido correctamente (Turnbaugh et al., 2006; Yano et al., 2015).
Los ratones habian consumido una dieta normal, igual para todos los grupos, y agua,
ambas esterilizadas. La ganancia de peso que experimentaron los ratones fue
significativamente mayor (p=0,033) para aquellos que habian recibido microbiota de
nifios de madres obesas frente a los que recibieron la microbiota de nifios de madres con

sobrepeso y normopeso. Los resultados se muestran en la siguiente grafica (Figura 15).

BMI_donante B Normopeso E Sobrepeso E Obesidad
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Figura 15. Ganancia de peso (mg) a las dos semanas del FMT en ratones gnotobidticos divididos
en los grupos de BMI de la madre del donante.
Analisis de ANOVA (p=0,033) con prueba post-hoc de Bonferroni. Valores medios con barras

de error tipico. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes.
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Seguidamente se midié la glucosa en sangre de los ratones para establecer si existia
relacion del peso con el perfil glucémico mediante el Oral Gavage Glucose Tolerance
Test (OGTT). Se midio la glucosa en ayunas y tras la ingesta de una solucién de glucosa
al 20% (p/v), como viene descrito en el apartado de Material y Métodos. Se comprob6
que las medidas de glucosa en sangre, establecidas como area bajo la curva (AUC, mg
h/dL), tuvieron una correlacién positiva con el peso del raton, por lo que los ratones

mostraron signos de sindrome metabolico asociado con la microbiota.

R=0.47, p=0.021

30

28

Peso raton (g)

24

350 400 450 500 550
AUC (mg h/dL)

Figura 16. La glucosa en sangre determinada como AUC (mg h/dL) se correlaciona positivamente
con el peso del raton.
Se muestran el coeficiente de correlacion de (R) y el valor de significancia para la prueba de

correlacion de Spearman (p=0,021).

A continuacion, se analizo si la composicion de la microbiota de los ratones era diferente
en funcion del peso de la madre del donante. Se compar6 la a-diversidad en funcion del
BMI y se obtuvieron diferencias significativas en los indices de Chao-1 (p=0,031),
Menhinick (p=0,009), Margalef (p=0,026) y Fisher-Alpha (p=0,026), todos disminuidos

en el grupo de obesidad.
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A la hora de estudiar la B-diversidad entre las comunidades, se realizd un analisis de
distancias UniFrac incluyendo los confounders que fueron significativos en humanos
(tipo de parto y tipo lactancia hasta 3 meses). La microbiota de los ratones se agrupd en
funcion del BMI de las madres de los nifios usando métricas de distancias UniFrac
unweighted (p=0,001) pero no en las weighted (p=0,792), indicando que los grupos se

distrubuyen debido a una prioridad a las bacterias minoritarias.

p=0,001 |

(—,\ Y

\
\ Obese

Normal
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Figura 17. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de las comunidades intestinales de
microbiota de ratones GF humanizados.

Unweighted UniFrac (p=0,001)

Para analizar la abundancia de las especies, realizamos un modelo lineal general
multivariante utilizando como factor fijo el BMI, e incluyendo como covariables el tipo
de parto, la lactancia materna hasta los 3 meses y tanda de experimentacion de los ratones.
Ningun filo mostré diferencias significativas de abundancia entre los grupos de BMI. Sin
embargo, a nivel de familia observamos un incremento de Lachnospiraceae (p=0,029) y
un descenso en Ruminococcaceae (p=0,005) en el grupo de ratones que habian recibido

la microbiota de nifios de madres obesas. A nivel de género, Anaerostipes (p=0,05),

87



Erysipelatoclostridium (p=0,004), Klebsiella (p=0,022), Ruthenibacterium (p=0,05) y
Unclass Lachnospiraceae (p=0,046) entuvieron aumentados en el grupo obeso; mientras
que Enterocloster (p=0,015), Faecalibacterium (p=0,004), Intestinimonas (p=0,048),
Morganella (p=0,048), Paeniclostridium (p=0,045) y Unclass Ruminococcaceae
(p=0,001) estuvieron incrementados en el grupo normopeso. Es de destacar que las
especies Anaerostipes y Ruthenibacterium también fueron significativas en los humanos,
y mantuvieron esas diferencias entre grupos una vez realizado el FMT.
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Figura 18. Abundancia relativa en porcentaje de los taxa presentes de la microbiota intestinal de

los ratones que recibieron la microbiota de los nifios de 6 meses en funciéon del BMI de su madre.

Por tltimo, quisimos conocer si la actividad glicosidasa de la microbiota los ratones tenia
asociacion con el BMI, igual que observamos en los nifios (Figura 19). Inicialmente,
estudiamos la actividad B-galactosidasa por ser la actividad que nuestro grupo habia
descrito como posible moduladora de la obesidad, y de la B-glucosidasa, debido a que en

nuestro estudio en humanos habia salido significativamente diferente entre los grupos.
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Sin embargo, nuestros analisis mostraron un resultado inesperado, ya que la actividad
glicosidasa de muestras de microbiota de ratones no mantenia la asociacion con el BMI

de la madre de los donantes.
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Figura 19. Distribucion de las actividades glicosidasa (U/g) de la microbiota intestinal de ratones.
trasplantados con microbiota de nifios de 6 meses en funcion de los grupos de BMI de sus madres.
Andlisis de ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni. Valores medios con barras de error

tipico. Medias con una letra comtin no son significativamente diferentes.

Nuestro estudio consigui6 trasladar el fenotipo de las madres de los nifios a los ratones a
través de la microbiota infantil, dando lugar, ademds, a comunidades microbianas
diferentes en funcion del BMI materno. Sin embargo, a la hora de medir la actividad
glicosidasa, no obtuvimos una asociacion del rendimiento enziméatico con el BMI. Estos
resultados podrian indicar que hay factores adicionales a la microbiota que contribuyen
al metabolismo microbiano. Entre ellos, la dieta podria ser clave para modular la actividad

glicosidasa.
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2. Microbiota y neurodesarrollo

2.1. Asociacion de la microbiota intestinal infantil con la motricidad fina.

El siguiente avance del presente estudio fue el andlisis de la relacion de la microbiota y
el neurodesarrollo. Estudios anteriores de nuestro grupo hallaron que la microbiota de los
nifios asociaba con el rendimiento cognitivo (Cerdo, 2018). En esta ocasion, nuestra
hipotesis fue que las comunidades microbianas subyacentes variarian entre los nifios

segun las caracteristicas de su desarrollo neurologico.

Este estudio incluyo6 71 parejas de madres y nifios (45 nifios y 26 nifas) (Tabla 11). Los
test con las escalas Bayley®-III de desarrollo infantil se registraron en estos nifios sanos
nacidos a término a la edad de 18 meses. Los nifios incluidos en este estudio alcanzaron
el umbral para el neurodesarrollo tipico y se dicotomizaron en dos grupos, por encima y
por debajo de la mediana (percentil 50), segiin sus puntuaciones en tres dominios de las
escalas indivuduales de Bayley®-III: cognicion compuesta, lenguaje (lenguaje receptivo,
lenguaje expresivo lenguaje y lenguaje compuesto) y motricidad (motricidad gruesa y
motricidad fina). Las medianas [rango] de las puntuaciones de Bayley®-III fueron las
siguientes: cogniciéon compuesta (125[90-140]), lenguaje receptivo (12[8-15]), lenguaje
expresivo (11[6-15]), lenguaje compuesto (106[83—124]), motricidad gruesa (12[7-12])

y motricidad fina (13[8-19]).
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Tabla 11. Caracteristicas de la poblacion en funcion de la dicotomizacion entre las puntuaciones

de motricidad fina de la escala de Bayley®-III.

Caracteristica Por debajo de la mediana  Por encima de la mediana p
Caracteristicas de las madres
Edad (afios) 32,87 (5,37) 33,57 (2,97) 0,485
BMI pre-embarazo 0,034*
Normopeso 12 (38,71%) 9 (22,5%)
Sobrepeso 9 (29,03%) 24 (60,0%)
Obesidad 10 (32,26%) 7 (17,5%)
Peso pre-embarazo (kg) 72,12 (14,3) 72,38 (15,17) 0,966
Ganancia de peso (kg) 8,71 (4,23) 8,35(7,62) 0,832
Diabetes 0,515
Si 17 (54,84%) 25 (62,5%)
No 14 (45,16%) 15 (37,5%)
Educacion 0,154
Primaria/Secundaria 20 (64,52%) 18 (45,0%)
Universidad 11 (35,48%) 20 (50,0%)
Tabaco durante el embarazo 0,744
Si 28 (90,32%) 37 (92,5%)
No 3 (9,68%) 3 (7,5%)
Alcohol durante el embarazo 0,855
Si 30 (96,77%) 39 (97,5%)
No 1 (3,23%) 1 (2,5%)
Tipo de parto 0,644
Eutocico 20 (64,52%) 22 (55,0%)
Distécico 4 (12,90%) 5 (12,5%)
Cesarea 7 (22,58%) 13 (32,5%)
Caracteristicas de los nifios
Sexo
Masculino 22 (70,97%) 23 (57,5%) 0,243
Femenino 9 (29,03%) 17 (42,5%)

Peso al nacer (g) 3253,87 (467,99) 3287,25 (578,51) 0,794
Longitud al nacer (cm) 50,68 (1,96) 49,83 (2,02) 0,098
Perimetro cefalico (cm) 34,75 (1,29) 34,66 (1,47) 0,803

Placenta (g) 498,52 (108,69) 532,06 (127,56) 0,281

Alimentaciont 0,032*
Lactancia materna 14 (45,16%) 29 (72,5%)
Mixta 4 (12,90%) 5 (12,5%)
Formula artificial 13 (41,94%) 6 (15,0%)

Los valores enumerados son totales para la variable (porcentaje del valor total n) o medias (SD).
Diferencias entre los grupos de Motricidad Fina Bayley®-III segtin test T-Student. Se aplico la
prueba de chi-cuadrado a las variables cualitativas. *Los valores de p < 0,05 estan resaltados en
negrita. T La informacion sobre las practicas de alimentacion de los nifios se recolecto a los 3

meses de edad.
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Se analizaron muestras fecales de nifios sanos de 18 meses mediante la secuenciacion de
la region hipervariable V1-V2 del gen 16S rRNA. Después del filtrado de calidad,
3.354.210 secuencias de lectura (lecturas promedio por muestra = 47.242; SD = 29.220)
generaron un perfil microbiano intestinal con 679 OTUs bacterianas a nivel de especie,
agrupadas en 87 géneros distintos pertenecientes a 38 familias después de una anotacion
filogenética con alto nivel de confianza. La clasificacion taxondémica de las OTUs se
realiz6 usando la base de datos RDP Classifier (Q. Wang et al., 2007), lo que resulté en
una comunidad dominada por taxones pertenecientes a Firmicutes (516), seguidos de
Bacteroidetes (104), Proteobacteria (32), Actinobacteria (23) y Fusobacteria (4). El
andlisis de las especies dominantes de todos los nifos reveld veintitn OTUs muy
abundantes (> 1% de todas las secuencias de lectura), pero solo se detectaron seis de ellas
en todas las muestras. Estas OTUs predominantes y muy abundantes pertenecian a los
géneros Lachnospiracea_incertae_sedis, Streptococcus, Fusicatenibacter, Anaerostipes
vy Faecalibacterium. A nivel de género, diecinueve fueron muy abundantes (>1 % de todas
las secuencias leidas) y representaron el 89,6% del total de lecturas, con predominio de
Bacteroides, Lachnospiracea_incertae_sedis, unclass _Lachnospiraceae,
Fusicatenibacter y Streptococcus (cada uno de los cuales proporciona mas del 5% de

todas las secuencias de lectura) (Figura 20).

Relative abundance
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Figura 20. Composicion y estructura microbiana intestinal en 71 nifios sanos nacidos a término

a los 18 meses de edad.
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Filogenia de la microbiota intestinal de los nifios de los 17 géneros principales detectados en >
98 % de los sujetos del estudio. Los nombres de las muestras estan coloreados segun el

enterotipo: Firm en azul, Bact en rojo.

Inicialmente, examinamos si las medidas de la estructura y diversidad de la comunidad
microbiana intestinal diferian entre los nifios clasificados como por encima y por debajo
de la mediana en las seis escalas individuales de Bayley®-III. La a-diversidad microbiana
(diversidad intramuestra), evaluada por la riqueza (nimero de taxones), diversidad
filogenética de Faith (medida de diversidad filogenética) y el indice de diversidad de
Shannon (una medida no filogenética de abundancia y uniformidad bacterianas), no
fueron significativamente diferentes entre los grupos por encima y por debajo de la

mediana para cada escala Bayley®-III (Tabla 12).
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Tabla 12. Asociacion entre los indices de a-diversidad y cada escala Bayley®-III. Analisis de

T-Student
Richness Faith’s PD SDI
Por debajo Por encima Por debajo Por encima Por debajo Por encima
dela dela dela dela dela dela
mediana mediana mediana mediana mediana mediana
Media 247,07 259 14,22 14,43 2,87 3,04
Lenguaje
(SD) (62,39) (54,35) (2,42) (2,18) (0,74) (0,52)
compuesto
p-valor 0,394 0,705 0,245
Media 244,67 262,03 14,28 14,4 2,88 3,05
Lenguaje
] (SD) (51,67) (62,11) (2,07) (2,46) (0,68) (0,56)
expresivo
p-valor 0,209 0,814 0,242
Media 256,14 252,45 14,71 14,1 2,93 3
Lenguaje
. (SD) (61,27) (55,9) (2,41) (2,16) (0,51) 0,7)
receptivo
p-valor 0,794 0,268 0,681
Media 253,32 254,45 14,42 14,28 2,95 2,98
Motricidad
. (SD) (56,74) (59,25) (2,31) (2,27) (0,48) (0,72)
ina
p-valor 0,936 0,802 0,828
Media 254,77 253,33 14,25 14,42 2,97 2,97
Motricidad
(SD) (60,26) (56,51) 2,61) ) (0,66) (0,6)
gruesa
p-valor 0,917 0,758 0,965
Media 253,5 254,26 14,39 14,32 2,97 2,97
Cognicion
(SD) (75,17) (43,89) (2,84) (1,84) (0,74) (0,54)
compuesta
p-valor 0,957 0,898 0,978

Richness: Ntimero de OTU’s (Riqueza); Faith’s PD: Diversidad filogenética de Faith; SDI: Indice

de diversidad de Shannon

Ademas, se realizaron analisis de coordenadas principales basados en métricas de

distancia UniFrac para comparar la B-diversidad (diversidad entre muestras) entre grupos

por encima y por debajo de la mediana para cada escala Bayley®-III. UniFrac mide la

distancia entre comunidades microbianas basdndose en su abundancia (weighted) y

ocurrencia (unweighted) teniendo en cuenta su relacion filogenética. Al analizar todas las

OTUs, la unica puntuacion de Bayley®-III con fuerte asociacién con la estructura y

composicion de la comunidad microbiana intestinal de nifios a los 18 meses fue la

motricidad fina, que explica el 4 % de la variacion de la microbiota (Tabla 13 y Figura

21). Los nifios con perfiles por debajo de la mediana se agruparon alejados de los nifios
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por encima de la mediana, usando métricas de distancias UniFrac weighted (p=0,021)

pero no en las unweighted (p=0,552).

Tabla 13. Asociaciones entre la composicion de la microbiota intestinal (secuencias del gen 16S
TRNA) y las escalas Bayley®-III.

Andlisis de las distancias UniFrac (weighted) *Valores de p<0,05 resaltados en negrita

F model R? p valor
Lenguaje compuesto 0,546 0,008 0,816
Lenguaje expresivo 0,487 0,007 0,846
Lenguaje receptivo 0,758 0,011 0,517
Motricidad fina 2,877 0,04 0,021*
Motricidad gruesa 0,632 0,009 0,699
Cognicion compuesta 0,892 0,013 0,469

Type of delivery
02 Smoking
Sex

Neonate weight

Maternal age

Gestational diabetes _

0.0

MDS2
Variables

P Breastfeeding 6 month

Breastfeeding 3 month
02 N Breastfeeding (d)

03
Alcohol

050 025 0.00 025 0.00 0.02 0.04 0.06
MDS1 2

Figura 21. Composicion y estructura microbiana intestinal en 71 nifios sanos nacidos a término a
los 18 meses de edad.

(A) Diagrama de dispersion del analisis de coordenadas principales utilizando métricas Unifrac
weighted en grupos de motricidad fina por encima de la mediana (azul) y por debajo de la mediana
(rojo). Las variables explicativas significativas adicionales estan representadas por flechas negras
en el mismo origen del sistema de coordenadas. (B) Las barras horizontales muestran la influencia
de las variables antropométricas, maternas y nutricionales (12) en la composicion de la microbiota

intestinal. * p<0,05 para la prueba PERMANOVA con 999 permutaciones.
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También estudiamos si la B-diversidad de la microbiota intestinal estaba asociada con

variables antropométricas, maternas y nutricionales (Tabla 14).

Tabla 14. Asociaciones entre la composicion de la microbiota intestinal (secuencias del gen 16S
rRNA) y otras variables de interés. Analisis de las distancias UniFrac (weighted)

*Valores de p<0,05 resaltados en negrita

F model R? p valor
Edad materna 0,609 0,008 0,720
BMI pre-embarazo 4,434 0,059 0,005*
Peso pre-embarazo 0,550 0,007 0,770
Diabetes materna 1,581 0,021 0,126
Tabaco durante el embarazo 0,248 0,003 0,989
Alcohol durante el embarazo 1,012 0,013 0,393
Tipo de parto 1,019 0,027 0,405
Sexo del bebé 0,880 0,012 0,446
Peso al nacimiento 1,247 0,016 0,242
Lactancia materna hasta los 3 meses 2,862 0,038 0,023*
Lactancia materna hasta los 6 meses 0,766 0,010 0,569

La prueba PERMANOVA basada en la distancia mostr6 un efecto explicativo
significativo del BMI materno pregestacional (categorizado como normopeso, sobrepeso
u obesidad) y el tipo de alimentacion hasta el tercer mes (formula, lactancia materna
exclusiva o mixta) en la B-diversidad utilizando la matriz de distancia UniFrac (weighted)
(Figura 21A,B). Curiosamente, la alimentacion con leche materna hasta el tercer mes
(dias) no mostré ninglin efecto sobre las diferencias de la comunidad microbiana, lo que
sugiere que cualquier consumo de leche materna afectd a los ensamblajes microbianos
intestinales en nuestra cohorte en lugar de la frecuencia de alimentacion con leche
materna (He et al., 2019). Juntos, la motricidad final, el BMI materno pregestacional y la
lactancia materna hasta el tercer mes explicaron el 13,7 % de la variacion en nuestro
conjunto de datos. No se encontraron asociaciones significativas con la edad materna, el
tabaquismo durante el embarazo (Si/No), el consumo de alcohol durante el embarazo

(Si/No), el peso del recién nacido, el sexo, el tipo de parto (cesarea, vaginal) o la diabetes
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gestacional (Si/No). Estas asociaciones significativas se consideraron en analisis

estadisticos posteriores para evitar el efecto de las variables confusoras.

Para investigar la potencial asociacion de las puntuaciones de motricidad fina con la
prevalencia de perfiles de comunidades microbianas intestinales, identificamos tipos de
comunidades en muestras de nifios mediante el uso de modelos Dirichlet Multinomial
Mixture (DMM), que fueron agrupadas en funcidon de la contribucion de los taxones a
nivel de género. El ajuste del modelo generd un nimero 6ptimo de 2 tipos de comunidad
DMM, denominadas enterotipos (Figura 22A). Los dos enterotipos microbianos
intestinales tenian peso P = 0,78 y 0,22 y variabilidad ® = 15,45 y 51,36. Por lo tanto, el
enterotipo muy abundante (78 % de las muestras) comprendia muestras con perfiles
comunitarios mas variables, mientras que el enterotipo menos prevalente (22 % de las
muestras) comprendia muestras con ensamblajes comunitarios mas similares (Figura
22B). Observamos que los enterotipos se clasificaron en treinta géneros que representaron
el 85,4 % del total de lecturas en nuestro conjunto de datos, con lecturas totales medias
que oscilaron entre el 0,07 % (Flavonifractor) y el 21,3 % (Bacteroides) (Figura 22C).
Los géneros muy abundantes (>1 % del total de lecturas) como unclass Clostridiales,
unclass_Ruminococcaceae, Ruminococcus, unclass_Peptostreptococcaceae,
unclass_Enterobacteriaceae, Enterococcus, Faecalibacterium, Ruminococcus? 'y
Roseburia no impulsaron la clasificacion de enterotipos. Un conjunto basico de nueve
géneros fueron los impulsores més importantes en la prediccion del modelo (Figura 22D).
El primer enterotipo contenia muestras con composicion microbiana mixta cuyos
impulsores mas importantes fueron un grupo de géneros dentro de Firmicutes como
Lachnospiracea_incertae _sedis, unclass Lachnospiraceae, Streptococcus'y Blautia, y la
contribucion especifica de Fusicatenibacter y Anaerostipes (Figura 22D). El segundo

enterotipo fue impulsado principalmente por Bacteroides con una contribucion especifica
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de Clostridium XIVa y Parabacteroides a la asignacion de enterotipos. Sobre la base de
sus respectivos perfiles de dominancia a nivel de género, nos referimos a los enterotipos
como tipo dominante Firmicutes (Firm) y tipo dominante Bacteroides (Bact). Los géneros
caracteristicos de cada clasificacion de enterotipo representaron el 81,7 % (Bact; SD =
7,2) y el 68,8 % (Firm; SD = 18,5) de las abundancias totales medias en sus muestras
correspondientes (Figura 22E). Estos resultados mostraron que los géneros distintivos
representaron la mayoria de las lecturas en el enterotipo Bact con Bacteroides como el
principal contribuyente al ensamblaje general del enterotipo, mientras que los géneros
distintivos Lachnospiracea_incertae sedis 'y unclass Lachnospiraceae fueron los
géneros mas abundantes en el enterotipo Firm mas variable. Finalmente, para probar las
asociaciones entre enterotipos y la motricidad fina, realizamos una prueba exacta de
Fisher. Cada enterotipo se asocid significativamente con un grupo motricidad fina
infantil, donde las muestras por encima de la mediana pertenecian al enterotipo Firm y el
grupo por debajo de la mediana pertenecia principalmente al enterotipo Bact (p=0,04,

odds ratio = 0,27).
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Figura 22. El modelo probabilistico con Dirichlet Multinomial Mixtures de muestras fecales
revel6 2 enterotipos en 71 nifios sanos nacidos a término a los 18 meses de edad.

(A) El modelo se ajust6 a k=4 y presento el valor de ajuste de modelo mas bajo de la aproximacion
de Laplace para cuatro componentes, lo que se tomo como evidencia de la presencia de los dos
tipos de comunidades principales. (B) Heatmap que muestra la abundancia relativa de los 30
enterotipos mas dominantes generados por DMM. (C) Contribucion de los 30 mas dominantes
generados a la composicion general de la comunidad. (D) Contribucion a la prediccion del modelo
del nucleo microbiano generado para cada enterotipo. (E) Contribucion de los géneros
predominantes (abundancias relativas medias) a los perfiles microbianos en cada enterotipo
DMM.

Para investigar mas a fondo la asociacion de la motricidad fina con la composicion de la
microbiota, utilizamos el software estadistico DESeq2 y ajustamos el modelo con las
covariables para identificar taxones a nivel de género con abundancias diferenciales entre
los grupos de motricidad fina por debajo y por encima de la mediana. Identificamos 11
géneros sobreabundantes en el grupo por encima de la mediana y 2 géneros en el grupo
por debajo de la mediana (Figura 23). Estos géneros sobreabundantes eran

filogenéticamente diferentes. Los géneros discriminatorios pertenecian a Actinobacteria,
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Firmicutes y Fusobacteria en nifios con motricidad fina por encima de la mediana, y a
Bacteroidetes y Firmicutes en aquellos con motricidad fina por debajo de la mediana. La
microbiota intestinal de los nifios con motricidad fina por encima de la mediana mostrd
una alta prevalencia de Bifidobacterium, Collinsella, Coprococcus, Enterococcus,
Fusobacterium,  Holdemanella, Lactobacillus, Propionibacterium, Roseburia,
Veillonella y un género no asignado dentro de Veillonellaceae. Por el contrario, la
microbiota intestinal de los nifios con motricidad fina por debajo de la mediana estaba
enriquecida en Parabacteroides y Turicibacter. Al estar los probioticos Bifidobacterium
y Lactobacillus enriquecidos en nifios con motricidad fina por encima de la mediana,
realizamos un andlisis mas detallado sobre la asociacion de especies microbianas
pertenecientes a los géneros Bifidobacterium (7 OTUs) y Lactobacillus (11 OTUs) con la
motricidad fina. El andlisis reveld que solo Bifidobacterium OTU-242 tendia a
enriquecerse en ninos con motricidad fina por encima de la mediana (LogoFC 2,51; FDR
<0,05). Las comparaciones de secuencias de nucledtidos de BLASTN y EzTaxon
mostraron que OTU-242 tenia una identidad de secuencia del 100 % con el 16S rRNA

de B. bifidum ATCC 29521.
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Figura 23. Abundancia diferencial de microbiota intestinal entre nifios con grupos de motricidad
fina por encima y por debajo de la mediana.

Volcano plot que muestra los log, fold changes reducidos en la abundancia media de géneros
frente a —logio de FDR. Los colores azules representan significancia y los nombres de las etiquetas
denotan la taxonomia de los géneros a nivel de filo. Las lineas discontinuas indican umbrales de
significancia (FDR < 0,05).

Observamos una asociacion significativa entre la microbiota intestinal y las habilidades
de motricidad fina en nifios sanos nacidos a término de 18 meses de edad, robusta al ajuste
por variables perinatales, nutricionales, maternas y del bebé. Nuestro estudio se suma a
la creciente evidencia que conecta la microbiota intestinal con el eje intestino-cerebro,
donde las etapas iniciales de la colonizacion y el ensamblaje intestinal pueden vincularse
con los resultados del desarrollo neuroldgico con posibles asociaciones a largo plazo.
Estos resultados sugieren apuntar a especies asociadas negativamente como Turicibacter
y Parabacteroides en modelos de ratones apropiados, e invitan a realizar mas estudios de
intervencion utilizando cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium para influir en los

resultados de motricidad en nifios.
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2.2. La microbiota intestinal esta asociada con el desarrollo cognitivo infantil

Estudios anteriores de nuestro grupo hallaron que la microbiota de los nifios de 6 meses
asocia con el rendimiento cognitivo. (Cerdo, 2018).

Por otro lado, cuando se estudié la protedmica de la microbiota, se encontraron
diferencias significativas en la abundancia de varias enzimas entre los grupos de
COGCOM. Un hallazgo interesante fue que la histidina amonio-liasa (HAL), una enzima
que cataliza la desaminacién no oxidativa de la L-histidina (His), dando lugar a urocanato
(Uro) fue significativamente mas abundante en la microbiota intestinal de los nifios con

un valor de COGCOM por encima de la mediana (p<0,05).

Partiendo de estas premisas, el presente estudio abordé de forma exhaustuva el papel del
metabolismo de la His, que consta principalmente de dos vias enzimaticas de catabolismo,
una, mediada a través de la HAL, y otra a través de la histidina descarboxilasa (HDC) que

da lugar a la histamina y a sus productos de degradacion (Figura 24).
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Figura 24. Rutas enzimaticas del metabolismo de la histidina (Acufa et al., 2021)
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Se comprobo in vitro si esta asociacion se replicaba, midiendo la actividad enzimatica
HAL en las mismas muestras (Figura 25). Se obtuvo una correlacién positiva del

incremento de la actividad HAL con el valor de COGCOM (p=0,029)

R=0.28, p=0.029

0.5

HAL

0.0

100 110 120
COGCOM

Figura 25. El incremento de la actividad HAL (U/g) se correlaciona positivamente con el valor
de la escala de Cognicion Compuesta (COGCOM) de la escala de Bayley®-III.
Se muestran el coeficiente de correlacion (R) y el valor de significancia para la prueba de

correlacion de Pearson (p=0,029).

Debido a que la HAL microbiana estaba aumentada en los nifios con una cognicion por
encima de la mediana, se procedié a comprobar la relacion entre las concentraciones de
los metabolitos de la ruta de la HAL en heces y en el metabolismo intracelular
microbiano. Para ello se midieron los metabolitos histidina (His), urocanato (Uro) e
imidazol-propionato (ImP) de la ruta de la HAL, e histamina (Him) de la ruta de la HDC,
y se utilizo6 UHPLC-MS/MS, como se ha descrito en el apartado de Material y métodos.
El andlisis de Spearman revel6 que existia una correlacion significativa y positiva (Figura
26) entre las concentraciones intracelulares y fecales de los metabolitos de la ruta de la

HAL, confirmando el papel de la microbiota en este metabolismo.
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Figura 26. Los metabolitos fecales e intracelulares microbianos estdn en correlacionados de
manera positiva.

Los circulos mostrados corresponden con las correlaciones de Spearman significativas (p<0,05).

La medida de las concentraciones de los compuestos da una idea estatica del
metabolismo. Por eso, también es interesante calcular los ratios entre los productos
generados, que dan una visidon mas cercana a la realidad de un metabolismo que por
definicion es dinamico. La microbiota genera metabolitos que pasan al intestino del
huésped, y finalmente, deben excretarse en la orina. Debido a esta secuencia en el
metabolismo, realizamos una correlacion de los metabolitos y sus ratios en heces y en
orina, y obtuvimos correlaciones positivas en el compuesto ImP (p=0,0011), y en los
ratios ImP/His (p=0,0068). El ImP es un compuesto final en la degradacion de la His a
través de la ruta de la HAL, y es de origen microbiano, por lo que nuestros resultados

coinciden con nuestra hipotesis.
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Figura 27. La concentracion en orina del compuesto ImP (A) y del ratio ImP/His (B) correlacionan
positivamente con su concentracion en heces.

Se muestran el coeficiente de correlacion (R) y el valor de significancia para la prueba de
correlacion de Spearman (ImP: p=0,0011; ImP/His: p=0,0068).

Seguidamente, se realizo el andlisis estadistico entre grupos mediante una prueba t de
Student de las concentraciones de los metabolitos en muestras fecales y de metaboloma
intracelular microbiano, y obtuvimos una mayor abundancia de ImP en heces (p=0,012)
y en metaboloma intracelular de microbiota (p=0,016) de nifios por encima de la mediana.
Ademas, en este grupo también encontramos aumentados los ratios ImP/His en heces

(p=0,019) y en metaboloma intracelular (p=0,018) (Figura 28).
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Figura 28. Medida de los metabolitos (A-B) y ratios (C-D) en heces y metaboloma intracelular de
nifios de 6 meses por grupos de COGCOM

(Rojo, por debajo de la mediana; Azul por encima de la mediana). Medidas incrementadas
significativamente (p<0,05) en el grupo con COGCOM por encima de la mediana. Analisis de t

de Student. Valores medios con barras de error tipico.

Por otro lado, en el grupo de nifios con un COGCOM por debajo de la mediana, la medida

del ratio Him/ImP (p=0,037) en heces estuvo significativamente aumentada (Figura 29).
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Figura 29. Medida del ratio Him/ImP en heces de nifios de 6 meses por grupos de COGCOM.

Andlisis de t de Student (p<0,05). Valores medios con barras de error tipico.
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Una vez se comprobd que los metabolitos de la histidina en heces y metaboloma
intracelular presentaban abundancias diferenciales entre los grupos de COGCOM, viendo
el papel de la microbiota en este metabolismo, se midieron las concentraciones de los
compuestos y ratios de los metabolitos de la histidina en orina como matriz bioldgica de
excrecion fisioldgica. Se comprobd que, efectivamente, la His en orina de nifios con
COGCOM por encima de la mediana estaba disminuida de forma significativa (p=0,012),
lo que podria indicar que en esos nifios, tiene un mayor catabolismo, principalmente
debido a la HAL. Ademés, en este grupo hubo una abundancia significativa de Uro en
orina (p=0,032), y que el ratio His/Uro en orina, estaba disminuido en los nifios con
COGCOM por encima de la mediana con diferencias muy cercanas a la significancia
(p=0,08). Esto confirmé nuestros hallazgos por protedémica e in vitro de la medida de la
HAL, pues a mayor rendimiento enzimatico, menor cantidad de sustrato (His) y mayor

cantidad de producto (Uro) (Figura 30).
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Figura 30. Medida de la concentracion de His (A), concentracion de Uro (B) y del ratio His/Uro

(C) en orina de nifios de 6 meses por grupos de COGCOM.

(Rojo, por debajo de la mediana; Azul por encima de la mediana). Analisis de t de Student.

Valores medios con barras de error tipico.
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Partiendo de que se habian observado diferencias significativas entre las comunidades
microbianas de los nifios con un COGCOM por encima y por debajo de la mediana,
respectivamente, y ademads estas diferencias estaban influidas por la semana gestacional
a la que las madres daban a luz (Cerdo, 2018), se analiz¢ si existia una correlacion entre
la abundancia de estas especies significativas y los metabolitos fecales e intracelulares
bacterianos que se generaron, se realizd una correlacion de Spearman y se obtuvieron
correlaciones positivas para Lactococcus con el ratio Him/Uro en heces (p=0,036);
Lachnnospiraceae_Incertae Sedis con la Him intracelular (p=0,033) y al ratio Him/His

intracelular (p=0,028); y Bacteroides con la His intracelular (p=0,029).

Estas correlaciones indican que existe una relacion entre el COGCOM, la microbiota

intestinal y los metabolitos de la histidina.
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2.3. El neurodesarrollo de ratones gnotobioticos se ve afectado por la microbiota y

se asocia con el perfil cognitivo del donante humano

Tras demostrar que la microbiota intestinal asocia con el perfil de desarrollo cognitivo de
nifios de 6 meses, se estudi6 si esta microbiota era también capaz de transferir el fenotipo
de neurodesarrollo a ratones GF.

Se les realizd a los ratones los test de Open Field (OF) y Novel Object Recognition
(NORT) (Figura 31). El test de reconocimiento de objetos es una prueba de uso comun
para la evaluacioén de las funciones de memoria en roedores (Akkerman et al., 2012).
Concretamente, el indice d2 es el valor que se usa como discriminante entre los grupos.
Se calcula como d2=(b-a)/e, siendo b el tiempo de exploracion del objeto nuevo en el
segundo ensayo; a el tiempo de exploracion del objeto conocido del primer ensayo, y e el

tiempo de exploracion total.

A B

Figura 31. Esquema del test de reconocimiento de objetos. A. Familiarizacion.
B. Reconocimiento. (S. Menchén, 2020)

Al realizar el analisis comparativo entre el perfil de cognicion (medido como COGCOM)
de los nifios que fueron donantes de la microbiota de cada raton, con los resultados d2 del
test de reconocimiento de objetos, hubo una asociacion significativa entre los resultados

de los ratones y los de sus donantes (Figura 32).
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Figura 32. El rendimiento cognitivo de los ratones humanizados (Discrimination index, d2) asocia
de forma significativa (p<0,05) con los grupos de COGCOM de los nifios de los que recibieron
la microbiota intestinal.

Below (rojo, por debajo de la mediana del valor de COGCOM); Above (azul, por encima de la

mediana del valor de COGCOM). Analisis t- Student. Valores medios con barras de error tipico.

A la hora de analizar las comunidades microbianas segun el desarrollo cognitivo, la a-
diversidad entre los grupos de ratones en funcion del COGCOM de su donante fue
significativamente diferente. El grupo por encima de la mediana tuvo un mayor numero
de individuos (p=0,038), Dominancia (p=0,023) e indice de Berger-Parker (p=0,02).

Seguidamente, se estudio si la comunidad microbiana intestinal de la ratones asociaba
con el perfil de cognicion de los donantes de los que habian recibido las heces. Se realiz6
un andlisis UniFrac (Figura 33) y tanto las distancias weighted (p=0,044) como las
unweighted (p=0,036) fueron significativas, dando dos comunidades microbianas
diferentes para cada grupo de COGCOM, por encima y por debajo de la mediana,

controlando para las covariables de tanda de experimentacion y semana de gestacion en
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el momento del parto, que como se vio en estudios anteriores, influia en la separacion por

grupos de COGCOM.
A p=0,044 B
p=0,036
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o L

26,9% 19,1%

Figura 33. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de las comunidades intestinales de
microbiota de ratones GF humanizados.

A. Weighted UniFrac (p=0,044), B. Unweighted UniFrac (p=0,036)

Para analizar la abundancia diferencial de las especies en funcion a los grupos de
COGCOM, realizamos un modelo lineal general multivariante corregido por las
covariables semana gestacional y tanda de experimentacion de los ratones. Observamos
un incremento significativo en el grupo de ratones que habian recibido la microbiota de
nifios con COGCOM por encima de la mediana de los filos Actinobacteria (p=0,018) y

Bacteroidetes (p=0,05), y un descenso del filo Verrucomicrobia (p=0,029) (Figura 34).
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Figura 34. Abundancia relativa de la microbiota de los ratones entre grupos de COGCOM de los
donantes a nivel de filo.

A. Abundancia relativa de los filos en el grupo de ratones que recibieron la microbiota de nifios
con COGCOM por debajo de la mediana. B. Abundancia relativa de los filos en el grupo de

ratones que recibieron la microbiota de nifilos con COGCOM por encima de la mediana.

A nivel de familia, se mantuvo la diferencia significativa que existia entre los nifios
humanos de Bacteroidaceae incrementada en el grupo por encima de la mediana
(p=0,042). Ademas, las muestras por encima de la mediana estuvieron enriquecidas en
Bifidobacteriaceae (p=0,02) y FEubacteriaceae (p=0,05), y empobrecidas en
Akkermansiaceae (p=0,029). De manera similar que en los humanos, los ratones
matuvieron diferencias significativas en las abundancias de Bacteroides (p=0,04) por
encima de la mediana, y Lachnospiracea incertae sedis (p=0,002) por debajo de la
mediana. Adicionalmente, el grupo por encima de la mediana estaba enriquecido en
Bifidobacterium (p=0,017), Clostridium sensu stricto (p=0,025), Eubacterium (p=0,05),
Lacrimispora  (p=0,048),  Ruthenibacterium  (p=0,014), Schaalia (p=0,047),
Terrisporobacter (p=0,033), Unclass Bacilli (p=0,05), Unclass _Firmicutes (p=0,04) y

Unclass Ruminococcaceae (p=0,027). Por debajo de la mediana, los géneros
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Akkermansia (p=0,028), Caecibacterium (p=0,023) y Unclass_Bacteroidaceae (p=0,012)
estaban incrementados de manera significativa.

Por ultimo, con el fin de confirmar nuestra hipdtesis de que el neurodesarrollo esta
modulado por el metabolismo de la histidina, realizamos una medida de los metabolitos
de la histidina en las muestras murinas de heces, metaboloma intracelular de la
microbiota, orina, suero y cerebro. Obtuvimos resultados interesantes (Figura 35), como
que la His (p=0,05) estaba aumentada en la orina de los ratones que mostraron peor
rendimiento en la prueba de NORT, coincidiendo esto con los resultados anteriormente
vistos en humanos. Asimismo, se encontrdé una mayor concentraciéon del Uro (p=0,018)
en el metaboloma intracelular de los ratones con mejores resultados en la prueba de

NORT, indicando un paralelismo con los humanos.
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Figura 35. Medida de los metabolitos Hid en orina(A) y Uro en el metaboloma intracelular
microbiano (B) de las muestras de ratones por grupos de NORT.
(Rojo, por debajo de la mediana; Azul por encima de la mediana). Analisis de t de Student.

Valores medios con barras de error tipico.

El conjunto de resultados muestra una clara influencia de la microbiota intestinal en el
rendimiento cognitivo de los ratones, trasladando el fenotipo de sus donantes. Esta
asociacion parece estar mediada por el metabolismo de la histidina. Se requieren mas

estudios para ampliar el conocimiento sobre este campo.
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3. Determinacion rapida y simultanea de intermediarios del metabolismo de la
histidina en microbiota y biomatrices humanas y de raton

En capitulos anteriores, se ha visto como el metabolismo de la histidina estaba
involucrado en el desarrollo cognitivo de nifios. La histidina es el precursor del urocanato
asi como de la histamina, un neurotransmisor que durante mucho tiempo se ha
considerado un modulador de la cognicidén, asi como de muchos otros metabolitos que
impactan en la fisiologia del huésped. Igualmente, numerosos estudios recogidos en la
introduccion han reportado la influencia de los metabolitos de la histidina en la salud
humana. A pesar de la importancia fisiologica de la histidina y sus metabolitos bioactivos,
la falta de un método estandarizado y sensible para su deteccion y cuantificacion
simultaneas dificulta la evaluacion correcta de la influencia de la disbiosis del ecosistema
intestinal en estudios de enfermedades de grandes cohortes.

Usando UHPLC-ESI-MS/MS, se ha desarrollado un método novedoso para determinar
simultdneamente histidina y siete metabolitos bioactivos extraidos féacilmente de
pequeiias cantidades de orina, heces y metaboloma de microbiota humanos y de ratones
en una sola ejecucion rapida (6,5 min), lo que permite una evaluacion integral del
metabolismo de la histidina en el organismo. También se monitorizo la actividad de las
principales enzimas que rigen el metabolismo de la histidina, HAL y HDC, en extractos

celulares microbianos intestinales.

Optimizacion del método

Se empled el método UHPLC-ESI-MS/MS debido a su precision, selectividad,
sensibilidad y reproducibilidad. Aunque se probo el modo negativo, el uso de ESI positivo
resultdé en una buena ionizacion de los compuestos y los iones [M+H]" fueron
seleccionados como iones precursores. La selectividad y la sensibilidad del método se

mejoraron aun mas mediante la eleccion del ion productor de la respuesta mas alta. Se
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probaron diferentes opciones de fase estacionaria y fase movil y, finalmente, obtuvimos
la mejor separacion, forma de pico y respuesta en una fase de agua con acido férmico al
0,1 % (v/v) y una fase mévil de ACN en el modo de eluciéon en gradiente.

Se probaron diferentes columnas C18 para un andlisis de fase inversa, como la columna
Acquity HSS T3 (1,8 pum, 2,1 x 150 mm) que promueve la retenciéon de compuestos
polares y la compatibilidad de la fase movil acuosa. Al utilizar la columna HSS T3, los
metabolitos de histidina se retuvieron bien, pero los isomeros de urocanato cis y trans se
dividieron en dos picos demasiado amplios. Después se probo el analisis de cromatografia
liquida de interaccion hidrofilica (HILIC) para la separacion de isdmeros de urocanato.
Se realiz6 el andlisis en la columna de amida BEH (1,7 um, 2,1 x 100 mm) ya que se sabe
que proporciona suficiente retencion para compuestos muy polares. (Tolstikov & Fiehn,
2002). La separacion en la columna HILIC fue probada previamente por K. M. Joo et al.,
y se aplico con éxito para determinar el nivel de urocanato cis y trans en el estrato cérneo
de muestras de antebrazo y frente (Joo et al., 2012). Observamos una separacion
suficiente y buenas formas de pico de los urocanatos, pero obtuvimos un desempeno
deficiente para los otros analitos. Dado que mejorar la separacion de isémeros sin
sacrificar una amplia cobertura era uno de los objetivos clave en el desarrollo de este
método, se utilizd la columna HSS T3 para detectar y cuantificar histidina, N-
acetilhistamina, glutamato, imidazol-propionato, imidazol-4-acetato e histamina, y la

columna de amida BEH para frans- y cis-urocanato.

Validacion del método

Evaluacion del efecto matriz

Debido a su alta selectividad y sensibilidad, la espectrometria de masas junto con la
cromatografia liquida es una poderosa herramienta analitica. (Silvestro et al., 2013). Sin

embargo, el desarrollo de instrumentacion HPLC-MS/MS y sus aplicaciones no
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garantizan la eliminacion efectiva de interferencias de impurezas enddgenas. El andlisis
cuantitativo con ESI puede verse sustancialmente afectado por la aparicion de supresion
o aumento de iones causado por la presencia de una matriz u otras interferencias en la
muestra, segun lo reportado por muchos autores. (Silvestro et al., 2013; Trufelli et al.,
2011). Este fendémeno se conoce comunmente como '"efecto matriz (ME)" y es
responsable de datos deficientes y poco confiables en un ensayo cuantitativo, lo que
induce una gran influencia en la reproducibilidad, la linealidad y la precision del método.
(Trufelli et al., 2011). El efecto matriz puede ocurrir en cualquier analisis de LC-MS,
especialmente en matrices complejas como heces, metaboloma microbiano y orina. El
uso de patrones internos es una estrategia eficiente destacada para superar y mejorar los
efectos de matriz y, en consecuencia, mejorar la precision del método. (Silvestro et al.,
2013).

En el presente trabajo se propone el uso de dos patrones con estructuras similares y
comportamiento quimico andlogo a los metabolitos de histidina: atenolol (Zhu et al.,
2018) para cis- y trans-urocanato, y ATAA (Kammeyer et al., 1997) para los demas
metabolitos. Esos compuestos nunca se han detectado en muestras humanas y de ratones
y no se detectaron en nuestras muestras. Agregamos estos dos patrones en orina humana
y de ratén (HU, MU), heces (HF, MF) y metaboloma microbiano (HM, MM).

Para comprobar la presencia o ausencia de efecto matriz para el atenolol o el ATAA y, en
consecuencia, para los metabolitos de histidina, se realizo una comparacion de pendientes
entre diferentes curvas de calibracion. Primero, se prepar6 una curva de seis niveles de
concentracion para atenolol y ATAA en agua destilada y ACN. De manera similar, se
realiz6 una segunda curva de calibracion agregando a cada matriz la misma cantidad de
atenolol y ATAA que se us6 en la calibracion estandar (seis niveles de calibracion). Las

tablas 15 y 16 muestran los parametros de calibracién obtenidos.
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Tabla 15. Efecto matriz. Comparacion de las curvas de calibrado en HO+ACN (patrones) y cada

una de las matrices medidas para el ATAA

ATAA Comparacion estadisitica
a Sq b(mLng!)  sy(mLng!) R’ (%) Syi Feae  teate (b)) teate (a)
Patron 580,42 965,04 728,54 18,75 99,8 1455,73
HU 14,02 1136,31 749,78 22,07 99,74  1714,08 | 1,39 0,73 0,38
HM -329,44 482,88 695,09 9,38 99,94 7284 3,99 1,59 0,84
HF 1505,33 1259,14 704,96 24,46 99,64  1899,36 | 1,7 0,77 0,58
MU -264,78 432,32 667,86 8,4 99,95 652,14 4,98 1,05 0,8
MM 578,4 611,66 680,24 11,88 99,91 922,67 2,49 2,18 0,01
MF 311,92 1155,73 7294 22,45 99,72 1743,38 | 1,43 0,03 0,18
HDC -481,05 613 688,52 11,91 99,91 924,68 2,48 1,8 0,93
HAL -484,32 812,35 685,18 15,78 99,84 12254 1,41 1,77 0,84

a, ordenada en el origen; sa, desviacion estandar de la ordenada en el origen; b, pendiente; sb, desviacion

estandar de la pendiente; R?, coeficiente de determinacion; Sy/x, desviacion estindar de la regresion. Ftab

(df: 4 . P=0,95)=6,38; ttab (df: 10. P=0,95)=2,23. HU, Orina humana; HM, Metaboloma microbiota

humana; HF, Heces humanas; MU, Orina de raton; MM, Metaboloma de la microbiota de raton; MF, Heces

de ratén; HDC, actividad histidina descarboxilasa; HAL, actividad histidina amonio-liasa.

Tabla 16. Efecto matriz. Comparacion de las curvas de calibrado en H2O+ACN (patrones) y cada una

de las matrices medidas para el atenolol

Atenolol Comparacion estadisitica
a Sa b(mLng') sy(mLng') R’ (%) Syi Feae teatc () teate (@)

Patron 16224,03  9527,44  8530,31 185,08 99,86 14371,82

HU 14208,95  8471,88  8622,77 164,57 99,89 12779,55 | 1,26 0,37 0,16
HM -5217,72 7079,89  8793,32 137,53 99,93 10679,78 | 1,81 1,14 1,81
HF 14549,94  5085,34 8321 98,79 99,96 7671,06 | 3,51 1 0,16
MU -584,73 6634,85  8862,22 128,89 99,94 10008,44 | 2,06 1,19 1,45
MM -4418,15 8014,02  8754,45 155,68 99,91 12088,88 | 1,41 0,93 1,66
MF 11680,97  5728,56  8432,22 111,28 99,95 8641,34 | 2,77 0,45 0,41
HDC 2062,42 6856,23  8890,06 133,19 99,93 10342,39 | 1,93 1,58 1,21
HAL -2797,81 76133 8829,67 147,89 99,92 11484,41 | 1,57 1,26 1,56

a, ordenada en el origen; sa, desviacion estandar de la ordenada en el origen; b, pendiente; sb, desviacion

estandar de la pendiente; R?, coeficiente de determinacion; Sy/x, desviacion estindar de la regresion. Ftab

(df: 4 . P=0,95)=6,38; ttab (df: 10. P=0,95)=2,23. HU, Orina humana; HM, Metaboloma microbiota

humana; HF, Heces humanas; MU, Orina de raton; MM, Metaboloma de la microbiota de raton; MF, Heces

de ratén; HDC, actividad histidina descarboxilasa; HAL, actividad histidina amonio-liasa.
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Se aplicd una prueba t-Student para comparar la similitud estadistica entre los valores de
la pendiente para cada curva de calibrado (Cantarero et al., 2011). En primer lugar,
comparamos las varianzas, estimadas como s?yx mediante la distribucion F de Snedecor.
Los valores F calculados fueron inferiores al valor F critico de 6,38 (nivel de significacion
del 5% y 4 grados de libertad) y las varianzas fueron iguales. En consecuencia, el valor t

calculado se obtiene con la ecuacion

tcal = (b, — b,)/ /(sil +552)

donde by, by, s?b1 y s?b, son las pendientes de las curvas de calibracion y sus respectivas
varianzas. Estos valores se compararon con el valor t teorico de 2,23 y fueron mas bajos,
lo que indica que no hubo diferencias significativas en las pendientes y las intersecciones.
Como la respuesta para ambos estandares fue estadisticamente igual, en agua desionizada
+ ACN y en todas las muestras humanas y de raton, se demostrd la ausencia del efecto
matriz. Por tanto, los metabolitos de histidina no deberian presentar efecto matriz en

ninguna de las matrices medidas.

Caracteristicas analiticas del método

Linealidad de la curva de calibrado: Una vez demostrada la ausencia del efecto matriz,
se construyd una curva de calibrado de seis puntos inyectando 100 pL de diferentes
soluciones estandar. Se construyd una curva de calibrado para cada metabolito de
histidina usando la relacion del area del pico del analito/patrén interno frente a la
concentracion del analito. Los resultados para la ordenada en el origen (a), pendiente (b),
coeficiente de determinacion (R?) y nivel de probabilidad de la prueba de falta de ajuste,
Pior (%), se resumen en la Tabla 17. Los valores de los coeficientes de correlacion (R?)

oscilaron entre 99,6 y 100% y los valores de p fueron >5% en todos los casos (Plof %)
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(Analytical Methods Committee, 1994). Por lo tanto, los datos muestran una buena

linealidad dentro de los rangos establecidos.

Tabla 17. Parametros analiticos y estadisticos de la medida de los metabolitos de la histidina.

. . b N R? S LOD LOQ Piot
() (yx) (ngmL") (ngmL") (%)
Columna HSS T3
Histidina -0,018 0,027 0,03  520-10* 99,9 0,04 1,4 4,8 12
N-acetilhistamina 0,714 0,401 0,635 7,80 103 100 0,606 0,4 1.4 44
Glutamato 0,029 0,045 0,063 8,68-10% 99,9 0,067 1,5 5,2 27
Imidazol-propionato 0,358 0,11 0,146 2,14-103 99,9 0,166 0,8 2,6 33
Imidazol-4-acetato -0,012 0,003 0,006 5,81-107 100 0,005 2,4 8,2 35
Histamina -0,042 0,007 0,008 1,45-10* 99,9 0,011 2,3 7,8 16
Columna BEH Amide
Cis-urocanato 0,273 0,517 0,304 1-102 99,7 0,78 0,5 1,7 17
Trans-urocanato -0,674 0,727 0,396  1,41- 107 99,6 1,097 0,2 0,7 20

a, ordenada en el origen; s,, desviacion estandar de la ordenada en el origen; b, pendiente; sb, desviacion
estandar de la pendiente; R?, coeficiente de determinacion; sy/x, desviacion estandar de la regresion; LOD,
limite de deteccion; LOQ, limite de cuantificacion; Pior(%), nivel de probabilidad de la prueba de falta de

ajuste.

Sensibilidad (LOD y LOQ): Los valores obtenidos para los LOD variaron de 0,2 a 2,4 ng
mL"!, y los LOQ de 0,7 a 8,2 ng mL"! para trans-urocanato e¢ imidazol-4-acetato

respectivamente. Los resultados se resumen en la Tabla 17.

Selectividad: La comparacion entre el cromatograma de una muestra dopada con una
concentracion conocida de los patrones internos con el correspondiente de una muestra
sin dopar mostré6 que los patrones no estaban presentes en las muestras y que las
interferencias de sustancias endogenas estaban ausentes en el tiempo de retencion de
todos los analitos. Por lo tanto, las condiciones instrumentales optimizadas confirmaron

una alta selectividad del método propuesto. Los cromatogramas en modo MRM de una
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muestra fecal de raton se muestran en la Figura 36 (columna T3 HSS) y en la Figura 37

(columna amida BEH).
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Figura 36. Cromatograma UHPLC-MS/MS de una muestra de ratéon con columna HSS T3
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Figura 37. Cromatograma UHPLC-MS/MS de una muestra de ratéon con columna BEH Amide
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Exactitud (veracidad y precision): Analizamos cada compuesto en el disolvente en tres
niveles de concentracion (5, 50 y 100 ng mL') en tres réplicas durante tres dias
consecutivos. La precision se calculé como desviacion estandar relativa (% RSD). Las
tasas de recuperacion (%Rec) se calcularon para determinar la veracidad comparando la
concentracion estimada con la cantidad encontrada. La Tabla 18 muestra los resultados
obtenidos. El %Rec vari6 del 87 % para el imidazol-propionato al 114% para el imidazol-
4-acetato, lo que estd dentro de los limites recomendados (15 % de las concentraciones
nominales)(CDER & CVM, 2018). La precision interdia también fue < 15% en todos los
casos. Por lo tanto, todos los compuestos estuvieron dentro de los limites aceptables para

la validacion del método bioanalitico.

Tabla 18. Exactitud del método. Ensayo de recuperacion, precision y veracidad

a -
Estimada (ng mL”) ]E)’ncontr ada * (RSD) (ng mL Recuperacion (%)

Histidina 5 4,8 (3,2) 96
50 48,2 (1,5) 96
100 100,7 (2,8) 101
N-acetilhistamina 5 4,8 (3,8) 96
50 48,8 (0,8) 98
100 100,5 (3,5) 101
Glutamato 5 4,6 (3,9) 93
50 49,2 (2,3) 98
100 100,1 (3,1) 100
Imidazol-propionato 5 4,3 (3,7) 87
50 49,4 (1,7) 99
100 99,9 (3,7) 100
Imidazol-4-acetato 5 5,7 (1,8) 114
50 49,5 (0,3) 99
100 100,5 (2,6) 101
Histamina 5 5,6 (0,8) 113
50 48,7 (1,1) 97
100 100,1 (2,6) 100
Cis-Urocanato 5 4,4 (1,8) 88
50 53,7(0,5) 107
100 98,6 (1) 99
Trans-Urocanato 5 5,6 (0,3) 112
50 52,1(1,5) 104
100 99,8 (0,7) 100

4 Determinacion media (Desviacion estandar relativa, %)
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Biomonitorizacion de metabolitos bioactivos de histidina en orina, heces y
metaboloma de microbiota humana y de raton.

La L-histidina es un aminodcido nutricionalmente esencial con propiedades bioquimicas
y fisioldgicas unicas usada para tratar la artritis reumatoide y la anemia en pacientes con
insuficiencia renal cronica en el pasado, pero recientemente se investigd para prevenir la
fatiga durante el ejercicio extenuante, como terapia en trastornos relacionados con el
envejecimiento, sindrome metabolico, dermatitis atdpica, ulceras, enfermedades
inflamatorias intestinales, enfermedades oculares y trastornos neuroldgicos y como
biomarcador de diabetes tipo II inducida por microorganismos (Brosnan & Brosnan,
2020; Koh et al., 2018; Moro et al., 2020). Estos efectos estan mediados por la histidina
y sus principales metabolitos bioactivos la histamina, N-acetilhistamina, imidazol-4-
acetato, cis-urocanato, trans-urocanato, glutamato e imidazol-propionato. (Albert et al.,
2010; Branco et al., 2018; Bukke et al., 2020; Canadian Institutes of Health Research,
Canada Foundation for Innovation, 2019; Chu et al., 2020; Correale & Farez, 2013;
DiNicolantonio et al., 2018; Fischer et al., 2021; Hart & Norval, 2020; Hodo et al., 2020;
W. Hu & Chen, 2017; Ibrahim et al., 2020; Koh et al., 2018, 2020; Kopple & Swendseid,
1975; Korhonen et al., 2020; Krall et al., 2016; W. Li et al., 2020; Menezes et al., 2016;
Molinaro et al., 2020; Pugin et al., 2017; Schubert & Peura, 2008; Stipanuk & A., 2006;
Torii et al.,, 2013; Tunnicliff, 1998; Valembois et al., 2017; Zhu et al., 2018).
Desarrollamos y validamos un método simple, rapido y robusto para determinar sus
concentraciones en orina, heces y metaboloma de microbiota de humanos y de ratones

(Figura 38 y Tabla 19).
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Figura 38. La histidina y sus metabolitos bioactivos en muestras biologicas
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Orina humana, metaboloma microbiano humano y heces humanas (HU, HM y HF); y orina de

ratébn, metaboloma microbiano de ratéon y heces de raton (MU, MM y MF). Se usaron los

promedios de diez repeticiones para determinar la contribucion de cada metabolito de la histidina

Tabla 19. Distribucion total del pool de histidina (umol L)

Histidina N-acetil- Glutamato Imidazol- Imidazol-4- Histamina Cis- Trans-
histamina propionato acetato urocanato  urocanato
HU 7,07 (6,02) ND 0,31(0,19) 0,04 (0,06) 0,1(0,04) 0,18(0,04) 0,07(0,07) 0,25(0,15)
HM 0,09 (0,08) ND 0,29 (0,27) ND ND 0,09 (0,01) 0,01(0,01) 0,16(0,11)
HF 0,81(0,34) 0,29(0,47) 3,59(2,86)  0,4(0,36) ND 0,13 (0,07) 0,01(0,01) 0,23 (0,15)
MU 0,11(0,02) 0,11(0,06) 0,2 (0,05) 0,47 (0,39) 0,69 (0,32) 0,75 (0,75) ND 0,18 (0,09)
MM ND ND 0,35 (0,44) ND ND 0,09 (0,01) 0,02 (0,04) 0,09 (0,13)
MF 0,2(0,08) 0,13(0,09) 11,78 (23,85) 0,22(0,44) 0,04 (0,01) 0,16(0,09) 0,02(0,02) 0,62 (0,84)
HDC 0,59 (0,19)
HAL 0,05 (0,09) 0,99 (1,37)

Determinacion media (Desviacion estandar). ND, no detectado (<LOD)

El método propuesto se aplico a 10 muestras humanas y 10 de ratones. También

evaluamos la produccion de trams-urocanato e histamina como resultado de las
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actividades de HAL y HDC, las enzimas clave que gobiernan el catabolismo metabdlico

de la histidina (Tabla 19).

Todos los metabolitos se cuantificaron en heces de ratdén, lo que sugiere un amplio
intercambio de metabolitos de histidina entre el intestino y el huésped. Se detectaron
glutamato e histamina en todos los fluidos y muestras en concentraciones que oscilaban
entre 0,20y 11,78 uM para el glutamato y entre 0,09 y 0,75 uM para la histamina. La alta
frecuencia de deteccion de estos metabolitos es consistente con su papel central en el
metabolismo y la fisiologia del huésped. Las heces de los ratones tenian el mayor
contenido de glutamato, 11,78 uM, 3,3 veces mas que las heces humanas, posiblemente
relacionado con las diferencias en la composiciéon de la microbiota intestinal entre
especies (R. Liu et al., 2017). Los niveles de histamina en orina en ratones alcanzaron
0,75 uM, mas altos que los observados en la orina humana que se encontraban dentro del
rango previamente publicado (Myers et al., 1981). Las diferencias entre las matrices de
especies se destacaron con una proporcion de histamina a histidina en orina que fue 281
veces mayor en ratones en comparacion con humanos, lo que sugiere un proceso
inflamatorio o alérgico subyacente en nuestra cohorte de ratones. (Branco et al., 2018).
El nivel mas alto de imidazol-4-acetato, el producto de la oxidacion de la histamina por
la diamino oxidasa y la aldehido deshidrogenasa, también se observo en la orina del raton,
lo que indica una alta tasa catabolica de histamina. La orina de ratén también contenia la
mayor cantidad de imidazol-propionato entre las matrices, 10 veces mas que en la orina
humana. El imidazol-propionato no mostr6 asociacion con las variables de salud infantil,
posiblemente debido al bajo nimero de sujetos. Por el contrario, la N-acetilhistamina solo
se pudo cuantificar en heces humanas y de ratéon y en orina de ratéon en concentraciones
de 0,11 uM a 0,29 uM. El hecho de que se detectara N-acetilhistamina en heces humanas

y de ratén confirmé informes previos sobre su origen en el metabolismo microbiano
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intestinal (Fujisaka et al., 2018) que eventualmente puede ser excretado en la orina (Van
Der Heiden et al., 1972).

La orina humana tuvo la concentracién mas alta de histidina alcanzando 7,07 uM, lo que
posiblemente refleja una ingesta dietética excesiva de histidina en lugar de una
degradacion de histidina alterada por la deficiencia de HAL, ya que su producto trans-
urocanato se detectd en todas las muestras de orina. El cis-urocanato se separd
eficazmente del frans-urocanato y se cuantificod en todas las matrices excepto en la orina
de ratén, con un rango de 0,01 uM en heces humanas y metaboloma microbiano
intracelular a 0,07 puM en orina humana. Este hallazgo probablemente se deba a la
exposicion de la piel a los rayos UV. (Korhonen et al., 2020). Finalmente, el trans-
urocanato alcanz6 la concentracion mas alta (0,62 pM) en las heces de raton, igual que se
observo para el glutamato, siendo ambos metabolitos los intermediarios inicial y final de
la via de degradacion de la histidina, lo que indica una alta tasa cataboélica en las heces de

raton.

Una cuantificacion precisa de las alteraciones en el metabolismo de la histidina y su
modulacion por la microbiota es clave para evaluar el impacto de la disbiosis en
enfermedades neuroldgicas, inmunitarias y metabodlicas. La evaluacion de los metabolitos
de histidina ha sido cubierta parcialmente por varios métodos separados con alcance,
sensibilidad y precision variables, impidiendo la cuantificacion simultanea y la asociacion
de metabolitos y sus ratios con trastornos relacionados con la histidina. Para cubrir esta
necesidad, hemos desarrollado y validado un método répido, robusto y de alto
rendimiento para la cuantificacion de histidina y siete metabolitos bioactivos facilmente
extraidos de orina, heces y metaboloma de microbiota humana y de raton, mediante
cromatografia liquida en tandem con espectrometria de masas. A pesar de que los

compuestos tenian diferentes propiedades fisicoquimicas, logramos medir
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simultaneamente los metabolitos de histidina con un tiempo de ejecucion de 6,5 minutos.
Nuestro enfoque novedoso captura el metabolismo de la histidina en un solo ensayo con
un alto nivel de precision y reproducibilidad, lo que lo hace especialmente interesante
para el fenotipado metabodlico de la microbiota profunda en grandes estudios de

enfermedades y la deteccion rutinaria posnatal de alteraciones en la via de la histidina.
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4. Discusion global

La microbiota intestinal humana es una comunidad microbiana densa y diversa presente
en el tracto gastrointestinal compuesta aproximadamente por 10-10' células
bacterianas (es decir, 10 veces la cantidad de células eucariotas en el cuerpo), que
contribuye en gran medida a la salud y enfermedad del organismo (Farag et al., 2020).
Existe una amplia evidencia que ha revelado que las comunidades microbianas
intestinales han coevolucionado con el huésped para desarrollar una relacion mutualista,
lo que influye en la homeostasis metabolica, el sistema endocrino, la funcion cerebral y
la disponibilidad de macronutrientes (Farag et al., 2020). De especial interés son las
etapas tempranas de la vida, donde el establecimiento y la influencia de la microbiota
intestinal puede tener consecuencias a largo plazo de cara al desarrollo del metabolismo

energético, la cognicion, el comportamiento y sus posibles alteraciones

Microbiota y obesidad

La obesidad es un problema de salud publica de primer orden. Se trata de una enfermedad
multifactorial que tiene una base genética pero requiere de factores ambientales para
manifestarse (Heymsfield & Wadden, 2017). La composicién microbiana del tracto GI
tiene un impacto directo en la salud humana, generando efectos beneficiosos o adversos

(Marchesi & Ravel, 2015) y en consecuencia, también en la obesidad.

Numerosos estudios respaldan esta hipotesis. En 2004, Backhed et al. publicaron un
estudio en el que demostraron que los ratones convencionales tenian mas de grasa
corporal y gonadal que los ratones GF (Bickhed et al., 2004). También demostraron que
la colonizaciéon de ratones GF con microbiota procedente del ciego de ratones
convencionales produjo un aumento del 60% de la grasa corporal de los GF en dos

semanas. El aumento en la grasa corporal se acompaié de un aumento de marcadores
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relativos al sindrome metabolico. Estos resultados les llevaron a proponer que la
microbiota de los individuos obesos era mas eficiente en la extraccion de energia a partir
de la dieta que la microbiota de los individuos delgados. Para demostrar esto y determinar
si el aumento en la adiposidad era una caracteristica que se trasmitia a través de la
microbiota, este mismo grupo de investigacién observd un aumento en el porcentaje de
grasa corporal en los ratones GF que habian recibido microbiota procedente de los ratones
obesos (ob/ob) superior al aumento de grasa corporal que se produjo en los ratones que
recibieron la microbiota de los ratones delgados, a pesar de que no hubo diferencias en el
consumo de alimentos (Turnbaugh et al., 2006). Estos datos y otros experimentos en
modelos animales (Turnbaugh et al., 2008) propusieron que la microbiota es un agente
activo en la extraccion de energia de la dieta y demostraron que su transmision trasladaba
los fenotipos tanto obeso como delgado en modelos animales. Posteriormente, en
humanos, se transfiri6 la microbiota intestinal de donantes humanos delgados a pacientes
con sindrome metabolico. Estos pacientes mejoraron su resistencia insulinica periférica 6
semanas después del trasplante aunque su peso corporal y adiposidad no se modificaron.
Este hecho se asocié a una ganancia en diversidad bacteriana intestinal, asi como a un
aumento en la cantidad del productor de butirato Roseburia intestinalis (Vrieze et al.,
2012). Recientemente, se comprobd que la dieta juega un papel central en la efectividad
de la transmision de los fenotipos obeso y delgado a través del trasplante de microbiota.
Ridaura et al. (Ridaura et al., 2013) transfirieron la microbiota intestinal procedente de
parejas de gemelos dispares en el perfil de obesidad a ratones GF. Al igual que los
estudios anteriores, los animales que recibieron la microbiota intestinal del gemelo obeso
aumentaron su masa grasa con respecto a los que recibieron microbiota del gemelo
delgado a pesar de no existir diferencias en el consumo de alimento. Después de la
inoculacién de los animales realizaron experimentos de cohabitacion en los que

incluyeron en la misma jaula ratones que habian recibido la microbiota del gemelo obeso
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junto con ratones que habian recibido la microbiota del gemelo delgado. La cohabitacion
produjo una invasion de los microorganismos de los animales inoculados con la
microbiota del gemelo delgado hacia los ratones inoculados con una microbiota del
gemelo obeso y una disminucién en el porcentaje de grasa corporal de los ratones que
habian recibido la microbiota del gemelo obeso cuando los ratones se alimentaban con
una dieta tipica de raton (baja en grasa y alta en polisacaridos vegetales). Cuando los
ratones recibian una dieta alta en grasas y baja en frutas y vegetales, la microbiota de los
ratones que habian recibido la microbiota del gemelo delgado fracasaban en la invasion
y no protegian a sus compaiieros de jaula del aumento de grasa corporal. Estos y otros
estudios indican que el microbioma juega un papel en la homeostasis energética del
huésped y en establecimiento y desarrollo de obesidad. Aunque numerosos estudios han
abordado la interrelacion entre microbioma, dieta y obesidad, aun estdn por esclarecer
tanto los microorganismos responsables como los mecanismos moleculares de su
interaccion metabolica con el huésped.

Conociendo que la microbiota del obeso tiene una mayor capacidad de extraccion de
energia y que nuestro estudio metaprotedmico sefialaba hacia las glicosidasas, enzimas
exclusivas de origen microbiano e imprescindibles para la fermentacion de carbohidratos
y polisacéridos indigeribles de la dieta, se explord su actividad y posible relacion con la
obesidad (Hernandez et al., 2013). Tras analizar la actividad especifica de 23 glicosidasas
diferentes, se comprob6 que la actividad total era 40 veces superior en el obeso y, lo mas
importante, que correlacionaba positivamente con BMI, la glucemia en ayunas y la
resistencia a la insulina.

Esta conexion metabolica entre microbiota y huésped proporcionaba la pista para emplear
la actividad glicosidasa, en concreto la actividad B-galactosidasa, para identificar las
bacterias activas en la microbiota de obesos y delgados (Ruiz et al., 2017). Los datos

demostraron que la composicion de la microbiota activa es muy diferente a la total,
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destacando los miembros de Bacteroidetes, Proteobacterias y Actinobacteria. Ademas, la
intervencion dietética a largo plazo cambio6 la estructura de la microbiota activa pero no
su capacidad metabolica, que viene determinada por BMI. Sorprendentemente, la
funcionalidad microbiana (actividades a-glucosidasa y B-galactosidasa) correlacionaban
positivamente con los marcadores metabolicos, BMI y resistencia a la insulina en los
obesos. La correlacion entre actividad metabolica y BMI se vio confirmada también

mediante andlisis metabolomico (Rojo et al., 2015).

Nuestro enfoque para comprender como la microbiota influye y es capaz de imprimir
fenotipos de obesidad de manera vertical a través de las generaciones (madre-hijo) y entre
especies (madre-hijo-ratébn) se ha centrado en estudios de la composicion y la
funcionalidad, tanto in silico, como in vitro ¢ in vivo de las comunidades microbianas en
funcion de la herencia del perfil materno de obesidad.

En nuestro primer trabajo, se emplearon técnicas de andlisis de librerias del gen 16S
rRNA, metaprotedmica y medidas in vitro de actividades glicosidasas para establecer
asociaciones entre los perfiles metabdlicos y filogenéticos de las comunidades
microbianas en muestras fecales de nifios de madres con normopeso, sobrepeso y
obesidad. Se observo una menor abundancia del género Bacteroides en sujetos obesos,
pero un aumento en Bifidobacterium. Curiosamente, los niveles de probidticos
tradicionales de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium parecen ser mas altos en las
enfermedades relacionadas con la obesidad y el sistema endocrino segin los datos
recuperados de algunos estudios (Armougom et al., 2009; Schwiertz et al., 2010). Las
muestras de nifios de madres con sobrepeso estuvieron enriquecidas en Ruthenibacterium
y Anaerostipes, mientras que la microbiota de nifios de madres obesas tuvo mayor
abundancia en Faecalimonas, Romboutsia, Dialister, Parasutterella. A nivel de filo hubo

una sobreabundancia de Bacteroidetes en los grupos de normopeso. Aunque hay
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resultados contradictorios de estudios en cuanto a los patrones de las comunidades
microbianas intestinales en humanos obesos, las composiciones de nuestras muestras son
consistentes con la hipdtesis Bacteroidetes bajo/Firmicutes alto propuesta inicialmente
por Turnbaugh et al. en 2006 (Turnbaugh et al., 2006) que asocia la obesidad con una
disminuciéon de la diversidad bacteriana y la reduccion de la representacion de
Bacteroidetes. En nuestro analisis de la composicion, sin embargo, no se observaron
diferencias de la diversidad microbiana.

En nuestro estudio, proporcionamos evidencia de que la obesidad materna esta
relacionada con diferencias significativas en la estructura de la comunidad microbiana
intestinal pues las métricas de B-diversidad mostraron tres grupos distintos agrupados
segun el BMI materno antes del embarazo. Mueller et al. mostrd que la obesidad materna
se asocid con una composicion alterada de la microbiota intestinal en los recién nacidos
nacidos por via vaginal, aunque no se traslad6 en los nacidos por cesarea (Mueller et al.,
2016). Por otro lado, los resultados de un metanalisis sugerieron que la lactancia materna
es un factor protector significativo contra la obesidad en nifios (Yan et al., 2014). Nosotros
también encontramos un efecto relacionado con el modo de parto y de la lactancia
materna sobre la microbiota intestinal.

Nuestras predicciones por analisis metagendmicos mostraron un enriquecimiento general
en los genes implicados en las vias metabdlicas de la microbiota intestinal de los nifios
nacidos de madres obesas. Es de destacar que encontramos un enriquecimiento en los
moédulos de la degradacion de polisacéaridos, como la proteina de union al sustrato del

sistema de transporte de maltooligosacarido (COG2182) y la B-glucosidasa (COG1472).

Cabe destacar que la microbiota hidroliza los carbohidratos no digeribles en
oligosacaridos y monosacaridos que alimentan el metabolismo central del carbono (Flint,

Scott, Duncan, et al., 2012). Las principales rutas metabodlicas bacterianas son la ruta de
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Embden-Meyerhof-Parnas (glucolisis, para azucares de seis carbonos) y la ruta de las
pentosas-fosfato (para azicares de cinco carbonos) que conducen al fosfoenolpiruvato
que se convierte en productos de fermentacion como butirato y propionato (Miller &
Wolin, 1996). En nuestro estudio, el microbioma de los nifios nacidos de madres obesas
tiene una proporcion significativamente mayor de genes involucrados en el metabolismo
de la B-glucosidasa, una enzima de origen exclusivamente bacteriano que actia sobre los
enlaces B1>4, que unen dos glucosas o moléculas con sustituciones de glucosa (como
el disacarido celobiosa). Teniendo en cuenta que las rutas de degradacion de
carbohidratos estaban presentes en la microbiota intestinal, nuestros resultados sugieren
una mayor capacidad para procesar la mayor variedad de polisacéaridos en la dieta por
parte de la microbiota intestinal de los nifios nacidos de madres obesas.

La determinacién de las actividades microbianas intestinales de o-galactosidasa, [-
galactosidasa, a-glucosidasa, B-glucosidasa y a-fucosidasa en nifios de 6 meses confirmé
el enriquecimiento del metabolismo de carbohidratos de los metaproteomas en los nifios
de madres obesas y con sobrepeso. Estos resultados concuerdan con los publicados
previamente por Hernandez et al. (Hernandez et al., 2013), donde, tras analizar la
actividad especifica de 23 glicosidasas diferentes, se comprobd que la actividad
enzimatica glicosidasa de 23 enzimas era 40 veces superior en el obeso y correlacionaba
positivamente con el BMI, con un salto notable en el valor de las actividades glicosidasas
en sujetos con un BMI >25kg/m?2 (sobrepeso y obesidad), con la glucemia en ayunas y la
resistencia a la insulina.

Finalmente, este estudio muestra diferencias en la composicion taxonémica y la
funcionalidad de la microbiota intestinal entre los grupos de nifios que se mantuvieron
tras una correccion estricta para las covariables confusoras tipo de parto y lactancia
materna, donde la obesidad materna antes del embarazo puede imprimir una composicioén

microbiana intestinal selectiva con mayor capacidad metabodlica durante la infancia. Estos
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resultados confirman nuevamente que la capacidad de extraccion de energia por parte de
la microbiota estd asociada al perfil de obesidad de los sujetos, siendo en este caso aun
mas interesante, pues la microbiota de la descendencia es la que hereda la funcionalidad

de la microbiota materna.

Teniendo en cuenta que la microbiota es un agente asociado a la obesidad y que traslada
el fenotipo de su huésped, nos planteamos continuar con un enfoque in vivo y procedimos
a analizar la composicion y funcionalidad de la microbiota intestinal de ratones GF
humanizados con microbiota de nifios de nuestro estudio, y su asociacion con el fenotipo
del donante humano (madre-hijo) y del receptor murino (madre-hijo-raton).

Inicialmente realizamos un andlisis de la composicién microbiana de los ratones para
comprobar que el FMT funcionaba. Las diferencias significativas en las abundancias a
nivel de filo y género, asi como la o y § diversidad, mostraron que el establecimiento de
la microbiota era diferente en los receptores murinos respecto de sus donantes. Sin
embargo, estas diferencias se mantuvieron de manera similar en cada pareja donante-
receptor, mostrando una clusterizacion en la que preferentemente las muestras de ratones
agrupaban por el individuo del que procedia su microbiota. Por tanto, a pesar de las
diferencias comunes en la composicion microbiana entre distintas especies, podemos
asumir que los resultados observados en ratones, tienen una influencia total o parcial de
la microbiota humana, como han descrito los resultados de otros autores con la
humanizacion de ratones mediante el FMT en estudios de microbiota y obesidad (Ridaura
et al., 2013) asi como de microbiota y alteraciones en el neurodesarrollo (Sharon et al.,

2019).

En relacion a la obesidad, tras recibir todos los grupos una dieta chow, definida como

normal, es decir, alta en fibra y baja en grasas, la ganancia de peso que experimentaron
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los ratones que habian recibido microbiota de nifios de madres obesas fue
significativamente mayor frente a los que recibieron la microbiota de nifios de madres
con sobrepeso y normopeso. Estos resultados coinciden con los descritos por Ridaura
(Ridaura et al., 2013), demostrando que la microbiota de gemelos dispares (uno delgado
y otro obeso) inducia adiposidad y fenotipos metabdlicos similares en ratones. Ademas,
la microbiota del gemelo delgado podia prevenir el aumento de adiposidad en ratones
receptores de microbiota de obesos, si los ratones se alimentan con una dieta adecuada.
Por otro lado, Soderborg et al. (Soderborg et al., 2018), inocularon microbiota de nifios
de madres obesas y delgadas en ratones GF y no hallaron diferencias en la ganancia de
peso siguiendo una dieta chow, pero si lo hicieron al someter a los ratones a una dieta
occidental, es decir, alta en grasas y carbohidratos. Ademads, nuestros resultados
mostraron que las medidas de glucosa en sangre de los ratones, establecidas como area
bajo la curva (AUC, mg h/dL), tuvieron una correlacion positiva con el peso del raton,
por lo que la microbiota gener6 en los ratones signos de sindrome metabdlico. El analisis
de composicion de la microbiota de los ratones reveld una B-diversidad diferente, en
funcién del BMI de las madres de los nifios (analisis de UniFrac unweighted), asi como
una o-diversidad empobrecida significativamente en el grupo de los ratones que habian
recibido la microbiota de nifios de madres obesas. Estos resultados se corresponden con
lo descrito por Turnbaugh (Turnbaugh et al., 2006), sumando evidencia a que la
microbiota de los obesos suele estar empobrecida en la diversidad de especies, y las
comunidades microbianas son diferentes segun el perfil de obesidad del huésped. En
cuanto al perfil taxondmico, hubo dos especies que se mantuvieron significativas igual
que en el estudio de los humanos, Anaerostipes y Ruthenibacterium, incrementadas en
los sujetos con exceso de peso. Por otro lado, Faecalibacterium estuvo empobrecida en
estas muestras. Esto concuerda con los resultados revelados por un estudio donde se

sometid a sujetos obesos y con sobrepeso a la ingesta de dieta mediterranea, mejorando
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el perfil metabdlico y disminuyendo la abundancia de Ruthenibacterium lactatiformans
y aumentando la abundancia de Faecalibacterium prausnitzii (Horvath et al., 2020;
Meslier et al., 2020). Las especies de NGP que son reconocidas y probadas clinicamente
parecen ser menos abundantes en pacientes relacionados con la obesidad. Por lo tanto, las
especies probadas de los géneros Akkermansia, Faecalibacterium, Eubacterium,
Bacteroides, Parabacteroides y Christensenella podrian contribuir a restaurar los
desequilibrios microbianos observados. En este sentido, los nuevos microbios
beneficiosos o los enfoques de busqueda de NGP podrian basarse con éxito en el cultivo
y aislamiento de nuevos géneros y especies que presentan una abundancia diferencial
entre pacientes y sujetos sanos y pueden vincularse con resultados clinicos relevantes.
(Lopez-Moreno et al., 2021)

Finalmente, y basandonos en estudios anteriores, aunque habiamos propuesto la actividad
glicosidasa como criterio racional para identificar y clasificar las comunidades
microbianas en el desarrollo de obesidad, nuestra hipotesis quedd parada debido a los
resultados obtenidos tras la medida de las actividades glicosidasas de la microbiota de
ratones, que puede deberse a efectos de la variabilidad de la microbiota y metabolismo
interespecie (R. Liu et al., 2017). En este caso, no hubo una asociaciéon con el BMI
materno de los nifios, al contrario, la actividad glicosidasa se vio aumentada en los grupos
de los ratones que habian recibido la microbiota de nifios de madre con normopeso y
sobrepeso, siendo siempre superiores a las de madres obesas. Ademads, estos resultados
nos hicieron plantearnos que posiblemente el impacto de la dieta, que no habiamos
considerado en nuestro experimento, tenia una gran importancia a la hora de trasladar el
metabolismo microbiano y su asociacion con el BMI. Futuros estudios que integren el
conjunto completo de factores que influyen en la obesidad esclareceran los mecanismos
subyacentes del traslado de la funcionalidad de la microbiota entre especies y su potencial

uso terapéutico.
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Microbiota y motricidad fina

A la vista de los resultados obtenidos, nos planteamos comenzar a explorar otra via de
comunicacion microbiota-huésped, en este caso el neuroderarrollo y su relacion con el
metabolismo microbiano. Cada vez hay mayor acuerdo en estudios en humanos y
animales de que la microbiota intestinal afecta el desarrollo del cerebro, las consecuencias
y los trastornos neuroldgicos, lo que da como resultado cambios a largo plazo en el
comportamiento. Los estudios iniciales en ratones GF enfatizaron que la colonizacion
temprana con una microbiota completamente libre de patdgenos especificos (SPF) mejord
el desarrollo cerebral y las anomalias del comportamiento (Clarke et al., 2013; Lu, 2018;
Sudo et al, 2004). Los estudios clinicos transversales asociaron la composicion
microbiana alterada con la fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer, el trastorno del
espectro autista, la esclerosis multiple, la enfermedad de Parkinson y accidentes
cerebrovasculares (Cryan et al., 2020). Es de vital importancia comprender los efectos
conductuales de la colonizacion microbiana intestinal durante los primeros afios de vida,
la fase mas rapida y dinamica del desarrollo cerebral posnatal (Cerdod et al., 2016). La
composicion bacteriana comienza a confluir hacia una microbiota similar a la de un adulto
al final del primer afio de vida y se parece completamente a la microbiota adulta a los 2,5
afios de edad. Para comprender la asociacion de la microbiota con el desarrollo cognitivo
lo ideal seria observar las diferencias entre los nifios en un punto intermedio en el que la
microbiota y el neurodesarrollo todavia estdn concurriendo. Nosotros estudiamos la
asociacion de la estructura de la microbiota intestinal evaluada por métricas de a-
diversidad (intrasujeto) y B-diversidad (entre sujetos) con el neurodesarrollo a nivel
cognitivo, del lenguaje y motor en una cohorte de nifios sanos de 18 meses de edad.
Ademas, buscamos identificar taxones caracteristicos especificos dentro de perfiles

microbianos o enterotipos. Encontramos asociaciones entre los enterotipos de la
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microbiota intestinal con la motricidad fina en nifios e identificamos taxones
significativamente diferentes. Es importante destacar que las asociaciones entre los
enterotipos y las puntuaciones de motricidad fina se mantuvieron al controlar las

covariables como la lactancia materna y el BMI pregestacional materno.

Considerado practicamente como el gold standard en su campo, Bayley®-III es
actualmente la prueba mas extendida para la evaluacion del comportamiento de nifios
pequefios de 0 a 42 meses, utilizada tanto en entornos clinicos como de investigacién
(Bayley, 2006). Realizado por un examinador experto, la estructura del Bayley®-III, que
se divide en distintas puntuaciones compuestas (cognitivo, lenguaje y motor), permite una
evaluacion mas precisa de dominios especificos del desarrollo, identificando a los nifios
con retrasos en el desarrollo y brindando informacion para el plan de intervencion. En
nuestro estudio, los nifios con valores por encima o por debajo de la mediana para cada
subescala de Bayley®-III no diferian sustancialmente en la a-diversidad, como indicaron
la riqueza de la comunidad, la uniformidad, la similitud filogenética y la abundancia de
especies. Nuestros resultados contrastan con lo encontrado por Carlson et al. (Carlson et
al., 2018), donde una mayor a-diversidad se asocidé con puntuaciones mas bajas en la
puntuacién compuesta general, la escala de recepcion visual y la escala de lenguaje
expresivo a los 2 afios de edad utilizando las escalas Miillen de aprendizaje temprano. Sin
embargo, nuestros hallazgos concuerdan con el estudio de Sordillo et al. en nifios de 3
afios (Sordillo et al., 2020). Los autores utilizaron la tercera edicion del Cuestionario de
Edades y Etapas, y no reportaron asociaciones entre la diversidad de la microbiota
intestinal y los resultados del desarrollo. En nuestro estudio, se observaron asociaciones
consistentes de la B-diversidad de la microbiota intestinal infantil para la subescala de
motricidad fina. Las habilidades de motricidad fina se refieren al control de pequefios

musculos que esta altamente relacionado con las funciones cognitivas que procesan la
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informacion visual (Zuccarini et al., 2020). A pesar de esta conexion, la evaluacion de las
escalas Bayley®-III no mostré asociaciones significativas de las demads subescalas
cognitivas y de lenguaje con la microbiota intestinal en nuestra cohorte. La asociacion
significativa entre la B-diversidad de la microbiota y los grupos de motricidad fina se
observo utilizando distancias UniFrac weighted y no fue significativa con distancias
UniFrac unweighted. Este resultado indic6é que son las diferencias en la abundancia de
OTUs maés que la presencia y ausencia de OTUs las se asociaron con la estructura general
de la comunidad en los grupos de motricidad fina. Las diferencias en la B-diversidad en
nifios sanos solo han sido reportadas por Christian et al. (Christian et al., 2015) quienes
observaron asociaciones significativas entre la microbiota intestinal y el temperamento
en ninos. En nuestro estudio, el sexo infantil no tuvo impacto en la estructura de la
microbiota intestinal.

Con el fin de revelar posibles ensamblajes microbianos subyacentes en grupos de
motricidad fina, enterotipamos nuestra cohorte de estudio utilizando Dirichlet
Multinomial Mixtures. En base a las abundancias proporcionales a nivel de género, se
identificaron dos enterotipos distintos y se denominaron Bact y Firm debido a la
contribucion dominante de Bacteroides y Firmicutes en cada enterotipo. Nuestro analisis
de enterotipo se alined con informes previos de variacion de microbiota centrados en
Bifidobacterium, Bacteroides, Prevotella y Ruminococcaceae (Bokulich et al., 2016;
Planer et al., 2016). Los dos primeros afos de vida se caracterizan por una sucesion de
taxones bacterianos en los que una comunidad aerobica facultativa rica en
Enterobacteriaceae evoluciona a una comunidad rica en anaerobios estrictos que contiene
Bacteroides que se enriquece progresivamente en una mezcla diversa de
Ruminococcaceae, Faecalibacterium y Lachnospira dentro del filo Firmicutes. (Ruiz et
al., 2017). Es de destacar que se observo una asociacion estadisticamente significativa

entre la prevalencia de enterotipos Bact y Firm con habilidades de motricidad fina. Este
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es el primer estudio infantil prospectivo que vincula los enterotipos y el neurodesarrollo
infantil, y muestra un desempeno de la motricidad fina de los nifilos més pobre con una
comunidad predominantemente Bacteroides. Nuestros resultados confirmaron las
observaciones de Sordillo et al. sobre la asociacion del agrupamiento de coabundancia
dominado por Bacteroides con puntajes de motricidad fina mas bajos (Sordillo et al.,
2020). Ademas, identificamos taxones cuya abundancia fue significativamente diferente
entre los grupos de motricidad fina. La motricidad del grupo por debajo de la mediana se
asocid con una mayor abundancia de Turicibacter y Parabacteroides. Finegold et al.
estableci6 una lista de géneros significativos entre muestras de control con autismo severo
versus muestras de control de no hermanos, donde Turicibacter y Parabacteroides
aumentaron significativamente en nifios autistas (Finegold et al., 2010). El deterioro de
la coordinaciéon motora es una condicion comUn en nifios con trastornos del
neurodesarrollo como el autismo (Macdonald et al., 2014). En nuestra cohorte, las
habilidades motoras finas por encima de la mediana se asociaron con una mayor
abundancia de once géneros, incluidos Coprococcus y un género no asignado dentro de
Veillonellaceae. Kang et al. (Kang et al., 2013) informaron que Coprococcus y unclass
Veillonellaceae eran menos abundantes en individuos autistas en comparacion con
controles neurotipicos entre las edades de 3 y 16 afios. Un hallazgo interesante en el grupo
motricidad fina por encima de la mediana fue la sobreabundancia de Lactobacillus
Bifidobacterium, los géneros probidticos mas importantes y ampliamente utilizados.
Varios estudios han explorado el papel de estos probidticos en el eje intestino-cerebro.
Bravo et al. observo que la ingestion de L. rhamnosus (JB-1) regulaba el comportamiento
emocional y la expresion del receptor central GABA en ratones a través del nervio vago
(Bravo et al., 2011). En otro estudio, Davari et al. inform6 que una suplementacion de L.
acidophilus, B. lactis y L. fermentum mejor6 el deterioro inducido por la diabetes de la

actividad sindptica y la funcion cognitiva en ratas (Davari et al., 2013). Aun asi, se
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requieren mas estudios sobre la traduccion roedor-humano. Un conocido estudio de
Messaoudi et al. revelo una reduccion de la ansiedad autoinformada en humanos tratados
con L. helveticus R0052 y B. longum R0175 (Messaoudi et al., 2011). Se han observado
efectos similares en otras investigaciones sobre el estado de animo. Por ejemplo, en un
ensayo controlado aleatorizado reciente (Steenbergen et al., 2015), hombres y mujeres
sanos consumieron un producto placebo o una mezcla de varios probidticos (B. bifidum
W23, B. lactis W52, L. acidophilus W37, L. brevis W63, L. casei W56, L. salivarius W24
y L. lactis W19 y W58). En relacién con el placebo, los participantes tratados con
probidticos exhibieron una reactividad sustancialmente reducida al estado de 4nimo triste
(evaluado por el Indice de Leiden de la Escala de Sensibilidad a la Depresion). Por tanto,
la administracion de probiodticos de forma independiente o en combinacion puede tener
implicaciones neurologicas beneficiosas y en concreto, puede afectar positivamente la

motricidad en la infancia temprana (Cerdo et al., 2017).

Microbiota y cognicion

Continuamos analizando la posible relacion entre la microbiota y el neurodesarrollo
estudiando su conexion con la cognicion en nifios. Partiendo de los datos iniciales de
Cerdo et al. (Cerdd, 2018), nuestro grupo habia observado que la microbiota era diferente
en relaciéon a la cognicién. Concretamente, el analisis de B-diversidad determinada
mediante el analisis UniFrac mostré dos comunidades diferentes, una asociando con el
grupo por encima y otra con el grupo por debajo de la mediana de los valores de la
subescala de cognicion compuesta (COGCOM) del test de Bayley®-III. Estas muestras
también presentaron diferencias en su a-diversidad en los indices de Simpson, Shannon
y Evenness, que fueron superiores en la microbiota de los nifios con COGCOM por
encima de la mediana, mientras que hubo una Dominancia reducida en este grupo. Por

otro lado, cuando se estudi6 la metaprotedmica de la microbiota, se encontraron
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diferencias significativas en la abundancia de varias enzimas entre los grupos de
COGCOM. Un hallazgo interesante fue que la HAL, una enzima que cataliza la
desaminacioén no oxidativa de la His dando lugar a Uro, fue significativamente mas
abundante en la microbiota intestinal de los nifios con un valor de COGCOM por encima
de la mediana (p<0,05).

Siguiendo esta pista, realizamos un andlisis in vitro de esta actividad HAL en la
microbiota intestinal de nifios de 6 meses, y obtuvimos una correlacion positiva entre los
valores de COGCOM vy los de HAL. La His también es el aminoécido precursor, a través
de la ruta de la HDC, de la Him, un neurotransmisor que se ha asociado histéricamente
con la funcién cognitiva (Alvarez, 2009). El siguiente paso fue medir de los metabolitos
His, Him, Uro e ImP en orina, heces y metaboloma intracelular de la microbiota fecal de
los nifios mediante UHPLC-MS/MS. Debido a que es la HAL de la microbiota la que fue
medida y demostrada estar aumentada en los nifios por encima de la mediana, se quiso
comprobar si existia alguna relacion entre las concentraciones de los metabolitos de la
ruta de la HAL en heces y en metabolismo intracelular microbiano. El analisis de
Spearman revel6 que habia una correlacion significativa y positiva entre las
concentraciones microbianas intracelulares y las fecales del mismo metabolito,
confirmando el papel de la microbiota en este metabolismo. A continuacion, quisimos
conocer si las concentraciones entre el metaboloma fecal del huésped, asociado con la
microbiota, tenian relacion con el metaboloma en orina, donde finalmente se excretan los
productos de degradacion de la histidina. Comprobamos que, en este caso, el ImP y el
ratio ImP/His en orina correlacionaban positivamente con su concentracion en heces. El
ImP es un producto microbiano y final en el metabolismo de la histidina por la ruta de la
HAL, por lo que es un buen indicador de los hallazgos obtenidos en relacion al papel de
la microbiota en el metabolismo. Por ultimo, quisimos estudiar la presencia de los

metabolitos en la orina de los nifios. Observamos que, de forma significativa, la orina de
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los nifios con COGCOM por encima de la mediana tenian menor concentracion His, pero
mayor concentracion de Uro, lo que podria indicar que en esos nifios tiene un mayor
catabolismo, principalmente debido a la HAL. Esto se confirmé con las medidas en el
ratio de la His/Uro en orina, que estaba disminuido en los niflos con COGCOM por
encima de la mediana. Los resultados confirmaron nuestros hallazgos por protedmica e
in vitro de la medida de la HAL, pues a mayor rendimiento enzimatico, menor cantidad
de sustrato (His) y mayor cantidad de producto (Uro). Estos valores pueden indicar la
presencia de histidinemia en muestras de nifios con COGCOM por debajo de la mediana,
que se caracteriza por un aumento de las concentraciones de histidina en sangre y orina,
un descenso en el urocanato y resulta de una disminucion de la actividad de la proteina
HAL. La histidinemia es un trastorno metaboélico caracterizado por niveles elevados de
histidina en los fluidos corporales que se asocia con retraso mental y defectos del habla
(Kawai et al., 2005). Mejorar los métodos para la deteccion de enfermedades pediatricas
debe ser importante para garantizar un rapido diagndstico y tratamiento a los nifios.

En relacion a la composicion de la microbiota, anteriormente nuestro grupo habia
observado que existian diferencias significativas entre las comunidades microbianas de
los nifios con un COGCOM por encima y por debajo de la mediana, respectivamente, y
ademas estas diferencias estaban influidas por la semana gestacional a la que las madres
daban a luz. Concretamente, los taxones dentro de Lactococcus 'y
Lachnnospiraceae_Incertae Sedis estaban aumentados significativamente en nifios con
COGCOM por debajo de la mediana. Por el contrario, los taxones dentro de Bacteroides
mostraron una mayor abundancia en nifios con COGCOM por encima de la mediana. Se
quiso conocer si existia una correlacion entre la abundancia de estas especies
significativas y los metabolitos fecales e intracelulares bacterianos que se generaron. Al
realizar la correlacion de Spearman, se obtuvieron correlaciones positivas para

Lactococcus con el ratio Him/Uro en heces; Lachnnospiraceae Incertae Sedis con la

142



Him intracelular y al ratio Him/His intracelular; y Bacteroides con la His intracelular.
Esto concuerda con lo descrito por Liang et al. (Liang et al., 2021), donde describieron
que las especies productoras de Him, entre las que se encuentra Lactococus son mas
abundantes en las heces de los pacientes con enfermedad de Parkinson. Estas
correlaciones indican que existe una relacion entre el COGCOM, la microbiota intestinal

y los metabolitos de la histidina.

A continuacidn, quisimos comprobar si la microbiota era capaz de trasladar el
rendimiento cognitivo de su huésped. Asi, nos planteamos continuar con un enfoque in
vivo y procedimos a analizar la composicioén y funcionalidad de la microbiota intestinal
de ratones GF humanizados con microbiota de nifios de nuestro estudio, y su asociacion
con el fenotipo de neurodesarrollo del donante humano en el receptor murino.

Se realizo a los ratones un test de Open Field (OF) y otro de Novel Object Recognition
(NORT). El test de reconocimiento de objetos es una prueba de uso comun para la
evaluacion de las funciones de memoria en roedores (Akkerman et al., 2012). Al realizar
el analisis comparativo entre el perfil de cognicidon (COGCOM) de los nifios que fueron
donantes de la microbiota de cada raton con los resultados del test de reconocimiento de
objetos, hubo una asociacion significativa entre los resultados de los ratones y los de sus
donantes, siendo superior el neurodesarrollo de los ratones que habian recibido una
microbiota de nifios con un rendimiento cognitivo por encima de la mediana. Estos
resultados concuerdan con los de Lee et al. (Lee et al., 2020), donde vieron como el
fenotipo cognitivo del donante se tranferia a los ratones a través del FMT, donde una
microbiota envejecida por si misma es suficiente para producir un descenso en la
cognicidon, comparados con microbiotas mas jévenes. Otro estudio revel6 que los ratones
GF que recibieron muestras fecales de nifios con autismo desarrollaron comportamientos

similares al autismo, en comparacion con el grupo control (Sharon et al., 2019). Debido
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a estas diferencias en el fenotipo, analizamos la composicion microbiana de las muetras
fecales de los ratones. Obtuvimos diferencias significativas en la a-diversidad, donde el
grupo que habia recibido microbiota de nifios con COGCOM por encima de la mediana
tuvo un mayor nimero de individuos, Dominancia e indice de Berger-Parker. La B-
diversidad se estudié con un andlisis UniFrac y tanto las distancias weighted como las
unweighted fueron significativas, dando dos comunidades microbianas diferentes para
cada grupo de COGCOM, por encima y por debajo de la mediana, controlando para las
covariables de tanda de experimentacion y semana de gestacion en el momento del parto,
que como se vio en estudios anteriores, influia en la separacion por grupos de COGCOM.
Para analizar la abundancia diferencial de las especies en funcion a los grupos de
COGCOM, realizamos un modelo lineal general multivariante corregido por las
covariables semana gestacional y tanda de experimentacion de los ratones. Observamos
un incremento en el grupo de ratones que habian recibido la microbiota de nifios con
COGCOM por encima de la mediana de los filos Actinobacteria y Bacteroidetes, y un
descenso del filo Verrucomicrobia. A nivel de familia, se mantuvo la diferencia
significativa que existia entre los nifios humanos de Bacteroidaceae incrementada en el
grupo por encima de la mediana. Ademads, las muestras por encima de la mediana
estuvieron enriquecidas en Bifidobacteriaceae y Eubacteriaceae, y empobrecidas en
Akkermansiaceae. De manera similar que en los humanos, los ratones matuvieron
diferencias significativas en las abundancias de Bacteroides por encima de la mediana, y
Lachnospiracea_incertae sedis por debajo de la mediana. En un estudio de asociacion
de la microbiota con el rendimiento cognitivo (Carlson et al., 2018), los investigadores
encontraron que el cluster con niveles altos de Bacteroides mostraron el nivel mas alto de
rendimiento (percentil 90). Adicionalmente, el grupo por encima de la mediana estaba
enriquecido en Bifidobacterium, Clostridium sensu stricto, Eubacterium, entre otros

géneros. En humanos, la ausencia de Bifidobacterium a los 30 dias de vida en recién

144



nacidos prematuros se ha asociado con deterioro del neurodesarrollo en la infancia, que
podria ser revertido por la administraciéon de determinadas cepas de Bifidobacterium
(Beghetti et al.,, 2021). Por debajo de la mediana, los géneros Akkermansia,
Caecibacterium 'y Unclass Bacteroidaceae estaban incrementados de manera
significativa. La especie Akkermansia muciniphila se ha descrito como un NGP con
efectos beneficiosos para el control de la obesidad, diabetes y enfermedades metabolicas.
Recientemente, un grupo de investigadores (Higarza et al., 2021) encontraron que
Akkermansia muciniphila CIP107961 conseguia revertir la disfuncién cognitiva inducida
por el exceso de grasas y colesterol en ratas con esteatohepatitis no alcohdlica. Estos datos
contrastan con nuestraos resultados, por lo que se requieren de mas estudios para
comprobar los resultados.

Por ultimo, con el fin de confirmar nuestra hipdtesis de que el neurodesarrollo esta
modulado por el metabolismo de la histidina, realizamos una medida de los metabolitos
de la histidina en las muestras murinas de heces, metaboloma intracelular de la
microbiota, orina, suero y cerebro. Obtuvimos resultados interesantes, como que la His
estaba aumentada de manera significativa en la orina de los ratones que mostraron peor
rendimiento en la prueba de NORT, coincidiendo esto con los resultados anteriormente
vistos en humanos. Asimismo, se encontré una mayor concentracion del Uro en el
metaboloma intracelular de los ratones con mejores resultados en la prueba de NORT,
indicando un paralelismo con los humanos, donde las distintas microbiotas de los

donantes también producen perfiles diferentes de metabolomas en los ratones.

Medida del metaboloma
A pesar de la evidencia que vincula la disbiosis del microbioma intestinal con
manifestaciones de la enfermedad en sitios distantes del intestino, la mayoria de los

estudios no han considerado el efecto del microbioma y su variedad de productos en la
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multitud de vias moleculares en las que estdn potencialmente involucrados. El ultimo
capitulo de este trabajo expone un método rapido y simultdneo para la medida de los
metabolitos de la His mediante UHPLC-MS/MS. Una cuantificacion precisa de las
alteraciones en el metabolismo de la His y su modulacion por la microbiota es clave para
evaluar el impacto de la disbiosis en enfermedades neuroldgicas, inmunitarias y
metabolicas. La evaluacion de los metabolitos de His ha sido cubierta parcialmente por
varios métodos separados (Joo et al., 2012; Kammeyer et al., 1997; Zhu et al., 2018), con
alcance, sensibilidad y precision variables, impidiendo la cuantificacion simultanea y la
asociacion de metabolitos y sus ratios con trastornos relacionados con la His. Para cubrir
esta necesidad, hemos desarrollado y validado un método rapido, robusto y de alto
rendimiento para la cuantificacion de His y siete metabolitos bioactivos facilmente
extraidos de orina, heces y metaboloma de microbiota humana y de raton, mediante
cromatografia liquida en tandem con espectrometria de masas. A pesar de que los
compuestos tenian diferentes propiedades fisicoquimicas, logramos medir
simultaneamente los metabolitos de histidina con un tiempo de ejecucion de 6,5 minutos.
Nuestro enfoque novedoso captura el metabolismo de la His en un solo ensayo con un
alto nivel de precision y reproducibilidad, lo que lo hace especialmente interesante para
el fenotipado metabolico de la microbiota profunda en grandes estudios de enfermedades
y la deteccion rutinaria posnatal de alteraciones en la via de la His.

No existe un “gold standard” de referencia de una microbiota intestinal humana con
capacidad de promover la salud metabolica del huésped. Sin embargo, a partir del estudio
de la composicion a través de estudios bioinformaticos e in vivo, y del analisis del
metaboloma generado por parte de la microbiota, se puede avanzar en el conocimiento
para entender la influencia de la microbiota en el huésped. Conocer qué mecanismos
moleculares pueden estimular la actividad microbiana en el lumen intestinal sera el

objetivo de futuros experimentos.
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Conclusiones

1. La composicion taxondmica de la microbiota intestinal de los nifios del estudio es
distinta en funcion del BMI de la madre previo al embarazo, y ademas esta influida

por el tipo de parto y la lactancia materna.

2. El exceso de peso materno antes del embarazo imprime una microbiota intestinal
cuyo desempefio metabolico puede transferirse como componente hereditario.
Concretamente, las actividades enzimaticas glicosidasas microbianas estan
aumentadas en nifios de madres con sobrepeso y obesidad, pudiendo influir en el

metabolismo de carbohidratos y en el fenotipo obesogénico.

3. La microbiota fecal de nifios de 6 meses transferida a ratones gnotobidticos les
imprime también el fenotipo de obesidad. No obstante, este fenotipo no es
dependiente exclusivamente de las actividades glicosidasa, sino, ademas, de la

ingesta energética.

4. La microbiota estd asociada a la motricidad fina, parametro medible de
neurodesarrollo, en nifios de 18 meses. Las comunidades microbianas son

diferentes y estan influidas por el BMI de la madre y la lactancia materna.

5. Las especies predominantes en nifilos con mejor rendimiento motriz son, entre
otras, Bifidobacterium y Lactobacillus, especies que pueden ser utilizadas de

forma preventiva y terapéutica debido a su amplio uso como probidticos clésicos.
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6. Existe una asociacion entre la microbiota intestinal y el rendimiento cognitivo en
las primeras etapas de la vida, donde la regulacion del metabolismo de la histidina
por parte de la microbiota intestinal es clave y significativamente diferente, pues
se ha encontrado que la actividad enzimatica histidina amonio-liasa esta
aumentada en nifios con mejor cognicion, asi como los productos de esta ruta

metabolica.

7. El perfil de desarrollo cognitivo de nifios de 6 meses se traslada de forma eficiente
a través de la transferencia de microbiota en ratones gnotobidticos. Este hallazgo

puede estar mediado por el metabolismo de la microbiota sobre la histidina.

8. La determinacion simultanea, rapida y no invasiva de los compuestos bioactivos

del metabolismo de la histidina, puede constituir un biomarcador medible clave

para entender la funcionalidad de la microbiota en la fisiologia del huésped.
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Conclusions

1. The taxonomic composition of the infant gut microbiota from our study is
different depending on the BMI of the mother prior to pregnancy, and it is also

influenced by the type of delivery and breastfeeding.

2. Maternal excess weight before pregnancy imprints an intestinal microbiota whose
metabolic performance can be transferred as a hereditary component. Specifically,
microbial glycosidase enzyme activities are increased in children from overweight
and obese mothers, and they may influence carbohydrate metabolism and the

obesogenic phenotype.

3. The fecal microbiota of 6-month-old children transferred to gnotobiotic mice also
gives them the obesity phenotype. However, this phenotype is not exclusively

dependent on glycosidase activities, but also on energy intake.

4. The microbiota is associated with fine motor skills, a measurable parameter of
neurodevelopment, in 18-month-old children. The microbial communities are

different and are influenced by the mother's BMI and breastfeeding.

5. The predominant species in children with better motor performance are, among

others, Bifidobacterium and Lactobacillus, species that can be used preventively

and therapeutically due to their wide use as classic probiotics.
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6. There is an association between the gut microbiota and cognitive performance in
early life, where regulation of histidine metabolism by the gut microbiota is key
and significantly different, since it has been found that the enzymatic activity
histidine ammonia-lyase is increased in children with better cognition, as well as

the products of this metabolic pathway.

7. The cognitive development profile of 6-month-old children is -efficiently
translated through microbiota transfer in gnotobiotic mice. This finding may be

mediated by the metabolism of the microbiota on histidine.

8. Simultaneous, rapid and non-invasive determination of the bioactive compounds

of histidine metabolism may constitute a key measurable biomarker to understand

the functionality of the microbiota in the physiology of the host.
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