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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 relación 

mutualista, lo que influye en la homeostasis metabólica, el sistema endocrino, la función 

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 está 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 función tienen esos microorganismos? Para intentar contestarlas se han 

realizado estudios metabólicos y enzimáticos que permitan describir mejor los efectos de 

la microbiota intestinal sobre la salud/enfermedad del huésped, concretamente en 

obesidad y en alteraciones cognitivas, y diseñar una estrategia racional para clasificar, 

identificar y ensayar consorcios de microbiota humana en modelos murinos 

gnotobióticos. Concretamente, el estudio se ha centrado en la actividad enzimática 

glicosidasa y su impacto en el metabolismo de carbohidratos en relación a la obesidad. 

Asimismo, se ha estudiado la relación de la microbiota con el neurodesarrollo infantil a 

través del metabolismo de la histidina, y ha sido posible gracias al desarrollo de un 

método rápido, preciso y simultáneo para medir la histidina y sus metabolitos bioactivos 

usando UHPLC-MS/MS. Los hallazgos muestran que el fenotipo de obesidad se transmite 

madre-hijo-ratón a través de transferencia efectiva de la microbiota. Además, el 

metabolismo microbiano asocia con el perfil de neurodesarrollo de niños, y la asociación 

se mantiene en los ratones receptores de la microbiota, mostrando diferencias 

significativas en el metabolismo de la histidina. Conocer mejor las vías de comunicación 

entre la microbiota y el huésped es el camino para entender su influencia en la salud y en 

multitud de trastornos metabólicos y neurológicos con el fin de encontrar posibles 

enfoques terapéuticos y diagnósticos.  
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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. 
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Introducción 

Relación de la microbiota con el huésped 

En 1885, Louis Pasteur planteó la hipótesis de que ciertos microbios eran esenciales para 

la supervivencia de la vida compleja debido a la coexistencia y coevolución de micro y 

macroorganismos (Pasteur, 1885). De hecho, se ha descrito que el cuerpo humano 

contiene diez veces más microorganismos que células humanas (Savage, 1977). Estudios 

epidemiológicos, fisiológicos y ómicos, 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, bacteriófagos, virus 

eucariotas y hongos que interactúan y coexisten en las superficies humanas y en todas las 

cavidades corporales. La mayoría de ellos son microorganismos comensales o 

mutualistas, residen en el tracto gastrointestinal y están influenciados por el modo de 

nacimiento, la alimentación infantil, el estilo de vida, la medicación y la genética del 

huésped. La microbiota intestinal tiene funciones importantes en la maduración de la 

inmunidad, la digestión de los alimentos, la regulación de la función endocrina intestinal 

y la señalización neurológica, la modificación de la acción y el metabolismo de los 

fármacos, la eliminación de toxinas y la producción 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 

conexión entre ambos está mediada por un metabolismo óptimo y saludable. En la 

literatura, no hay consenso sobre cómo definir la salud metabólica. Sin embargo, una 

definición tentativa es tener un metabolismo general (según se estima a partir de una serie 

de diversas medidas de las funciones de los órganos del cuerpo) que esté relacionado con 

una buena calidad de vida y longevidad. No obstante, una parte considerable de la 
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población, principalmente debido al excesivo consumo de alimentos procesados de alta 

densidad energética, el sedentarismo y a menudo combinados con la adicción al tabaco, 

tiene una salud metabólica deficiente. Las implicaciones son una alta prevalencia de 

trastornos metabólicos, incluida la obesidad, la enfermedad hepática no alcohólica, la 

diabetes mellitus tipo 2 (DM2), así como la enfermedad cardiometabólica, trastornos 

neurológicos 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 patologías de los trastornos metabólicos suelen tener en común una asociación con 

anomalías en la composición 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, predisposición, inicio o 

progresión) o supone una consecuencia de la misma.  

Para afirmar la alteración de la microbiota intestinal en los trastornos metabólicos, es 

fundamental el conocimiento de la composición y funcionalidad de la microbiota 

intestinal de personas sanas. Desafortunadamente, tampoco se ha definido una microbiota 

intestinal saludable en relación a la composición taxonómica, debido a que la abundancia 

relativa de las bacterias, la diversidad de cepas y las variantes de genes microbianos, así 

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 núcleos funcionales del microbioma estables. No 

obstante, la alta diversidad y riqueza de bacterias intestinales por sí solas no son 

indicadores de una microbiota saludable, porque estas características 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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disminución de la diversidad a una edad avanzada, probablemente debido a un cambio en 

las funciones inmunitarias (Rodríguez et al., 2015). Las funciones de una microbiota 

saludable permiten el metabolismo de compuestos no digeribles, como los xiloglucanos, 

que se encuentran comúnmente en los vegetales y pueden ser digeridos por una especie 

específica de Bacteroides (Larsbrink et al., 2014), otras fibras no digeribles, como los 

fructooligosacáridos y los oligosacáridos, conocidos como prebióticos, y pueden ser 

utilizadas por microorganismos beneficiosos, como Lactobacillus y Bifidobacterium 

(Goh & Klaenhammer, 2015). La microbiota también permite la adquisición de nutrientes 

o procesamiento de xenobióticos, la producción de ácidos grasos de cadena corta (SFCA) 

a través de la fermentación de polisacáridos complejos y la síntesis de lipopolisacáridos 

específicos (LPS) y la biosíntesis de algunos aminoácidos esenciales y vitaminas, como 

folatos, vitamina K, biotina, riboflavina (B2), cobalamina (B12) y posiblemente otras 

vitaminas B. (Flint, Scott, Louis, et al., 2012). Por último, entre sus funciones también se 

incluye la defensa del huésped contra la colonización por patógenos oportunistas (Round 

& Mazmanian, 2009). Sin embargo, no toda la microbiota por sí sola conduce a beneficios 

netos para la salud.  

 

Microbiota y enfermedad 
Muchos estudios han revelado desde hace años el papel central de la simbiosis microbiana 

en el desarrollo de muchas enfermedades, como infecciones (Sartor, 2008), enfermedades 

hepáticas (Q. Liu et al., 2004), enfermedad gastrointestinal (GI) (Scanlan et al., 2008), 

trastornos metabólicos (Ley et al., 2006), enfermedades respiratorias (Verhulst et al., 

2008), enfermedades mentales o psicológicas (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 composición de la microbiota. En los siguientes apartados 

se comentará en profundidad la relación de la microbiota con la obesidad y la microbiota 

y los trastornos neurológicos.
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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 

CagA: antígeno A asociado a citotoxina; DM2: Diabetes tipo 2; IgE: Inmunoglobulina E; NAFLD: Enfermedad del hígado graso no alcohólico; SCFA: Ácidos 
grasos de cadena corta; VacA: citotoxina vacuolizante; VB: Vaginosis bacteriana; VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.  

 Enfermedad Variaciones en la microbiota Referencias 

En
fe

rm
ed

ad
es

 in
fe

cc
io

sa
s 

Infección por 

Clostridium difficile 

Relacionado con diarrea post-antibióticos 
↑ C. difficile y patógenos oportunistas 
↓ Bacterias productoras de butirato 
↑ Bacterias productoras de lactato 

(Gu et al., 2016) 

Infección por 

Helicobacter pylori 

Empeoramiento del progreso de la periodontitis crónica 
↑ P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum y T. denticola 
↓ A. actinomycetemcomitans 

(Z. Hu et al., 2016) 

Vaginosis bacteriana Asociación 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) 

Infección con VIH Gardnerella presente de forma inusual en la vagina. Gardnerella “engulle” el tenofovir à 
fracaso en el tratamiento 

(Lynch & Pedersen, 2016) 

En
fe

rm
ed

ad
es

 
he

pá
tic

as
 

Cirrosis hepática Complicaciones: infecciones, peritonitis bacteriana espontánea, encefalopatía hepática e 
insuficiencia renal 
↓ Bacteroidetes 
↑ Proteobacteria y Fusobacteria; Veillonella, Streptococcus y Clostridium 

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

NAFLD  NAFLD: característica del síndrome metabólico 
↑ Bacteroides y Ruminococcus 
↓ Prevotella 

(B. Wang et al., 2016) 

N
eo

pl
as

ia
s 

ga
st

ro
in

te
st

in
al

es
 

Cáncer gástrico ↑ CagA y VacA de H.pylori à ↑ riesgo de cáncer (Rhead et al., 2007) 

Cáncer colorrectal Progresión cáncer: 
↑ Pseudomonas, Helicobacter, Acinetobacter, F. nucleatum, B. massiliensis, B. ovatus, B. 
vulgatus, E. coli y B. fragilis enterotoxigénico  
↓ Bacterias productoras de butirato 
Reducción cáncer:  
↑ SCFA: acetato, propionato y butirato (Lachnospiraceae y Ruminococcaceae) 

(Feng et al., 2015; Keku et al., 2013; 

Sanapareddy et al., 2012) 

Cáncer de esófago ↑ Inflamación por reflujo gastroesofágico 
↑ Por uso de antibióticos 

(Pei et al., 2004) 
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Tabla 1. Continuación. Enfermedades que presentan disbiosis en la microbiota. Los estudios muestran un desequilibrio en la abundancia relativa de los 
taxones en la microbiota intestinal.  

CagA: antígeno A asociado a citotoxina; DM2: Diabetes tipo 2; IgE: Inmunoglobulina E; NAFLD: Enfermedad del hígado graso no alcohólico; SCFA: Ácidos 
grasos de cadena corta; VacA: citotoxina vacuolizante; VB: Vaginosis bacteriana; VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana. 
 
  

 Enfermedad Variaciones en la microbiota Referencias 

Tr
as

to
rn

os
 m

et
ab

ól
ic

os
 

Obesidad Microbiota de humanos obesos induce obesidad en ratones 
Microbiota de humanos delgados protege de obesidad en ratones 
Microbiota modula interacción dieta-enfermedades metabólicas 
Obesidad à disbiosis microbiota intestinal  
Alteración de: 
- Vías metabólicas 
- Función de barrera epitelial intestinal  
- Homeostasis intestinal e inmune  
- Metabolismo energético 
- Acetato  
- Metabolismo de los ácidos biliares 
- Hormonas intestinales 

(Camilleri, 2015; Perry et al., 2016; 

Ridaura et al., 2013; Sonnenburg & 

Bäckhed, 2016) 

Diabetes tipo 2 ↓ Diversidad microbiana 
P. copri y B. vulgates à Resistencia insulina 
↑ Imidazol-propionato producido por la microbiota de DM2 à resistencia metformina	

(Koh et al., 2018; Molinaro et al., 2020; 

Pedersen et al., 2016) 

O
tra

s 

en
fe

rm
ed

ad
es

 Alergia ↓ Diversidad microbiana en la infancia (uso antibióticos) 
↑ Clostridium sensu stricto à ↑ IgE específica de la leche de vaca 

(Ling et al., 2014; Russell et al., 2012) 

Alteraciones neurológicas Autismo: 
↓ A. muciniphila y Bifidobacterium spp 
Depresión: 
↑ Enterobacteriaceae y Alistipes 
↓ Faecalibacterium 

(Jiang et al., 2015; M. Wang et al., 2019) 
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Como muestra la Tabla 1, en el curso de muchas enfermedades se han descrito 

modficiaciones en la composición de la microbiota a nivel taxonómico, 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 relación que existe entre la 

microbiota y ambas enfermedades. 

 

Microbiota y obesidad 

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulación anormal o excesiva de grasa 

que puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2022). Un índice de masa corporal (BMI) 

superior a 25 se considera sobrepeso, y superior a 30, obesidad. La obesidad es un 

problema de salud pública de primer orden, siendo un factor de riesgo de enfermedades 

cardiovasculares, diabetes, trastornos del aparato locomotor como la artritis y algunos 

cánceres como el de mama y colon. La obesidad reduce la esperanza de vida entre 6 y 20 

años. El problema ha adquirido proporciones de epidemia; más de cuatro millones de 

personas mueren cada año por causas relacionadas con el sobrepeso o la obesidad, según 

estimaciones de 2017 (OMS, 2022). Actualmente España cuenta con  más de un 60% de 

ciudadanos con exceso de peso y casi un 25% de obesos (AESAN, 2019). 

Por otro lado, en comparación con las poblaciones que llevan estilos de vida tradicionales, 

la mayoría de las sociedades en los países técnicamente desarrollados del mundo 

muestran una diversidad microbiana intestinal reducida (Smits et al., 2017). Estas 

poblaciones microbianas tienen, además, grandes diferencias en el metabolismo de 

proteínas y carbohidratos, estando enormemente influido por la dieta (Rampelli et al., 

2015). A nivel de grupos microbianos taxonómicos, el biomarcador más claro relacionado 

con la obesidad parece ser la relación Firmicutes-Bacteroidetes. Se ha observado un 

mayor ratio en poblaciones obesas o con síndrome metabólico en comparación con las 

sanas (Munukka et al., 2012; Riva et al., 2017). Algunos taxones específicos parecen 

contribuir a esta proporción 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 asociación positiva con la obesidad. 

Además, un aumento en la síntesis de butirato y acetato puede contribuir a un aumento 

en la extracción de energía en personas obesas, y muchas especies productoras de butirato 

pertenecen al filo Firmicutes (Schwiertz et al., 2010). 

Un número 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 metabólicos 

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 

metabólicos similares en ratones. Además, 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 interacción entre la dieta y el desarrollo de 

enfermedades metabólicas (Sonnenburg & Bäckhed, 2016). La disbiosis de la microbiota 

intestinal y las vías metabólicas activadas en la obesidad inducen a una función de barrera 

epitelial intestinal alterada y tiene influencias significativas en los procesos fisiológicos, 

como la homeostasis intestinal e inmunitaria (de Vos & Nieuwdorp, 2013), la liberación 

de hormonas intestinales (Camilleri, 2015), el metabolismo energético (Delzenne & Cani, 

2008), metabolismo de acetato (Perry et al., 2016) y el metabolismo de los ácidos biliares 

(Wahlström et al., 2016). 

Las principales variaciones de taxones de microbiota encontradas en pacientes que 

padecen obesidad, síndrome metabólico y trastornos relacionados con el sistema 

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

  Enfermedad Variaciones en la microbiota Referencias 

Obesidad 
↑ Lachnospiraceae, Bacteroidaceae, Methanobacteriaceae y Pasteurellaceae en delgados sanos y delgados 

enfermos 
(Zhong et al., 2020) 

Obesidad ↑ Prevotella en casi todos los individuos (Jonduo et al., 2020) 

Obesidad 
↓ Akkermansia, Faecalibacterium, Oscillibacter, y Alistipes en individuos obesos  

↓ Faecalibacterium prausnitzii en individuos obesos  
(Thingholm et al., 2019) 

Obesidad 

↑ Bacteroides en sobrepeso vs. controles sanos 

↓ Ruminococcus flavefaciens en sobrepeso y obesos 

↓ Bifidobacterium y Clostridium leptum en obesos 

↓ Methanobrevibacter en sobrepeso y obesos 

(Schwiertz et al., 2010) 

Obesidad 

↑ Lachnoclostridium, Fusobacterium, Escherichia-Shigella, Klebsiella, Bacillus, y Pseudomonas en sobrepeso y 

obesos 

↑ Clostridia, Faecalibacterium, Ruminococcus, Bifidobacterium, y Lachnospiraceae_UCG_008 en controles 

sanos 

(Gao et al., 2018) 

Obesidad 

Anorexia nerviosa 
↑ Lactobacillus en obesos (Armougom et al., 2009) 

Síndrome 

metabólico 

↑ Lactobacillus, Sutterella y Methanobrevibacter en síndrome metabólico 

↓ Parabacteroides, Bifidobacterium, Odoribacter, Akkermansia y Christensenella en síndrome metabólico 
(Lim et al., 2017) 
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Curiosamente, los niveles de probióticos tradicionales del género Lactobacillus parecen 

estar más altos en las enfermedades relacionadas con la obesidad y el sistema endocrino 

(Tabla 2). Por el contrario, las especies Akkermansia, Faecalibacterium, Parabacteroides 

y Christensenella, probióticos de nueva generación, 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 composición microbiana y la diversidad de la microbiota 

intestinal, lo que podría promover efectos beneficiosos o negativos sobre la salud y las 

funciones fisiológicas 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. ej., 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 mediterránea 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 neurológicas 

Durante los primeros años de vida, tienen lugar dos procesos biológicos simultáneos: el 

período de colonización microbiana intestinal y la formación y perfeccionamiento de las 

redes neuronales responsables de un amplio repertorio de comportamientos 

característicos de las etapas iniciales de la vida. El ensamblaje de la microbiota intestinal 

comienza desde el nacimiento, caracterizado por una rápida tasa de colonización y 

expansión de bacterias intestinales dominada por Actinobacteria y Proteobacteria 

cambiando hacia una comunidad dominada por Firmicutes y Bacteroidetes, proceso de 

maduración que coincide en el tiempo con la intensa sinaptogénesis así como un proceso 

de poda sináptica en la corteza cerebral, finalizando en la adolescencia. Los experimentos 

en modelos animales han demostrado que estos dos procesos están conectados 

fisiológicamente. En humanos, la ausencia de Bifidobacterium a los 30 días de vida en 

recién nacidos prematuros se asocia con deterioro del neurodesarrollo en la infancia, que 

podría ser revertido por la administración de determinadas cepas de Bifidobacterium  

(Beghetti et al., 2021). Las alteraciones neurológicas están causadas por una combinación 

de factores biológicos, psicológicos y ambientales. Trastornos como la depresión mayor, 

la ansiedad, el estrés y patologías como la esquizofrenia o el autismo cursan con 

alteraciones en neurotransmisores y compuestos hormonales cuyo impacto se traduce a 

nivel de todo el organismo. Además, la existencia de un eje intestino-cerebro ha sido 

reconocida desde hace décadas. La microbiota intestinal se ha convertido en un regulador 

crítico 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 metabólico y el sistema inmunitario, todos los 

cuales están en constante interacción (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 liberación de citoquinas inflamatorias y la activación del nervio vago y las 

neuronas aferentes espinales (Maes et al., 2013). En la Tabla 3 se recogen los principales 

estudios de trastornos neurológicos 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 neurológicas del 
comportamiento. 

  Enfermedad Variaciones en la microbiota Referencias 

Síndrome de fatiga crónica ↑ Lactobacillus y Bifidobacterium en pacientes con fatiga crónica (Rao et al., 2009) 

Trastorno depresivo mayor ↑ Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes en pacientes con depresión (P. Zheng et al., 2016) 

Trastorno depresivo mayor ↑ Enterobacteriaceae y Alistipes y ↓ Faecalibacterium en pacientes con depresión (Jiang et al., 2015) 

Depresión 
Correlación de Faecalibacterium con depresión e irascibilidad 

Correlación de Parasutterella con tensión 
(L. Li et al., 2016) 

 

Depresión ↑ Bacteroidales y ↓ Lachnospiraceae en pacientes con depresión  (Naseribafrouei et al., 
2014) 

Esquizofrenia ↑ Ascomycota, Lactobacillus y Bifidobacterium en pacientes con esquizofrenia (Castro-Nallar et al., 2015) 

Trastorno de ansiedad Asociación entre infección y aparición del trastorno de ansiedad (Bruch, 2016) 

Estrés materno prenatal Microbiota alterada en niños de madres estresadas durante el embarazo (Zijlmans et al., 2015) 

Autismo 

↑ Bateroidetes en el grupo con autismo severo 

↑ Firmicutes en el grupo control.  

↑ Desulfovibrio y Bacteroides vulgatus en niños con autismo severo 

(Finegold et al., 2010) 

Autismo ↓ Akkermansia muciniphila y Bifidobacterium spp. en niños con autismo (L. Wang et al., 2011) 

Autismo ↓ Bacteroidetes/Firmicutes y ↑ Lactobacillus spp y Desulfovibrio spp. en niños con autismo (Tomova et al., 2015) 



 

Por otro lado, se han descrito varias asociaciones entre la microbiota intestinal y el 

comportamiento. Se ha reportado que existe una alteración de la composición microbiana 

del intestino en niños relacionada con el carácter entre los 18 y los 27 meses de edad 

utilizando el Early Childhood Behavior Questionnaire (ECBQ) (Christian et al., 2015), 

con la cognición a los 2 años utilizando las Mullen Scales of Early Learning (MSEL) 

(Carlson et al., 2018), y a las habilidades comunicativas, motrices, personales y sociales 

a los 3 años 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 depresión (De Palma et al., 2015; 

Diaz Heijtz et al., 2011; P. Zheng et al., 2016) y tienen efectos cognitivos (Fröhlich et al., 

2016; Savignac et al., 2015). También se han reportado estudios de ratones que recibieron 

microbiomas de niños 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 crítica porque la colonización bacteriana de ratones libres de gérmenes no 

normaliza los fenotipos de ansiedad a las 10 semanas de edad (Neufeld et al., 2011), pero 

sí los normaliza cuando la microbiota se introduce anteriormente, a las 3 semanas de edad 

(Clarke et al., 2013). Los cambios de comportamiento van acompañados de cambios en 

la neuroquímica, la expresión génica, la morfología dendrítica y los volúmenes 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 renovación 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 



 
 

30 

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

respectivamente.  

 

Finalmente, en los últimos años muchos estudios han resportado la asociación entre la 

obesidad y un peor rendimiento cognitivo. Así, Liu et al. (X. Liu et al., 2021) han 

demostrado que la obesidad materna está relacionada con trastornos del neurodesarrollo 

de sus hijos, asociada con un descenso en la cognición y la sociabilidad. Sin embargo, 

añaden que una dieta alta en fibra restaura los trastornos conductuales inducidos por la 

obesidad materna a través de la mediación del eje microbiota-SCFA-cerebro y mejora las 

deficiencias sinápticas y los defectos de maduración de la microglía en la descendencia. 

Por otro lado, Hasebe et al. (Hasebe et al., 2021) realizaron una revisión sistemática donde 

concluyeron que la obesidad materna, el exceso de alimentación y patrones dietéticos 

poco saludables tienen efectos adversos duraderos en la salud física 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 epidemiológicos y experimentales sobre el 

impacto de la microbiota intestinal en la salud metabólica, existe un interés creciente en 

probar intervenciones que modifiquen al microbioma alterado en humanos (Fan & 

Pedersen, 2021). Las técnicas más novedosas incorporan fármacos y suplementos con 

microorganismos modificados con efecto antiobesogénico, así como la posibilidad de 

utilizar la terapia con bacteriófagos y la edición génica con CRISPR-Cas9. A 

continuación, nos centraremos en las intervenciones clásicas en la modificación de la 

microbiota. 

 

Intervenciones en la dieta o el ejercicio 

En roedores, se ha visto cómo diferencias en las concentraciones de determinados 

nutrientes en la alimentación cambian el microbioma intestinal y el metabolismo. En 

particular, la alimentación alta en grasas saturadas causa endotoxemia y resistencia a la 

insulina. Una revisión sistemática 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 parecían ser neutrales con respecto a la microbiota. De manera 

similar, las intervenciones dietéticas ricas en polisacáridos han dado como resultado una 

microbiota intestinal alterada relacionada con un aumento de las concentraciones 

biológicas de ácidos grasos de cadena corta, pérdida de peso y mejoras en los perfiles de 

citocinas. Asimismo, las intervenciones con mayor actividad física han mostrado cambios 

adaptativos y, en algunos casos transmisibles, del microbioma intestinal vinculados con 

una mayor capacidad para degradar el lactato o aminoácidos de cadena ramificada, un 
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mayor potencial para la síntesis de ácidos grasos de cadena corta y mejoras en la aptitud 

cardiorrespiratoria y la sensibilidad a la insulina. 

Prebióticos, probióticos y posbióticos 

Algunos polisacáridos no digeribles llamados prebióticos 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 prebióticos que demostraron que los fructanos de tipo inulina cambian la 

composición de la microbiota intestinal en mujeres adultas con obesidad, lo que provoca 

cambios modestos en el metabolismo del huésped (Dewulf et al., 2013). En niños con 

sobrepeso u obesidad, se reporta que los prebióticos 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 probióticos, conocidos como “microorganismos vivos que, cuando se administran en 

cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped” por la 

Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) y la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) (FAO & WHO, 2001), han sido seleccionados 

empíricamente debido a su amplio uso en alimentos fermentados durante siglos y su 

historial de seguridad. Por el contrario, debido a esta amplia definición, su uso se ha 

generalizado, haciéndolos menos efectivos contra enfermedades específica (Chang et al., 

2019). Desde entonces, se han publicado numerosos estudios con el fin de demostrar los 

beneficios de los probióticos en una extensa lista de trastornos y/o enfermedades, 

correspondiendo los probióticos tradicionales a cepas o especies generalmente dentro de 

los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, y algunos de otros géneros (Tan et al., 

2019). Los probióticos tradicionales para las intervenciones clínicas en los trastornos 

relacionados con la obesidad se han utilizado en gran medida, con un impacto diferencial 

enorme en los parámetros y resultados clínicos, en base a la microbiota individual. 
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Además, es bien sabido que los efectos biológicos positivos funcionales y específicos de 

los probióticos dependen de la cepa. Por lo tanto, los estudios clínicos validados deben 

definir bien las cepas específicas administradas a los sujetos. (Azaïs-Braesco et al., 2010; 

Rijkers et al., 2011).  

Los posbióticos representan la versión pasteurizada de los probióticos o partes de cepas 

microbianas que poseen efectos que promueven la salud (Tsilingiri et al., 2012). La 

combinación de varias cepas de probióticos y prebióticos, a menudo llamados 

simbióticos, también han demostrado una mejora metabólica. 

 

Probióticos de nueva generación 

Los nuevos avances en tecnologías ómicas y de alto rendimiento permitieron a la 

comunidad científica caracterizar e identificar nuevos microorganismos llamados 

probióticos de nueva generación (NGP) de acuerdo con la definición básica beneficiosa 

de un probiótico, pero que se caracterizan mejor al enfocarse en enfermedades específicas 

y resultados clínicos. Los NGP que han sido inicialmente bien diseñados y probados para 

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

 

Es posible que algunos probióticos de nueva generación, por ejemplo, las cepas de A. 

muciniphila, ni siquiera necesiten colonizar el intestino para proporcionar efectos 

metabólicos beneficiosos para la salud. La proteína Amuc_1100, expresada en su 

membrana externa, mejora la función 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). 



 

Tabla 4. Cepas probióticas de nueva generación utilizadas en ensayos clínicos y estudios preclínicos relacionados con la obesidad.  

DC: células dendríticas; IL: interleucina; NGP: probióticos de nueva generación; TLR2: receptor tipo toll 2; TNF: factor de necrosis tumoral. 

Cepa NGP, especie dirigida y 
enfermedad Aspectos dietéticos Efectos clínicos y funcionalidad Referencias 

Akkermansia muciniphila Muc [CIP 
107961] 
Humano 
Síndrome metabólico 

Ingesta dietética y actividad física 
normales durante el período de estudio 

↑ Sensibilidad a la insulina,  
↓ insulinemia y  
↓ colesterol total plasmático 

(ClinicalTrials.gov, NCT02637115;  

Depommier et al., 2019) 

Hafnia alvei HA4597 
Humano 
Sujetos con sobrepeso 

Dieta hipocalórica (−20%) y 
mantenimiento de la actividad física 
habitual 

↑ Pérdida de peso en sujetos con sobrepeso,  
↑ sensación de saciedad, 
↑ 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 pidió a los participantes que no 
cambiaran su dieta o estilo de vida 
durante la intervención 

↓ Presión arterial sistólica y diastólica, 
↓ Triglicéridos, colesterol total y lipoproteínas de baja densidad 

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

Akkermansia muciniphila—Muc 
[CIP 107961] 
Ratón  
Obesidad 

Dieta rica en grasa/dieta estándar 
↓ Ganancia de masa grasa, ↑ sensibilidad a la insulina, restauración de la 
función de barrera intestinal al actuar sobre TLR2, ↑ grosor de la capa mucosa; 
efectos similares por una sola proteína de membrana purificada (Amuc 1100) 

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

Clostridium butyricum 
CGMCC0313.1 
Ratón  
Obesidad 

Dieta rica en grasa/dieta estándar 
↓ Acumulación de lípidos en hígado y suero, ↓ niveles de insulina, ↑ tolerancia a 
la glucosa, ↑ sensibilidad a la insulina, ↓ TNF-α y ↑ IL-10 e IL-22 en colon (Shang et al., 2016) 

Faecalibacterium prausnitzii VPI 
C13-20-A 
Ratón  
Obesidad 

Dieta rica en grasa/dieta estándar 
↑ Salud hepática,  
↓ inflamación del tejido adiposo (Munukka et al., 2017) 

Bacteroides uniformis CECT 7771 
Ratón  
Obesidad 

Dieta rica en grasa/dieta estándar 

↓ Ganancia de peso; ↓ absorción de grasas en la dieta;  
↓ esteatosis hepática; ↓ colesterol sérico, triglicéridos, glucosa, insulina y 
leptina; 
↑ tolerancia a la glucosa; ↑ TNF-α por DC después de la estimulación con LPS; 
↑ fagocitosis 

(Cano et al., 2012) 
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Tabla 4. Continuación. Cepas probióticas de nueva generación utilizadas en ensayos clínicos y estudios preclínicos relacionados con la obesidad.  

 
DC: células dendríticas; IL: interleucina; NGP: probióticos de nueva generación; TLR2: receptor tipo toll 2; TNF: factor de necrosis tumoral.

Cepa NGP, especie dirigida y 
enfermedad Aspectos dietéticos Efectos clínicos y funcionalidad Referencias 

Parabacteroides goldsteinii JCM 
13446 
Ratón  
Obesidad 

Dieta rica en grasa/dieta estándar 

↓ Obesidad por  
↑ termogénesis del tejido adiposo,  
↑ integridad intestinal  
↓ inflamación,  
↑ sensibilidad a la insulina 

(Wu et al., 2019) 

Christensenella minuta 
Ratón  
Obesidad 

Dieta rica en grasa/dieta estándar ↓ Ganancia de peso, ↓ adiposidad. Altamente heredable en un fenotipo de 
huésped delgado (Goodrich et al., 2014) 

Eubacterium hallii DSM 1763 
Ratón 
Diabetes 

Dieta rica en grasa/dieta estándar 
↑ Metabolismo energético y  
↑ sensibilidad a la insulina a través de la conversión de glicerol 
3hidroxipropionaldehído 

(Engels et al., 2016) 

Hafnia alvei HA4597 
Ratón  
Obesidad 

Dieta rica en grasa/dieta estándar ↑ Efectos beneficiosos contra la obesidad y metabólicos,  
↓ ingesta de alimentos, ↓ peso corporal y ↓ ganancia de masa grasa (Lucas et al., 2019)  

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

Dieta rica en grasa/dieta estándar ↓ Inmunidad celular antígeno-específica (Y. Ma et al., 2014) 

Escherichia coli Nissle 1917 (EcN-
GMM) 
Ratón  
Obesidad 

Dieta rica en grasa/dieta estándar Modulación de la expresión de neuropéptidos de consumo y gasto de energía en 
el hipotálamo (J. Ma et al., 2020) 
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La estrategia de búsqueda de NGP que sean capaces de modular los efectos de los 

compuestos obesogénicos y disruptores de la microbiota requerirá la información y 

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

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

 

De cara a validar su eficacia y seguridad, es necesario la realización de un análisis previo 

y posterior exhaustivo de la modulación de la composición de la microbiota individual a 

través de metodologías representativas y validadas. Se necesita además la estandarización 

de los análisis de bioinformática y los contenidos de las bases de datos para el análisis del 

conjunto de datos globales de microbiomas. Esto permitirá comparaciones de los efectos 

significativos de estudios armonizados y metanálisis. Además, los NGP deben tener 

beneficios documentados atribuibles que confirmen su seguridad durante la 

administración. En resumen, se necesitan directrices armonizadas e internacionales sobre 

NGP y su impacto en microbiota para abordar la prevención 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, comúnmente realizado mediante la 

administración 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 más sólidas con 

respecto a las relaciones causales entre la microbiota intestinal y los resultados del 

huésped. El uso de FMT en el tratamiento médico humano está ganando popularidad, 

aunque no es novedoso, pues se han descrito estudios de su uso en la medicina tradicional 

china de hace más de 1700 años. El procedimiento FMT se ha vuelto más conocido por 

su notable tasa de éxito en el tratamiento de la infección refractaria por Clostridium 

difficile (CDI) (Han et al., 2016). Pasando de la clínica al laboratorio, el FMT ha abierto 

posibilidades para investigaciones más mecanicistas del papel de la microbiota en varias 

condiciones clínicas a través de la "humanización" 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 

sintomatología depresiva, lo que sugiere que la microbiota intestinal es un componente 

clave para regular la ansiedad y la depresión (P. Zheng et al., 2016). Además, la 

composición 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 tenían un peso 

corporal reducido y, cuando se los convencionalizó 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 reducción consumo de alimentos (Bäckhed 

et al., 2004). Además, la humanización de ratones GF con microbiota de individuos 

obesos resultó en un aumento significativo en el peso corporal en comparación con 
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individuos colonizados con microbiota de individuos delgados (Turnbaugh et al., 2006), 

lo que ilustra la importancia de las características del donante. 

Utilizar animales GF como receptores de FMT proporciona un entorno más fácil para que 

la microbiota introducida colonice y elimina la posible necesidad de un tratamiento con 

antibióticos antes de FMT, pero viene con la advertencia de que los animales GF están 

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 está 

involucrada o no en un proceso determinado. El potencial del FMT en la investigación 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 relación entre la microbiota y el 

huésped, cuyo equilibrio finalmente tiene un gran impacto en la salud. De hecho, más 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 

justificación de la intensa búsqueda actual de compuestos microbianos intestinales que 

vinculan la microbiota intestinal con el metabolismo energético, así como su impacto en 

el sistema nervioso central. Son muchas las vías de comunicación que pueden existir entre 

la microbiota y el organismo, por lo que resulta de gran importancia entender el 

metabolismo microbiano y los compuestos que actúan directa o indirectamente en los 

receptores endocrinos del huésped. En la figura 2 se muestran los compuestos 

microbianos que actúan a nivel de los órganos implicados en la regulación de los 

trastornos metabólicos. 
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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 
fisiológicos en el huésped, influyendo en la enfermedad en trastornos inflamatorios, incluido el 
síndrome metabólico, el cáncer, las enfermedades autoinmunes como la diabetes tipo 1 (DM1), 
la alergia y las enfermedades inflamatorias del intestino. Además, 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 colonización.  

 

La fermentación de la fibra dietética por parte de Firmicutes y Bacteroidetes produce 

butirato, propionato y acetato, ácidos 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 estimulación de las hormonas anorexigénicas y la síntesis 

de leptina (Lin et al., 2012). El acetato y el butirato estimulan la liberación de péptidos 

con efectos en el páncreas (inducen la biosíntesis de insulina) y en el cerebro (inducen 

saciedad). Por otro lado, los lipopolisacáridos (LPS) son compuestos proinflamatorios 

derivados de las membranas bacterianas Gram-negativas que promueven la inflamación. 

Los aminoácidos 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 señalización de la insulina (Koh et al., 2018). En 

sangre portal y periférica de individuos con DM2, el imidazol-propionato estaba presente 

en concentraciones más 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 empeoró la 

tolerancia a la glucosa y la señalización de insulina a través de la activación de la vía de 

la diana de mamíferos del complejo de rapamicina 1 (mTORC1). De acuerdo con estos 

hallazgos, se encontró sobreexpresión de la vía de señalización de insulina mediada por 

mTORC1 en tejido hepático aislado de individuos con DM2. 

Por último, el 10% de nuestras necesidades energéticas diarias proviene de la 

fermentación colónica microbiana de polisacáridos de la dieta. Varios estudios sugieren 

que la contribución relativa de las glicosidasas microbianas es un indicativo de la 

capacidad para el metabolismo de azúcares y la producción de energía (Cantarel et al., 

2009; Tasse et al., 2010) y que su alteración puede estimular la ganancia de peso (Payne 

et al., 2012). Por otro lado, Hernández et al. (Hernández et al., 2013) comprobaron que la 

actividad específica 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 está 

influenciado por neurotransmisores sintetizados por bacterias intestinales destacando los 

SCFA y los aminoácidos. Específicamente, la microbiota intestinal puede proporcionar 

formas únicas del metabolismo de aminoácidos, con impacto inmunológico, metabólico 

y neurológico (Agus et al., 2018; H. Chen et al., 2019; Yano et al., 2015). Tal 

comunicación química 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 cutáneas, 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 

reducción de la circunferencia de la cintura, reduce el apetito y disminuye el estrés 

oxidativo y los niveles plasmáticos de marcadores de inflamación sistémica 

(DiNicolantonio et al., 2018). La disfunción en la ruta metabólica de la histidina se ha 

relacionado con trastornos vasculares, dermatológicos, metabólicos, digestivos, 

inmunológicos y neurológicos. La histamina es un neurotransmisor con funciones en las 

secreciones gástricas y la motilidad del colon y relacionada con múltiples trastornos del 

sistema nervioso central, incluidos el insomnio, la narcolepsia, la enfermedad de 

Parkinson, la esquizofrenia, la enfermedad de Alzheimer y la isquemia cerebral. Además, 

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 ácido γ-aminobutírico y un antagonista del receptor tipo C, cuya administración a 
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animales reduce la actividad motora, aumenta las convulsiones y la alodinia y conduce a 

un estado similar al sueño 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 actúa como un poderoso estimulante de la secreción gástrica, un 

constrictor del músculo liso bronquial, un regulador de la temperatura corporal, un 

vasodilatador y un neurotransmisor de acción central. (Canadian Institutes of Health 

Research, Canada Foundation for Innovation, 2019). El exceso de histidina en la dieta se 

degrada irreversiblemente a trans-urocanato por la acción limitante de la histidina 

amonio-liasa (HAL) o histidasa, una enzima altamente expresada en la capa superficial 

(estrato córneo) de la piel y en el hígado (Hart & Norval, 2020).  El trans-urocanato es 

un intermediario importante en la vía metabólica de la histidina al glutamato que se ha 

asociado con un aumento de la neurotransmisión excitatoria (Zhu et al., 2018). En la piel, 

el trans-urocanato sirve como filtro solar natural ya que la fotoisomerización a cis-

urocanato absorbe la radiación 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 regulación negativa de las reacciones de 

hipersensibilidad, la supresión de la inmunidad celular, la atenuación de la esclerosis y la 

enfermedad inflamatoria intestinal inducida por el sulfato de dextrano y la protección de 

las células de las lesiones ocasionadas por la radiación UV (Albert et al., 2010; Correale 

& Farez, 2013; Korhonen et al., 2020; Menezes et al., 2016). En el hígado, después de 

dos etapas en la reacción, el trans-urocanato finalmente se convierte en glutamato, un 

aminoácido no esencial con funciones vitales en el metabolismo intermediario y en la 

biosíntesis de ácidos nucleicos, proteínas y aminoácidos como la prolina y la arginina. El 

glutamato, el aminoácido más abundante en el cerebro de los mamíferos, actúa como un 

importante neurotransmisor excitatorio a través de una amplia variedad de receptores que 

regulan la comunicación neuroinmune, el lenguaje, la plasticidad sináptica, 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 último, 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 metabólica proporcionada por la microbiota intestinal a 

los mamíferos.  

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 está 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 están haciendo esos 

microorganismos? Para intentar contestarla, se realizan estudios desde un punto de vista 

metabólico y enzimático que permitan describir mejor los efectos de la microbiota 

intestinal sobre la salud/enfermedad del huésped, concretamente en obesidad y en 

alteraciones neurológicas, y es en esta línea donde encajan nuestros trabajos de 

investigación. 
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Objetivos 

 

Objetivo general 

Demostrar el papel de los biomarcadores enzimáticos/metabólicos de la microbiota en la 

obesidad y el neurodesarrollo y diseñar una estrategia racional para clasificar, identificar 

y ensayar los consorcios de microbiota humana en modelos murinos gnotobióticos. 

Objetivos específicos 

1. Estudiar la actividad enzimática glicosidasa en las colecciones de microorganismos 

de la microbiota humana infantil en relación a la obesidad. 

2. Establecer un modelo gnotobiótico para demostrar el papel de las glicosidasas 

microbianas en el desarrollo de la obesidad. 

3. Establecer un modelo gnotobiótico 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 asociación 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. 

2. To establish a gnotobiotic murine model to demonstrate the role of microbial 

glycosidases in the development of obesity. 

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

cognitive development. 

4. 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, diseño 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, bioquímicos, microbiológicos, 

inmunológicos, antropométricos, neuropsicológicos y de neuroimagen para clarificar 

influencias a largo plazo de la programación temprana en el desarrollo de la adiposidad, 

la cognición y el comportamiento. 

El reclutamiento del estudio se realizó entre 2008 y 2012, a través de la colaboración con 

el Hospital Clínico Universitario San Cecilio y el Hospital Universitario Materno Infantil 

de Granada, Granada, España y sus centros de salud periféricos. La cohorte se estableció 

con 331 gestantes reclutadas entre las 12 y 20 semanas de gestación; 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 tenían 

entre 18 y 45 años, tenían embarazos únicos y no complicados y no participaban en otro 

estudio. Los criterios de exclusión del estudio para las madres fueron: cualquier tipo de 

tratamiento farmacológico, enfermedades diagnosticadas (p. ej., hipertensión o 

preeclampsia, retraso del crecimiento intrauterino, infección materna, 

hipo/hipertiroidismo, enfermedad hepática o renal) y dieta vegetariana. El estudio incluyó 

medidas antropométricas, cuestionarios de salud y evaluaciones médicas del niño. Este 

proyecto siguió los estándares éticos reconocidos por la Declaración de Helsinki (revisada 

en Hong-Kong 1989 y en Edimburgo 2000) y las recomendaciones de Buenas Prácticas 
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Clínicas de la CEE (documento 111/3976/88 1990), y la legislación española vigente que 

regula la investigación clínica en humanos (Real Decreto 561/ 1993). El estudio se 

explicó a los participantes antes de comenzar, y los padres firmaron un consentimiento 

informado por sí mismos y dieron su consentimiento por escrito en nombre de sus hijos. 

Las gestantes fueron supervisadas durante toda la gestación hasta el parto y luego hasta 

los 18 meses posparto. Se realizó antropometría fetal estandarizada, así como en los 

neonatos; los lactantes y niños fueron seguidos hasta los 8 años (3, 6, 12 y 18 meses, y a 

los 2; 3,5; 6,5 y 8 años) (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 

información importante, como la composición corporal materna y el aumento de peso 

durante el embarazo, la ingesta dietética materna e infantil, el estilo de vida que incluye 

la actividad física, los biomarcadores bioquímicos e inmunológicos maternos y del cordón 

umbilical, el crecimiento y el neurodesarrollo de la descendencia, entre otros. El 

desarrollo cognitivo infantil se evaluó a los 6 y 18 meses de edad mediante las Bayley 

Scales of Infant and Toddler Development®, Third Edition (Bayley, 2006), por 

psicólogos capacitados en presencia de la madre del niño. Estas escalas miden el nivel de 

desarrollo motor, del lenguaje y cognitivo o mental.  
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Figura 3. Perfil del estudio PREOBE.  
 
El estudio incluyó a 331 mujeres embarazadas en diferentes etapas del embarazo, antes de las 34 
semanas de gestación. Las madres incluidas se asignaron a cuatro grupos diferentes según su BMI 
pregestacional y su estado de diabetes gestacional. Los lactantes fueron seguidos en diferentes 
visitas hasta los 8 años. A=abandonos. E=exclusiones. 
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En el marco de este proyecto, la presente investigación se centra en el análisis 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 

composición 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 alimentación de 

leche, ya sea lactancia o fórmula, a alimentación complementaria y alimentos sólidos. Por 

otra parte, los 18 meses de edad es un período en el que se han instaurado los alimentos 

sólidos en casi el 90% de las dietas infantiles, determinando una comunidad microbiana 

más parecida a la que se encuentra en los adultos. 

Figura 4. Muestras fecales analizadas. 
 
Las muestras de heces se obtuvieron de 139 niños 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 gnotobióticos 

La experimentación con los modelos gnotobióticos, es decir ratones GF que reciben una 

microbiota concreta y conocida, también conosiderados como ex-GF humanizados, se 

realizó en la Unidad de Animales Gnotobióticos del Centro de Instrumentación Científica 

(CIC) de la Universidad de Granada (UGR). Los ratones recibieron atención 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 Ética en Experimentación Animal de la UGR y por la Consejería de Agricultura, 

Ganadería, Pesca y Desarrollo Sostenible. 

 

Se trabajó 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 niños de 

6 meses.  

La inoculación de la microbiota se realizó 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 análisis 

de la bibñliografía disponible, y se realizó 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 niños y cada muestra se diluyó en 1mL de tampón 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 tomó el sobrenadante, envolviendo el tubo de nuevo con 

parafilm para utilizarlo inmediatamente en la inoculación a los ratones GF. Ya en las 

instalaciones de la Unidad de Experimentación Animal, se trabajó 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 

realizó el oral gavage con 200µL de cada inóculo 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 presión positiva y ambiente totalmente aislado y estéril, con dieta chow 

y agua esterilizadas, manipulándolos solo para la recogida de muestras fecales y la medida 

del peso en la cabina de seguridad biológica, en la que las cubetas solo eran abiertas una 

vez que habían pasado por un baño de desinfección química con Virkon®. Pasados 14 

días, se pesó a los ratones y se les realizó en día sucesivos las pruebas psicológicas de 

Open Field (OF, campo abierto) y Novel Object Recognition Test (NORT, 

reconocimiento de objetos), por el equipo de psicólogos formado por el doctorando 

Sergio Menchén y el Dr. Fernando Gámiz, del grupo de la Dra. Milagros Gallo. Por 

último, se tomaron medidas de glucosa en sangre de los ratones y se les sacrificó para la 

recogida de muestras biológicas. 



 
 

54 

 

 
Figura 5. Estación de ratones germ-free. 
Proceso de trabajo en la cabina de seguridad biológica de la Unidad de Animales Gnotobióticos 
del Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. (Fotografía de Mayo de 
2020). 

 

Test de tolerancia a la glucosa 

También denominado Oral Gavage Glucose Tolerance Test (OGTT). Se siguió el 

protocolo del Mouse Metabolic Phenotyping Centers (MMPC Protocols, 2016). Para ello, 

se preparó una solución de glucosa al 20% (20g glucosa en 100ml de agua). Se esterilizó 

mediante filtración con filtros de jeringa de nailon de 0,2 µm. Se inocularon 10 µL de 

esta solución por cada gramo de peso de ratón. 

 

El día de la medida, se dejó en ayuno 5-6h a los ratones. Se retiró la comida y la viruta y 

se mantuvo el agua.  
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Se pesó a cada ratón. Para la medida de glucosa en ayunas, se limpió la cola de cada ratón 

con etanol, se hizo un corte de 1mm en el extremo de la cola y se midió la glucosa con un 

glucómetro Contour®XT y tiras reactivas Contour®Next.  

Seguidamente, se realizó el oral gavage con el volumen correspondiente de glucosa al 

20% para cada ratón. Se midió la glucosa en sangre a los 15min, 30min, 60min, 120min. 

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

 

 

Modelos SPF  

Además del trabajo con modelos gnotobióticos, realizamos un estudio en ratones libres 

de patógenos específicos (SPF) como experimento piloto previo al de ratones GF. En este 

caso, se trabajó en la Unidad de Animales del CIC pero sin necesidad de ambiente estéril. 

Se inoculó por vía intraperitoneal un metabolito de la histidina en el grupo experimental 

(ciego a los psicólogos), y se realizaron las mismas medidas psicológicas descritas en la 

sección anterior. Se observó que el grupo experimental bioquímico fue muy similar a uno 

de los grupos que los psicólogos organizaron para presentar los objetos, por lo que esta 

coincidencia podía causar un sesgo en la preferencia por los objetos, y suponer un error 

estadístico. No obstante, las muestras de los controles se utilizaron en las medidas 

metabolómicas que sirvieron para establecer un nuevo método de determinación por 

UHPLC-MS/MS de los metabolitos de la histidina de forma simultánea. 
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Técnicas de laboratorio 
 

Extracción y cuantificación de proteínas de origen microbiano 

Las muestras fecales se descongelaron y se pesó una alícuota de cada una de 0,05g. Se 

diluyeron en 1 mL de PBS suplementado con L-cisteína 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 recogió y se centrifugó a 14000 g durante 1 min para obtener las bacterias 

fecales. Las bacterias fecales se lavaron con PBS suplementado con L-cisteína. Se añadió 

al sedimento resultante de bacterias 100 µL del reactivo BugBuster de extracción de 

proteínas (Novagen, Darmstadt, Alemania), 0,5µL de Lysonase Bioprocessing Reagent 

(Novagen) y 1 µL de PMSF 1mM, y las bacterias se lisaron durante 30 min, 100 rpm a 

37°C. Después, las bacterias fecales fueron sometidas a 15 ciclos de frío-calor (hielo seco-

28ºC) de 15 seg, y se sometieron a sonicación (Bandelin Sonopuls, HD 2070) con un 

ajuste de amplitud del 30 %, durante 2 min en hielo. Por último, el extracto se centrifugó 

a 4°C durante 10 min a 14000 g para separar los restos celulares y las células intactas. El 

sobrenadante se aspiró cuidadosamente (para evitar perturbar el sedimento) y se transfirió 

a un nuevo tubo. 

Para la cuantificación de las proteínas, se utilizó el reactivo BCA o ácido bicinconínico 

(Thermo Fisher Scientific®), siguiendo las condiciones del fabricante, con la preparación 

extemporánea de la mezcla de ractivos A-B (50:1). Se relaizó una curva patrón con una 

solución de albúmina a distintas concentraciones conocidas. Por último, se midió la 

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

Electroforesis de proteínas en geles de acrilamida 

El análisis de calidad de la extracción de proteínas se llevó a cabo mediante electroforesis 

en geles de acrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) al 10% (p/v). Los geles 

utilizados fueron geles preparados en el propio laboratorio siguiendo la metodología 
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descrita en el laboratorio y el siguiente protocolo. Las muestras se mezclaron con tampón 

de carga y se cargaron en los pocillos del gel. Tras la electroforesis, el gel se tiñó con azul 

Coomassie durante 2-3h y posteriormente se lavó varias veces con la solución de 

desteñido (ácido acético glacial 10% (v/v), metanol 30%) hasta la definición de las bandas 

de proteínas. 

Solución tampón de electroforesis (running buffer): Tris base 25mM, Glicina 200mM, 

SDS 0,1%, agua bidestilada 

 
Tabla 5. Soluciones y reactivos para el análisis de proteínas mediante SDS-PAGE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Medida de actividad glicosidasa bacteriana 

Las actividades glicosidasa se cuantificaron por triplicado en placas de 96 pocillos usando 

un espectrofotómetro BioTek Sinergy HT. El ensayo colorimétrico se realizó con 

extractos de proteínas de bacterias fecales purificadas o bacterias control cultivadas, 

midiendo la liberación de 5 azúcares estructuralmente distintos (como derivados p-nitro-

fenil (pNP): p-nitrofenol-α-D-glucósido, p-nitrofenol-β-D-glucósido, p-nitrofenol-α-D-

galactósido, p-nitrofenol-β-D-galactósido y p-nitrofenol-α-L-fucósido (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, EE. UU.) que representan una selección de los de glicanos más 

comunes y medidos anteriormente en colaboración con nuestro grupo (Hernández et al., 

2013). Para la cuantificación se siguió el siguiente protocolo: las reacciones contenían 35 

 Stacking Gel (para 10 ml)  Resolving Gel (para 10 ml) 

Agua bidestilada  6,1 ml Agua bidestilada  3,35 ml 

0,5 M Tris-HCl, pH 6,8  2,5 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8  2,5 ml 

10% (p/v) SDS  0,1 ml 10% (p/v) SDS  0,1 ml 

Acrilamida/Bis-acrilamida 

(30% / 0,8% p/v) 

 1,3 ml Acrilamida/Bis-acrilamida 

(30% / 0,8% p/v) 

 4 ml 

10%(p/v) PSA  0,075 ml 10%(p/v) PSA  0,075 ml 

TEMED  0,0075 ml TEMED  0,0075 ml 
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µg de proteínas totales y 1 mg/mL de sustrato de azúcar en un tampón HEPES 50 mM 

pH 7 en un volumen final de 100 µL. Las reacciones se siguieron cada 10 min mediante 

la medición de la liberación de pNP a 410 nm durante 130 min a 37ºC (Figura 6). En 

todos los casos, una unidad (U) de actividad enzimática se define como la cantidad de 

proteína que produce 1 mol de azúcares 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. 

 

 

Figura 6. Medidas cinéticas de las actividades glicosidasas detectadas en el lector de placas 
espectrofotomético de los extractos bacterianos de la microbiota intestinal de niños.  



 

Figura 7. Esquema de la medida de la actividad glicosidasa bacteriana intestinal 



 

Medida del metaboloma por UHPLC-MS/MS 

Sustancias químicas y reactivos 

El agua (18,2 MΩ cm−1) se purificó con un sistema Milli-Q Plus® (Millipore, Madrid, 

España). El disolvente de LC-MS (acetonitrilo, ACN) y el aditivo (ácido fórmico) eran 

de grado UHPLC-MS y se adquirieron en Scharlau (Scharlab S.L., Barcelona, España). 

El L-glutamato, imidazol-4-acetato, N-acetilhistamina, cis-urocanato, imidazol-

propionato y ácido 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 

químicos utilizados para medir las actividades enzimáticas fueron el reactivo de 

extracción de proteínas BugBuster (Novagen, Darmstadt, Alemania), cloruro de 

magnesio, glutatión reducido, piridoxal-5'-fosfato y aminoguanidina (Sigma-Aldrich, 

Chemie GmbH). 

 

Preparación de las muestras de orina 

Las muestras de orina se descongelaron y se transfirió una alícuota de 10 µl mediante 

pipeteo a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se agregaron 990 µL de ACN/H2O (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 µm y se congelaron en viales analíticos a -20°C hasta el análisis UHPLC-MS/MS. 

 

Extracción 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-cisteína al 0,05 %. Después de la resuspensión (mediante 1 

min de vórtex vigoroso), las muestras se centrifugaron a 500 g durante 1 min a 4 °C para 

eliminar los restos fecales. El sobrenadante se transfirió a un tubo Eppendorf de 2 ml y se 
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centrifugó a 14.000 g a 4°C durante 1 min para sedimentar las células. Se mezclaron 500 

µL de este sobrenadante con 500 µL de ACN de grado UHPLC-MS para precipitar las 

proteínas. A continuación, esta solución se centrifugó a 13.000 rpm a 4 °C durante 10 min 

para separar las impurezas sólidas. Los sobrenadantes se retiraron, se filtraron a través de 

filtros de jeringa de nailon de 0,22 µm y se congelaron en viales analíticos a -20°C hasta 

el análisis UHPLC-MS/MS. 

Las células de la microbiota sedimentadas se resuspendieron en 300 µl de PBS y se 

dividieron en dos alícuotas. Para la determinación de metabolitos bioactivos de histidina 

intracelular, las células microbianas se lisaron con quince ciclos consecutivos de 

congelación-descongelación en nitrógeno líquido 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 retiró tras centrifugar a 14.000 g durante 10 

min a 4°C. Los sobrenadantes se mezclaron con 150 µL 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 µm y se congelaron en viales 

analíticos a -20 °C hasta el análisis UHPLC-MS/MS. 

 

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

descarboxilasa (HDC) 

La alícuota restante de células de microbiota resuspendidas se mezcló con el mismo 

volumen de reactivo de extracción de proteínas BugBuster, se agitó suavemente durante 

30 min a 37°C y posteriormente se rompieron las membranas mediante ciclos de 

congelación-descongelación y sonicación como se describió anteriormente. Los extractos 

de proteínas se centrifugaron a 14.000 g durante 10 min a 4°C para separar los restos 

celulares. La síntesis del producto por las enzimas HAL y HDC se midió en extractos 

proteicos usando 1 mg mL-1 de sustrato de histidina. Las reacciones HAL se determinaron 
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en tampón Tris HCl 200 mM pH 9 con MgCl2 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 estándar y curvas de calibrado 

Las soluciones estándar se prepararon individualmente en 1 mg mL-1 ACN/H2O, (50/50 

v/v). Se utilizaron los mismos disolventes de dilución para las soluciones madre de 

patrones internos (IS). Las soluciones madre estándar y los patrones internos se 

almacenaron a -20°C durante un máximo de 2 semanas. Las soluciones de trabajo se 

prepararon semanalmente diluyendo las soluciones madre con el mismo disolvente. 

El proceso de calibración se realizó mediante la dilución de soluciones madre estándar en 

ACN/H2O (50/50; v/v) para obtener seis soluciones en el rango de ng mL-1 para los 

analitos a determinar. Cada punto de la curva estándar se preparó por triplicado y cada 

extracto se analizó tres veces. Los patrones internos, atenolol para urocanatos y ATAA 

para los demás analitos, se agregaron después de la extracción a una concentración final 

de 10 ng mL-1. Las curvas de calibrado se trazaron utilizando la relación del área del pico 

del analito/estándar interno frente a la concentración del analito. 

 

Instrumentación y condiciones analíticas 

Se desarrolló un método de alto rendimiento utilizando UHPLC–ESI–MS/MS. Todas las 

mediciones se realizaron en el Centro de Instrumentación Científica (Universidad de 

Granada). La cromatografía se realizó con un Waters Acquity UPLC™ System I-Class 

(Waters, Reino Unido). Se ejecutaron dos análisis de cromatografía líquida de alto 

rendimiento diferentes: (i) análisis genérico, la separación se realizó mediante una 

columna Acquity UPLC HSS™ T3 (1,8 µm, 2,1 × 150 mm; Waters) (Columna HSS T3); 

y (ii) análisis de los isómeros del urocanato, la separación se llevó a cabo utilizando una 
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columna de cromatografía líquida de alto rendimiento Acquity BEH™ Amide (1,7 µm, 

2,1 × 100 mm; Waters) (Columna BEH Amide). Los parámetros instrumentales se 

muestran en la Tabla 6. En ambos métodos analíticos, la fase móvil A fue agua con ácido 

fórmico al 0,1 % y la fase móvil B fue ACN con ácido fórmico al 0,1 %. La columna se 

usó a temperatura ambiente. El volumen de inyección de la muestra fue de 10 µL y el 

caudal fue de 0,3 mL min-1 y 0,35 mL min-1, respectivamente. La espectrometría de masas 

se realizó con un espectrómetro de masas de triple cuadrupolo Waters (XevoTQ-XS, 

Waters, Reino Unido). El espectrómetro de masas se hizo funcionar en el modo ESI 

positivo con las siguientes condiciones de funcionamiento: tensión capilar, 2,90 kV; 

temperatura de la fuente de iones, 150 °C; temperatura de desolvatación, 600 °C; caudal 

de gas de desolvatación, 500 L h-1; caudal de gas del cono, 150 L h-1. Los iones 

moleculares protonados [M+H]+ de los metabolitos bioactivos de histidina se eligieron 

como iones precursores, debido a su mayor optimización de los parámetros del 

instrumento. Se seleccionó una transición de masa específica (m/z) para cada analito 

usando la función de modo de monitorización de múltiples reacciones (MRM) del 

instrumento para calificación y cuantificación. Los parámetros de masa optimizados 

dependientes del compuesto (voltaje de cono y energía de colisión) y las transiciones 

MRM se muestran en la Tabla 6. Los detalles de cromatografía de cada método y la 

configuración de MS se proporcionan en la Tabla 7 y Tabla 8. Se utilizó el software 

Masslynx versión 4.2 para el control del instrumento y la adquisición de datos.  
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Tabla 6. Transiciones y potenciales optimizados para el análisis UHPLC-MS/MS de los metabolitos 

de la histidina 

 Fórmula química  tR (min) Transiciones CV CE 

Columna HSS T3  

Histidina C6H9N3O2 0,9 156,04 ➝ 82,33 a 6 18 
 

  156,04 ➝ 92,48 b 6 18 

N-Acetilhistamina C7H11N3O 1,49 154,06 ➝ 67,38 a 4 24 
 

  154,06 ➝ 94,49 b 4 14 

Glutamato C5H9NO4 1,05 148,02 ➝ 101,51 a 6 8 
 

  148,02 ➝ 83,43 b 6 12 

Imidazol propionato C6H7N2O2 1,49 141,09 ➝ 80,43 a 2 18 
 

  141,09 ➝ 94,51 b 2 10 

Imidazol acetato C5H6N2O2 1,31 127,14 ➝ 53,30 a 28 20 
 

  127,14 ➝ 80,38 b 28 4 

Histamina C5H9N3 0,83 112,11 ➝ 40,31 a 12 18 
 

  112,11 ➝ 82,41 b 12 8 

ATAA C5H6N2O2S 1,49 159,05 ➝ 70,33 a 4 26 

   159,05 ➝112,51 b 4 22 

Columna BEH Amide  

Cis-urocanato C6H5N2O2 1,5 139,07 ➝ 65,29 a 32 18 
 

  139,07 ➝ 92,48 b 32 16 

Trans-urocanato C6H5N2O2 1,92 139,07 ➝ 65,29 a 32 18 
 

  139,07 ➝ 92,48 b 32 16 

Atenolol C14H22N2O3 1,81 267,19 ➝ 144,67 a 6 26 

   267,19 ➝ 189,83 b 6 16 

CV: Voltaje de cono (V); CE: Energía de colisión (eV).a Transición MRM usada para cualificación. b Transición 

MRM usada para cuantificación. 
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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 µm 

Temperatura de la columna de CL  Temperatura ambiente 

Volumen de inyección  10µL 

Fase móvil A: Agua con 0,1% de ácido fórmico 

B: Acetonitrilo con 0,1% de ácido fórmico 

Flujo de la fase móvil 0,35 mL/min 

Gradiente Inicial: 0% B, T5: 90% B, T3: 30% B, T3.1: 100% 

B, T4: 100% B, T4.1: 0% B 

Tiempo (min) %A %B 

 0 

0,5 

3 

3,1 

4 

4,1 

100 

10 

70 

0 

0 

100 

0 

90 

30 

100 

100 

0 

Tiempo total de ejecución (min) 6,5 min 

 

Columna BEH Amide  Columna Acquity UPLC BEH™ Amide 2,1 x 100 

mm, 1,7 µm 

Temperatura de la columna de CL  Temperatura ambiente 

Volumen de inyección  10µL 

Fase móvil A: Agua con 0,1% de ácido fórmico 

B: Acetonitrilo con 0,1% de ácido fórmico 

Flujo de la fase móvil 0,30 mL/min 

Gradiente Inicial: 20% B, T0.5: 20% B,  T1.5: 40% B, T3.5: 

40% B, T5: 20% B 

Tiempo (min) %A %B 

 0 

0,5 

1,5 

3,5 

5 

80 

80 

60 

60 

80 

20 

20 

40 

40 

20 

Tiempo total de ejecución (min) 6,5 min 
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Tabla 8. Resumen de los ajustes de MS  

Tipo de fuente ESI+ 

Temperatura de desolvatación 6000C 

Temperatura de la fuente 1500C 

Flujo de gas del cono  150 (L/Hr) 

Flujo de gas de desolvatación  500 (L/Hr) 

Flujo de gas de colisión  0,15 (mL/min) 

Flujo de gas del nebulizador  7,00 (Bar) 

Capilaridad 2,90 (Kv) 

 

 

Efecto matriz y validación 

Para verificar el efecto de matriz para los patrones internos y, en consecuencia, para los 

metabolitos bioactivos de histidina, se realizó una comparación de pendiente entre varias 

curvas de calibración. Se preparó una curva de seis niveles de concentración para atenolol 

y ATAA en agua destilada y ACN. De manera similar, se realizó una segunda curva de 

calibrado agregando a cada matriz la misma cantidad de patrón interno que se usó en la 

calibración estándar (seis niveles de calibración). 

Validamos el método desarrollado en términos de linealidad, límite de detección (LOD), 

límite de cuantificación (LOQ), selectividad, exactitud (veracidad y precisión) y 

recuperación de acuerdo con la guía para la validación de métodos bioanalíticos de la 

Administración Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) (CDER & CVM, 

2018). Las curvas de calibrado se prepararon calculando la relación del área del pico 

cromatográfico del analito y el patrón interno para cada metabolito en cada nivel de 

concentración. LOD es la cantidad mínima de compuesto detectable en la muestra, 

mientras que LOQ es la cantidad mínima cuantificada. Ambos se determinaron para 

comprobar la sensibilidad del método analítico. En este trabajo, estos parámetros se 

calcularon siguiendo el método definido por Currie (Currie, 1999). Obtuvimos sus valores 
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de la función de calibrado, usando la desviación estándar del residual, Sy/x, la pendiente 

de la curva, b, y una estimación de la desviación estándar del blanco (S0). El LOD se 

define como 3·S0 y el LOQ como 10·S0. La selectividad se evaluó comparando el 

cromatograma del blanco con el mismo blanco añadiendo una concentración conocida de 

los patrones internos. La exactitud (veracidad y precisión) se evaluó añadiendo muestras 

a niveles bajos, medios y altos (5, 50 y 100 ng mL-1, respectivamente) en tres réplicas 

para cada compuesto durante tres días consecutivos. Usamos blancos de procedimiento 

con disolvente cada diez muestras para controlar la contaminación de fondo y no 

encontramos cantidades cuantificables de los analitos de estudio. 

 

Extracción y cuantificación del DNA microbiano de muestras de heces  

La extracción del DNA de las bacterias fecales se realizó según el protocolo publicado 

por Zoetendal et al. (Zoetendal et al., 1998) con pequeñas modificaciones. Las muestras 

se descongelaron en agua helada y 0,05g de muestra se resuspendieron en 1 mL de TN150 

(Tris-HCl 10 mM pH 8,0 y NaCl 150 mM). Posteriormente se paso la suspensión a un 

tubo con 0,3 g de bolitas de 0,1 mm de zirconio/sílice. La mezcla se incubó a 80ºC durante 

30 minutos en un baño, volteando el tubo cada 5 minutos. Pasados los 30 minutos el tubo 

se enfrió a temperatura ambiente y se añadieron 10 µL de lisozima de una concentración 

de 100mg/mL y se incubó a 37ºC durante 30 minutos. Después se agregaron 150 µL de 

fenol tamponado (Panreac Applichem®) y se procedió 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 4ºC y 14000g. La fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo para comenzar 

con la extracción con disolventes orgánicos. Se añadió 750µL de fenol tamponado y se 

mezcló por inversión suave. Después se centrifugaron los tubos 5 min a 4ºC y 14000 g y 

de nuevo la fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo. A continuación se agregoaron 400 
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µL de fenol y 400 µL de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1) (Panreac Applichem®) y 

se centrifugaron los tubos 5 min a 4ºC y 14000 g. Se añadieron 750µL de 

cloroformo/alcohol isoamílico y se mezcló por inversión suave. Después se centrifugaron 

los tubos 5 min a 4ºC y 14000 g y de nuevo la fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo. 

Se volvió a transferir la fase acuosa a un tubo nuevo para proceder a la precipitación de 

los ácidos nucleicos. Se añadió 1/10 del volumen de acetato sódico 3 M y pH 5,2 y dos 

volúmenes de etanol absoluto frío. Los tubos se mantuvieron en frío al menos 30 min. 

Después se centrifugaron a 4°C durante 5 min a 10000rpm. Se desechó el sobrenadante y 

se agregaron 500 µL de etanol frío al 70% agitando suavemente. Los tubos se 

centrifugaron a 4°C a 7500rpm durante 5 min. Se descartó el sobrenadante y se secó el 

sedimento a 55°C. Por último se resuspendió el precipitado en 25 µL de agua estéril y se 

incubó a 37ºC durante 15 minutos tras añadir RNAsa.  

Para la cuantificación del DNA extraído se utilizó 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 midió 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 extraído fueron 

sometidas a electroforesis en geles horizontales de agarosa. La concentración de agarosa 

en los geles fue de 0,8% (p/v).  

El tampón utilizado para la preparación de los geles así como para la electroforesis fue 

TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8. Las muestras de DNA se mezclaron 

con el tampón de carga de electroforesis (6X Loading Dye, Fermentas) para monitorizar 

el estado de la electroforesis por la posición relativa del indicador del frente. A 

continuación se aplicó un voltaje de 60 V/cm con una fuente de alimentación BIO-RAD.  
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Terminada la electroforesis, el gel se tiñó en una solución de bromuro de etidio (0,5 

µg/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.  

 

Secuenciación del gen 16S rRNA 

Se usó DNA genómico de bacterias fecales para la amplificación del gen 16S rRNA 

usando cebadores universales 27F y 338R y dos reacciones de PCR consecutivas para 

integrar secuencias multiplexadas de Illumina como se describió anteriormente 

(Camarinha-Silva et al., 2014). La biblioteca se preparó 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. 

 

 

Análisis de datos bioinformático y estadístico  

El análisis bioinformático de los datos generados en la secuención masiva se llevó a cabo 

mediante el array en la plataforma MiSeq. Se realizó el filtrado de las secuencias 

generadas, el “demultiplexing” (que consiste en adjudicar cada secuencia a la muestra de 

la que procede) y la formación de las unidades taxonómicas operativas (OTUs). Los 

extremos pareados se emparejaron para dar lecturas de 250 nt. El conjunto de datos se 

filtró y las OTUs se definieron con un 99 % de similitud con los programas MOTHUR 

unique.seqs y pre.cluster (Schloss et al., 2009).  

 



 
 

70 

Clasificación taxonómica y cálculo de la abundancia relativa  

Se asignaron clasificaciones taxonómicas a las OTUs que habían superado los filtros de 

calidad utilizando el algoritmo naïve Bayesian desarrollado por Ribosomal Database 

Project (RDP) (Cole et al., 2003). Este algoritmo proporciona un nivel de confianza para 

cada nivel taxonómico en cada OTU. Se usó un valor umbral de confianza del 80% en 

todos los niveles taxonómicos. Las OTUs con un valor de confianza menor al 80% fueron 

anotadas utilizando rangos superiores. La abundancia relativa de los taxones microbianos 

se calculó a nivel de género, familia y filo. Para ello se sumaron las lecturas con la misma 

anotación taxonómica, teniendo en cuenta el umbral de confianza mencionado 

anteriormente.  

 

Cálculo de α-diversidad  

Se considera α-diversidad a la riqueza de especies de una comunidad dada y puede venir 

expresada por diferentes índices. Los más comunes son el índice de Shannon, índice de 

Chao-1, OTUs observadas. El índice diversidad filogenética de Faith (PD-whole tree), es 

el único que tiene en cuenta la filogenia, por lo que es el más correcto. Para el cálculo de 

este parámetro se ha utilizado el software PAST (PAleontological STatistics) (Hammer 

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

 

Cálculo de β-diversidad  

Se considera β-diversidad al grado de cambio o reemplazo en la composición de especies 

entre diferentes comunidades. También existen diferentes índices que miden este tipo de 

diversidad, en este trabajo se ha utilizado la medida Unifrac, que está ampliamente 

aceptada y utilizada en estudios de microbiota intestinal (Lozupone et al., 2007). UniFrac 

es una medida de β-diversidad que utiliza información filogenética para comparar 

muestras ambientales. UniFrac, junto con las técnicas estadísticas multivariantes, 
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incluyendo análisis 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 informático GUnifracs (J. Chen, 

2012) de R. Este paquete permite calcular diferentes tipos de distancia Unifrac, que son 

Unifrac weighted (tiene en consideración la abundancia de los taxa/OTUs), Unifrac 

unweighted (es sensible a la presencia de taxa raros). La representación gráfica se realizó 

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

 

Análisis estadístico  

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando SPSS versión 26.0 (IBM SPSS, 

Inc., Chicago, IL) y el software libre R. En general, para los datos que seguían una 

distribución normal se analizaron mediante la prueba de ANOVA dentro del grupo de 

intervención. El análisis post-hoc se llevó a cabo mediante comparaciones por pares de 

pruebas t para muestras pareadas (Bonferroni y Tukey) de los diferentes momentos de la 

intervención y se aplicó la corrección de Benjamini-Hochberg (BH) para comparaciones 

múltiples. También se realizó la prueba t de Student para comparar dos grupos con 

distribución normal. La prueba de Friedman, una versión no paramétrica de ANOVA de 

dos vías, se aplicó para establecer diferencias en los datos que no seguían una distribución 

normal. El análisis post-hoc se llevó a cabo mediante la prueba no paramétrica de 

Wilcoxon para muestras pareadas con corrección de BH. Para establecer diferencias entre 

dos grupos con distribución no normal, se aplicó el test U de Mann-Whitney con la 

corrección de BH.  

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

coeficientes de correlación de Pearson y de Spearman para estimar las asociaciones de la 
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distribución. Para introducir covariables confusoras en los análisis por grupos, se utilizó 

el Modelo Lineal General multivariado.  

Con el fin de establecer diferencias significativas a nivel de β-diversidad, se realizó un 

análisis de PERMANOVA sobre las matrices de distancia Unifrac con 999 permutaciones 

con la función adonis del paquete vegan. Ésto se realizó 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 utilizó Dirichlet Multinomial Mixture (DMM), un método de agrupamiento no 

supervisado que utiliza la aproximación 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 utilizó la prueba exacta de Fisher para determinar 

si los grupos de los niños estaban asociados con los enterotipos. Se construyó una 

abundancia significativa de filotipos diferenciales en varios niveles de taxonomía 

diferentes a partir de tablas de abundancia sin procesar no normalizadas con el paquete 

DESeq2 utilizando una prueba de Wald bilateral con ajuste para comparaciones múltiples 

mediante el método BH (Anders & Huber, 2010). Para todas las determinaciones, el límite 

de significancia estadísitica se fijó en p ≤ 0,05.   



 
 

73 

  



 
 

74 

Resultados y Discusión 

1. Microbiota y obesidad 

 

1.1. La actividad glicosidasa de la microbiota intestinal infantil asocia con el índice 
de masa corporal materno 
 

En este primer capítulo, estudiamos la composición y funcionalidad microbiana intestinal 

a los 6 meses de edad y su asociación con el BMI materno antes del embarazo.  

Se definieron tres grupos en función 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/m2 ≤ 

BMI ≤ 25 kg/m2 y grupo obeso ≥30 kg/m2 (Tabla 9). Las características generales fueron 

similares entre los tres grupos de estudio.  

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

Características de la población 

Características de las madres Características de los niños 

BMI pre-embarazo  Sexo  

Normopeso 25 (36,76%) Masculino 39 (57,35%) 

Sobrepeso 21 (30,88%) Femenino 29 (42,65%) 

Obesidad 22 (32,35%)   

Educación  Alimentación 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  Fórmula artificial 16 (23,53%) 

Sí 4 (5,88%)   

No 64 (94,12%)   

Alcohol durante el embarazo  Alimentación a los 6 meses  

Sí 2 (2,94%) Lactancia materna 15 (22,06%) 

No 66 (97,06%) Mixta 26 (38,24%) 

Tipo de parto  Fórmula artificial 27 (39,71%) 

Vaginal 51 (75%)   

Cesárea 17 (25%)   
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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 α-diversidad (diversidad ecológica 

dentro de la de la muestra) de las comunidades microbianas intestinales. Usamos la 

diversidad de Shannon (SDI) (p=0,151), los índices Chao-1 (estima la riqueza) (p=0,608) 

y el número de taxones (calcula OTU únicos) (p=0,492). Estos valores de diversidad no 

fueron significativamente diferentes entre la microbiota intestinal de los niños nacidos de 

madres normopeso, sobrepeso y obesas. 

Calculamos distancias Unifrac (β-diversidad) para determinar la diversidad entre 

muestras en las comunidades microbianas intestinales de grupos de niños. Las 

cuantificaciones de varianzas se calcularon utilizando PERMANOVA con la función 

adonis en el paquete R vegan (Oksanen et al., 2019). Se observó que, de forma 

significativa, la estructura de la comunidad intestinal de los niños nacidos de madres 

obesas era más similar entre ellos que entre los niños nacidos de madres con sobrepeso y 

a su vez, ambas diferían de la comunidad microbiana de los niños 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 gráfico de análisis de coordenadas 

principales (PCoA) (Figura 8).  
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Figura 8. Análisis 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 confusión que pueden afectar la relación entre el BMI materno 

antes del embarazo y la composición de la microbiota intestinal de los niños, examinamos 

el efecto del sexo, el tipo de parto, la educación de la madre, el consumo de tabaco y 

alcohol durante el embarazo y el tipo de alimentación a dos tiempos durante el estudio 

utilizando la prueba PERMANOVA basada en la distancia UniFrac. El análisis mostró 

un efecto explicativo significativo asociado al tipo de parto (vaginal/cesárea) y la 

alimentación hasta los 3 meses (lactancia materna, fórmula o mixta) en la β-diversidad 

(Tabla 10). Estas asociaciones significativas se consideraron en análisis estadísticos 

posteriores para evitar el efecto de las variables confusoras.  

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

 F model R2 p valor 

Tipo de parto 1,336 0,029 0,048* 

Sexo del bebé 1,131 0,025 0,239 

Educación 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 

Análisis UniFrac (unweighted).*Valores de p≤0,05 resaltados en negrita 

A B 
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A nivel de composición microbiana o abundancias relativas de los taxones, la microbiota 

intestinal de los niños fue diferente entre nuestros grupos de estudio. En los niños 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 niños con madres con sobrepeso mostró una dominancia de Firmicutes 

(53,39%), seguido de Actinobacteria (41,06%), Bacteroidetes (3,14%), Proteobacteria 

(2,39%), y en los niños nacidos de madres obesas, Firmicutes también fue el filo principal 

(53,33%), seguido de Actinobacteria (37,11%), Proteobacteria (9,35%) y Bacteroidetes 

(0,19%). 

 

Figura 9. Abundancia relativa en porcentaje de los taxa presentes de la microbiota intestinal de 
los niños de 6 meses en función del BMI de sus madres  

A la hora de estudiar la composición de las comunidades microbianas, se realizó 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. Además, se observó un aumento 

en las muestras de niños de madres obesas del género Bifidobacterium (p=0,05). Las 

muestras de niños de madres con sobrepeso estuvieron enriquecidas en Ruthenibacterium 

(p=0,001) y Anaerostipes (p=0,05), mientras que la microbiota de niños 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 niños según el BMI materno antes del embarazo, se 

realizó una evaluación del potencial funcional de la comunidad microbiana utilizando la 

metaproteómica obtenida de estudios anteriores. Nuestro análisis reveló una 

sobrerrepresentación de las funciones involucradas en el transporte y metabolismo de 

nucleótidos y en la producción de energía y el metabolismo de conversión. Observamos 

una mayor abundancia del factor de elongación de la traducción GTPasa (COG0480) 

(p=0,002), acetilornitina desacetilasa (COG0624) (p=0,016), proteína de unión al sustrato 

del sistema de transporte de maltooligosacárido (COG2182) (p=0,007), y β-glucosidasa 

(COG1472) (p=0,016), en la microbiota intestinal de niños nacidos de madres obesas 

(Figura 10). 
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Figura 10. Capacidades metabólicas potenciales de la microbiota infantil.  
Diferencias significativas en las capacidades metabólicas potenciales de los microbiomas 
intestinales entre los niños nacidos de madres normopeso (azul), madres con sobrepeso (verde) y 
madres obesas (rojo). Análisis de ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni. Valores medios 
con barras de error típico. Medias con una letra común no son significativamente diferentes. 

 

Dado que nuestro trabajo anterior demostró 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 β-galactosidasa, 

α-galactosidasa, α-glucosidasa, β-glucosidasa y α-fucosidasa intestinal en niños nacidos 

de madres con sobrepeso y obesas (Figura 11). 
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Figura 11. Distribución de las actividades glicosidasa específicas de la microbiota intestinal de 
niños de 6 meses en función de los grupos de BMI de sus madres (U/g).  
Análisis de ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni. Valores medios con barras de error 
típico. Medias con una letra común no son significativamente diferentes. La actividad β-
galactosidasa se separaró, ya que el nivel de actividad fue significativamente mayor en 
comparación con las demás actividades y se muestran en el panel de la izquierda.  

 

Aunque el análisis estadístico sólo mostró diferencias significativas entre los grupos de 

BMI en las actividades α-galactosidasa (p=0,05) y β-glucosidasa (p=0,019), existía una 

clara tendencia a una correlación 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 desempeño metabólico, concretamente la 

capacidad de extracción de energía a partir de la dieta, altere la salud metabólica en la 

descendencia.  
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Tras una amplia investigación en la que se estudió la asociación 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 composición 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 función de sus características y medidas metabólicas, para el estudio de asociación de 

la microbiota con la obesidad, y conocer las vías metabólicas 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. Así, a las dos semanas de la 

inoculación, recogimos muestras fecales de los ratones y analizamos su composición 

microbiana.  

El estudio filogenético de la microbiota de ratones, en comparación con la de humanos, 

resultó 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. Distribución de las abundancias relativas de los distintos filos en los grupos de 
estudio (H: humano, R: ratón). 

 

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 α-diversidad de las comunidades microbianas intestinales. 

En humanos, estuvieron incrementadas la diversidad filogenética de Faith (p=0,006) y el 

índice de Chao-1 (estima la riqueza) (p=0,008). El número de individuos por muestra 

(p=0,707) no fue significativo, porque, curiosamente, apenas varió entre los dos grupos. 

Estos datos podrían 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 continuación, se calcularon las distancias Unifrac para determinar la β-diversidad entre 

las comunidades microbianas de los grupos. Las cuantificaciones de varianzas se 

calcularon utilizando PERMANOVA con la función adonis en el paquete R vegan 

(Oksanen et al., 2019). Como era de esperar, se observó que, de forma significativa, la 

estructura de la microbiota intestinal de los humanos difería de la comunidad microbiana 

de los ratones (p<0,001 para distancias UniFrac weighted y unweighted) (Figura 13).  

 

 
Figura 13. Análisis 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) 

A 

B 
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Para comprobar si el FMT fue exitoso, llevamos a cabo un análisis por pares de donante-

receptor. Realizamos un cluster jerárquico con distancias Jaccard de las muestras de 

ratones y de los donantes humanos, y obtuvimos una clasificación en la que 

preferentemente las muestras de ratones agrupaban por el individuo del que habían 

recibido la microbiota (Figura 14).  

 

Figura 14. Cluster jerárquico de la composición de la comunidad microbiana intestinal humana y 
de ratón.  
La agrupación se realizó mediante el índice de Jaccard. Las muestras se colorean en función de 
la pareja donante-receptor.  

 

Por tanto, podemos decir que el FMT funcionó 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 niños a ratones, así como la asociación entre la microbiota 

intestinal de los niños con el perfil de obesidad de sus madres, a través de las actividades 

glicosidasas, se comprobó si la microbiota de los niños era capaz de ejercer el mismo 

efecto en ratones GF humanizados.  

En primer lugar, se midió el peso de los ratones en condiciones axénicas, antes de la 

inoculación 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 habían 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 habían recibido microbiota de 

niños de madres obesas frente a los que recibieron la microbiota de niños de madres con 

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

Figura 15. Ganancia de peso (mg) a las dos semanas del FMT en ratones gnotobióticos divididos 
en los grupos de BMI de la madre del donante.  
Análisis de ANOVA (p=0,033) con prueba post-hoc de Bonferroni. Valores medios con barras 
de error típico. Medias con una letra común no son significativamente diferentes. 
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Seguidamente se midió la glucosa en sangre de los ratones para establecer si existía 

relación del peso con el perfil glucémico mediante el Oral Gavage Glucose Tolerance 

Test (OGTT). Se midió la glucosa en ayunas y tras la ingesta de una solución de glucosa 

al 20% (p/v), como viene descrito en el apartado de Material y Métodos. Se comprobó 

que las medidas de glucosa en sangre, establecidas como área bajo la curva (AUC, mg 

h/dL), tuvieron una correlación positiva con el peso del ratón, por lo que los ratones 

mostraron signos de síndrome metabólico asociado con la microbiota.  

 

Figura 16. La glucosa en sangre determinada como AUC (mg h/dL) se correlaciona positivamente 
con el peso del ratón.  
Se muestran el coeficiente de correlación de (R) y el valor de significancia para la prueba de 
correlación de Spearman (p=0,021). 

 

A continuación, se analizó si la composición de la microbiota de los ratones era diferente 

en función del peso de la madre del donante. Se comparó la α-diversidad en función del 

BMI y se obtuvieron diferencias significativas en los índices 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. 

R = 0.47, p = 0.021
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A la hora de estudiar la β-diversidad entre las comunidades, se realizó un análisis 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 agrupó en 

función del BMI de las madres de los niños 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. 

Figura 17. Análisis 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 experimentación de los ratones. 

Ningún filo mostró 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 habían recibido 

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

Figura 18. Abundancia relativa en porcentaje de los taxa presentes de la microbiota intestinal de 
los ratones que recibieron la microbiota de los niños de 6 meses en función del BMI de su madre.  

 

Por último, quisimos conocer si la actividad glicosidasa de la microbiota los ratones tenía 

asociación con el BMI, igual que observamos en los niños (Figura 19). Inicialmente, 

estudiamos la actividad β-galactosidasa por ser la actividad que nuestro grupo había 

descrito como posible moduladora de la obesidad, y de la β-glucosidasa, debido a que en 

nuestro estudio en humanos había salido significativamente diferente entre los grupos. 
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Sin embargo, nuestros análisis mostraron un resultado inesperado, ya que la actividad 

glicosidasa de muestras de microbiota de ratones no mantenía la asociación con el BMI 

de la madre de los donantes.  

 
 

 
Figura 19. Distribución de las actividades glicosidasa (U/g) de la microbiota intestinal de ratones. 
trasplantados con microbiota de niños de 6 meses en función de los grupos de BMI de sus madres.  
Análisis de ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni. Valores medios con barras de error 
típico. Medias con una letra común no son significativamente diferentes.  

 
Nuestro estudio consiguió trasladar el fenotipo de las madres de los niños a los ratones a 

través de la microbiota infantil, dando lugar, además, a comunidades microbianas 

diferentes en función del BMI materno. Sin embargo, a la hora de medir la actividad 

glicosidasa, no obtuvimos una asociación del rendimiento enzimático con el BMI. Estos 

resultados podrían indicar que hay factores adicionales a la microbiota que contribuyen 

al metabolismo microbiano. Entre ellos, la dieta podría ser clave para modular la actividad 

glicosidasa. 
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2. Microbiota y neurodesarrollo 

 

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

El siguiente avance del presente estudio fue el análisis de la relación de la microbiota y 

el neurodesarrollo. Estudios anteriores de nuestro grupo hallaron que la microbiota de los 

niños asociaba con el rendimiento cognitivo (Cerdó, 2018). En esta ocasión, nuestra 

hipótesis fue que las comunidades microbianas subyacentes variarían entre los niños 

según las características de su desarrollo neurológico. 

 

Este estudio incluyó 71 parejas de madres y niños (45 niños y 26 niñas) (Tabla 11). Los 

test con las escalas Bayley®-III de desarrollo infantil se registraron en estos niños sanos 

nacidos a término a la edad de 18 meses. Los niños incluidos en este estudio alcanzaron 

el umbral para el neurodesarrollo típico y se dicotomizaron en dos grupos, por encima y 

por debajo de la mediana (percentil 50), según sus puntuaciones en tres dominios de las 

escalas indivuduales de Bayley®-III: cognición 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: cognición 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. Características de la población en función de la dicotomización entre las puntuaciones 
de motricidad fina de la escala de Bayley®-III.  

Característica Por debajo de la mediana Por encima de la mediana p 

Características de las madres    

Edad (años) 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 

Sí 17 (54,84%) 25 (62,5%)  

No 14 (45,16%) 15 (37,5%)  
Educación   0,154 

Primaria/Secundaria 20 (64,52%) 18 (45,0%)  

Universidad 11 (35,48%) 20 (50,0%)  

Tabaco durante el embarazo   0,744 
Sí 28 (90,32%) 37 (92,5%)  
No 3 (9,68%) 3 (7,5%)  

Alcohol durante el embarazo   0,855 
Sí 30 (96,77%) 39 (97,5%)  
No 1 (3,23%) 1 (2,5%)  

Tipo de parto   0,644 
Eutócico 20 (64,52%) 22 (55,0%)  

Distócico 4 (12,90%) 5 (12,5%)  

Cesárea 7 (22,58%) 13 (32,5%)  

Características de los niños    

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 

Perímetro cefálico (cm) 34,75 (1,29) 34,66 (1,47) 0,803 
Placenta (g) 498,52 (108,69) 532,06 (127,56) 0,281 

Alimentación†   0,032* 

Lactancia materna 14 (45,16%) 29 (72,5%)  

Mixta 4 (12,90%) 5 (12,5%)  

Fórmula 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 según test T-Student. Se aplicó la 
prueba de chi-cuadrado a las variables cualitativas. *Los valores de p ≤ 0,05 están resaltados en 
negrita. † La información sobre las prácticas de alimentación de los niños se recolectó a los 3 
meses de edad. 
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Se analizaron muestras fecales de niños sanos de 18 meses mediante la secuenciación de 

la región 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 anotación 

filogenética con alto nivel de confianza. La clasificación taxonómica de las OTUs se 

realizó usando la base de datos RDP Classifier (Q. Wang et al., 2007), lo que resultó en 

una comunidad dominada por taxones pertenecientes a Firmicutes (516), seguidos de 

Bacteroidetes (104), Proteobacteria (32), Actinobacteria (23) y Fusobacteria (4). El 

análisis de las especies dominantes de todos los niños reveló veintiún 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 pertenecían a los 

géneros Lachnospiracea_incertae_sedis, Streptococcus, Fusicatenibacter, Anaerostipes 

y Faecalibacterium. A nivel de género, diecinueve fueron muy abundantes (>1 % de todas 

las secuencias leídas) 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 más del 5% de 

todas las secuencias de lectura) (Figura 20). 

Figura 20. Composición y estructura microbiana intestinal en 71 niños sanos nacidos a término 
a los 18 meses de edad.  
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Filogenia de la microbiota intestinal de los niños de los 17 géneros principales detectados en ≥ 
98 % de los sujetos del estudio. Los nombres de las muestras están coloreados según el 
enterotipo: Firm en azul, Bact en rojo. 

 

Inicialmente, examinamos si las medidas de la estructura y diversidad de la comunidad 

microbiana intestinal diferían entre los niños clasificados como por encima y por debajo 

de la mediana en las seis escalas individuales de Bayley®-III. La α-diversidad microbiana 

(diversidad intramuestra), evaluada por la riqueza (número de taxones), diversidad 

filogenética de Faith (medida de diversidad filogenética) y el índice 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. Asociación entre los índices de α-diversidad y cada escala Bayley®-III. Análisis de  
T-Student  

Richness: Número de OTU’s (Riqueza); Faith’s PD: Diversidad filogenética de Faith; SDI: Índice 
de diversidad de Shannon 

 

Además, se realizaron análisis de coordenadas principales basados en métricas de 

distancia UniFrac para comparar la β-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 basándose en su abundancia (weighted) y 

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

OTUs, la única puntuación de Bayley®-III con fuerte asociación con la estructura y 

composición de la comunidad microbiana intestinal de niños a los 18 meses fue la 

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

21). Los niños con perfiles por debajo de la mediana se agruparon alejados de los niños 

  Richness Faith’s PD SDI 

  
Por debajo 

de la 

mediana 

Por encima 

de la 

mediana 

Por debajo 

de la 

mediana 

Por encima 

de la 

mediana 

Por debajo 

de la 

mediana 

Por encima 

de la 

mediana 

Lenguaje 

compuesto 

Media 

(SD) 

247,07 

(62,39) 

259 

(54,35) 

14,22 

(2,42) 

14,43 

(2,18) 

2,87 

(0,74) 

3,04 

(0,52) 

p-valor 0,394 0,705 0,245 

Lenguaje 

expresivo 

Media 

(SD) 

244,67 

(51,67) 

262,03 

(62,11) 

14,28 

(2,07) 

14,4 

(2,46) 

2,88 

(0,68) 

3,05 

(0,56) 

p-valor 0,209 0,814 0,242 

Lenguaje 

receptivo 

Media 

(SD) 

256,14 

(61,27) 

252,45 

(55,9) 

14,71 

(2,41) 

14,1 

(2,16) 

2,93 

(0,51) 

3 

(0,7) 

p-valor 0,794 0,268 0,681 

Motricidad 

fina 

Media 

(SD) 

253,32 

(56,74) 

254,45 

(59,25) 

14,42 

(2,31) 

14,28 

(2,27) 

2,95 

(0,48) 

2,98 

(0,72) 

p-valor 0,936 0,802 0,828 

Motricidad 

gruesa 

Media 

(SD) 

254,77 

(60,26) 

253,33 

(56,51) 

14,25 

(2,61) 

14,42 

(2) 

2,97 

(0,66) 

2,97 

(0,6) 

p-valor 0,917 0,758 0,965 

Cognición 

compuesta 

Media 

(SD) 

253,5 

(75,17) 

254,26 

(43,89) 

14,39 

(2,84) 

14,32 

(1,84) 

2,97 

(0,74) 

2,97 

(0,54) 

p-valor 0,957 0,898 0,978 
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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 composición de la microbiota intestinal (secuencias del gen 16S 
rRNA) y las escalas Bayley®-III.  
Análisis de las distancias UniFrac (weighted) *Valores de p≤0,05 resaltados en negrita 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Composición y estructura microbiana intestinal en 71 niños sanos nacidos a término a 
los 18 meses de edad.  
(A) Diagrama de dispersión del análisis 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 están 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 (r2) en la composición de la microbiota 
intestinal. * p<0,05 para la prueba PERMANOVA con 999 permutaciones. 

 F model R2 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 

Cognición compuesta 0,892 0,013 0,469 

A B 
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También estudiamos si la β-diversidad de la microbiota intestinal estaba asociada con 
variables antropométricas, maternas y nutricionales (Tabla 14).  

 

Tabla 14. Asociaciones entre la composición de la microbiota intestinal (secuencias del gen 16S 
rRNA) y otras variables de interés. Análisis de las distancias UniFrac (weighted) 
*Valores de p≤0,05 resaltados en negrita  

F model R2 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 mostró un efecto explicativo 

significativo del BMI materno pregestacional (categorizado como normopeso, sobrepeso 

u obesidad) y el tipo de alimentación hasta el tercer mes (fórmula, lactancia materna 

exclusiva o mixta) en la β-diversidad utilizando la matriz de distancia UniFrac (weighted) 

(Figura 21A,B). Curiosamente, la alimentación con leche materna hasta el tercer mes 

(días) no mostró ningún efecto sobre las diferencias de la comunidad microbiana, lo que 

sugiere que cualquier consumo de leche materna afectó a los ensamblajes microbianos 

intestinales en nuestra cohorte en lugar de la frecuencia de alimentación 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 variación en nuestro 

conjunto de datos. No se encontraron asociaciones significativas con la edad materna, el 

tabaquismo durante el embarazo (Sí/No), el consumo de alcohol durante el embarazo 

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

estadísticos posteriores para evitar el efecto de las variables confusoras. 

 

Para investigar la potencial asociación de las puntuaciones de motricidad fina con la 

prevalencia de perfiles de comunidades microbianas intestinales, identificamos tipos de 

comunidades en muestras de niños mediante el uso de modelos Dirichlet Multinomial 

Mixture (DMM), que fueron agrupadas en función de la contribución de los taxones a 

nivel de género. El ajuste del modelo generó un número óptimo de 2 tipos de comunidad 

DMM, denominadas enterotipos (Figura 22A). Los dos enterotipos microbianos 

intestinales tenían peso P = 0,78 y 0,22 y variabilidad Q = 15,45 y 51,36. Por lo tanto, el 

enterotipo muy abundante (78 % de las muestras) comprendía muestras con perfiles 

comunitarios más variables, mientras que el enterotipo menos prevalente (22 % de las 

muestras) comprendía muestras con ensamblajes comunitarios más 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, Ruminococcus2 y 

Roseburia no impulsaron la clasificación de enterotipos. Un conjunto básico de nueve 

géneros fueron los impulsores más importantes en la predicción del modelo (Figura 22D). 

El primer enterotipo contenía muestras con composición microbiana mixta cuyos 

impulsores más importantes fueron un grupo de géneros dentro de Firmicutes como 

Lachnospiracea_incertae_sedis, unclass_Lachnospiraceae, Streptococcus y Blautia, y la 

contribución específica de Fusicatenibacter y Anaerostipes (Figura 22D). El segundo 

enterotipo fue impulsado principalmente por Bacteroides con una contribución específica 
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de Clostridium XIVa y Parabacteroides a la asignación 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 

característicos de cada clasificación 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 mayoría 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 más abundantes en el enterotipo Firm más variable. Finalmente, para probar las 

asociaciones entre enterotipos y la motricidad fina, realizamos una prueba exacta de 

Fisher. Cada enterotipo se asoció significativamente con un grupo motricidad fina 

infantil, donde las muestras por encima de la mediana pertenecían al enterotipo Firm y el 

grupo por debajo de la mediana pertenecía principalmente al enterotipo Bact (p=0,04, 

odds ratio = 0,27). 
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Figura 22. El modelo probabilístico con Dirichlet Multinomial Mixtures de muestras fecales 
reveló 2 enterotipos en 71 niños sanos nacidos a término a los 18 meses de edad.  
(A) El modelo se ajustó a k=4 y presentó el valor de ajuste de modelo más bajo de la aproximación 
de Laplace para cuatro componentes, lo que se tomó como evidencia de la presencia de los dos 
tipos de comunidades principales. (B) Heatmap que muestra la abundancia relativa de los 30 
enterotipos más dominantes generados por DMM. (C) Contribución de los 30 más dominantes 
generados a la composición general de la comunidad. (D) Contribución a la predicción del modelo 
del núcleo microbiano generado para cada enterotipo. (E) Contribución de los géneros 
predominantes (abundancias relativas medias) a los perfiles microbianos en cada enterotipo 
DMM. 

 

Para investigar más a fondo la asociación de la motricidad fina con la composición de la 

microbiota, utilizamos el software estadístico 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 pertenecían a Actinobacteria, 
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Firmicutes y Fusobacteria en niños 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 niños con motricidad fina por encima de la mediana mostró 

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 niños con motricidad fina por debajo de la mediana estaba 

enriquecida en Parabacteroides y Turicibacter. Al estar los probióticos Bifidobacterium 

y Lactobacillus enriquecidos en niños con motricidad fina por encima de la mediana, 

realizamos un análisis más detallado sobre la asociación de especies microbianas 

pertenecientes a los géneros Bifidobacterium (7 OTUs) y Lactobacillus (11 OTUs) con la 

motricidad fina. El análisis reveló que solo Bifidobacterium OTU-242 tendía a 

enriquecerse en niños con motricidad fina por encima de la mediana (Log2FC 2,51; FDR 

<0,05). Las comparaciones de secuencias de nucleótidos de BLASTN y EzTaxon 

mostraron que OTU-242 tenía 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 niños con grupos de motricidad 
fina por encima y por debajo de la mediana.  
Volcano plot que muestra los log2 fold changes reducidos en la abundancia media de géneros 
frente a –log10 de FDR. Los colores azules representan significancia y los nombres de las etiquetas 
denotan la taxonomía de los géneros a nivel de filo. Las líneas discontinuas indican umbrales de 
significancia (FDR < 0,05). 

 

Observamos una asociación significativa entre la microbiota intestinal y las habilidades 

de motricidad fina en niños 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 colonización y el ensamblaje intestinal pueden vincularse 

con los resultados del desarrollo neurológico 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 más estudios de 

intervención utilizando cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium para influir en los 

resultados de motricidad en niños. 
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2.2. La microbiota intestinal está asociada con el desarrollo cognitivo infantil 

 

Estudios anteriores de nuestro grupo hallaron que la microbiota de los niños de 6 meses 

asocia con el rendimiento cognitivo. (Cerdó, 2018). 

Por otro lado, cuando se estudió la proteómica 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 desaminación no oxidativa de la L-histidina (His), dando lugar a urocanato 

(Uro) fue significativamente más abundante en la microbiota intestinal de los niños con 

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

 

Partiendo de estas premisas, el presente estudio abordó de forma exhaustuva el papel del 

metabolismo de la His, que consta principalmente de dos vías enzimáticas 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 degradación (Figura 24).  

Figura 24. Rutas enzimáticas del metabolismo de la histidina (Acuña et al., 2021) 
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Se comprobó in vitro si esta asociación se replicaba, midiendo la actividad enzimática 

HAL en las mismas muestras (Figura 25). Se obtuvo una correlación positiva del 

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

Figura 25. El incremento de la actividad HAL (U/g) se correlaciona positivamente con el valor 
de la escala de Cognición Compuesta (COGCOM) de la escala de Bayley®-III.  
Se muestran el coeficiente de correlación (R) y el valor de significancia para la prueba de 
correlación de Pearson (p=0,029). 

 

Debido a que la HAL microbiana estaba aumentada en los niños con una cognición por 

encima de la mediana, se procedió a comprobar la relación 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 utilizó UHPLC-MS/MS, como se ha descrito en el apartado de Material y métodos. 

El análisis de Spearman reveló que existía una correlación 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 están en correlacionados de 
manera positiva.  
Los círculos mostrados corresponden con las correlaciones de Spearman significativas (p<0,05). 

 

La medida de las concentraciones de los compuestos da una idea estática del 

metabolismo. Por eso, también es interesante calcular los ratios entre los productos 

generados, que dan una visión más cercana a la realidad de un metabolismo que por 

definición es dinámico. 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 correlación 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 degradación de la His a 

través de la ruta de la HAL, y es de origen microbiano, por lo que nuestros resultados 

coinciden con nuestra hipótesis.  
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Figura 27. La concentración en orina del compuesto ImP (A) y del ratio ImP/His (B) correlacionan 
positivamente con su concentración en heces.  
Se muestran el coeficiente de correlación (R) y el valor de significancia para la prueba de 
correlación de Spearman (ImP: p=0,0011; ImP/His: p=0,0068). 

 

Seguidamente, se realizó el análisis estadístico 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 niños por encima de la mediana. 

Además, 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 
niños 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. Análisis de t 
de Student. Valores medios con barras de error típico. 
 

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

del ratio Him/ImP (p=0,037) en heces estuvo significativamente aumentada (Figura 29).  

 

Figura 29. Medida del ratio Him/ImP en heces de niños de 6 meses por grupos de COGCOM.  
Análisis de t de Student (p<0,05). Valores medios con barras de error típico. 
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Una vez se comprobó 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 biológica de 

excreción fisiológica. Se comprobó que, efectivamente, la His en orina de niños con 

COGCOM por encima de la mediana estaba disminuida de forma significativa (p=0,012), 

lo que podría indicar que en esos niños, tiene un mayor catabolismo, principalmente 

debido a la HAL. Además, 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 niños con 

COGCOM por encima de la mediana con diferencias muy cercanas a la significancia 

(p=0,08). Esto confirmó nuestros hallazgos por proteómica e in vitro de la medida de la 

HAL, pues a mayor rendimiento enzimático, menor cantidad de sustrato (His) y mayor 

cantidad de producto (Uro) (Figura 30).  

 

Figura 30. Medida de la concentración de His (A), concentración de Uro (B) y del ratio His/Uro 
(C) en orina de niños de 6 meses por grupos de COGCOM.  
(Rojo, por debajo de la mediana; Azul por encima de la mediana). Análisis de t de Student. 
Valores medios con barras de error típico. 
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Partiendo de que se habían observado diferencias significativas entre las comunidades 

microbianas de los niños con un COGCOM por encima y por debajo de la mediana, 

respectivamente, y además estas diferencias estaban influidas por la semana gestacional 

a la que las madres daban a luz (Cerdó, 2018), se analizó si existía una correlación entre 

la abundancia de estas especies significativas y los metabolitos fecales e intracelulares 

bacterianos que se generaron, se realizó una correlación 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 relación entre el COGCOM, la microbiota 

intestinal y los metabolitos de la histidina. 
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2.3. El neurodesarrollo de ratones gnotobióticos 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 

niños de 6 meses, se estudió si esta microbiota era también capaz de transferir el fenotipo 

de neurodesarrollo a ratones GF. 

Se les realizó 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 común 

para la evaluación de las funciones de memoria en roedores (Akkerman et al., 2012). 

Concretamente, el índice d2 es el valor que se usa como discriminante entre los grupos. 

Se calcula como d2=(b-a)/e, siendo b el tiempo de exploración del objeto nuevo en el 

segundo ensayo; a el tiempo de exploración del objeto conocido del primer ensayo, y e el 

tiempo de exploración total.  

 

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

 

Al realizar el análisis comparativo entre el perfil de cognición (medido como COGCOM) 

de los niños que fueron donantes de la microbiota de cada ratón, con los resultados d2 del 

test de reconocimiento de objetos, hubo una asociación 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 niños 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 típico. 
 

A la hora de analizar las comunidades microbianas según el desarrollo cognitivo, la α-

diversidad entre los grupos de ratones en función del COGCOM de su donante fue 

significativamente diferente. El grupo por encima de la mediana tuvo un mayor número 

de individuos (p=0,038), Dominancia (p=0,023) e índice de Berger-Parker (p=0,02). 

Seguidamente, se estudió si la comunidad microbiana intestinal de la ratones asociaba 

con el perfil de cognición de los donantes de los que habían recibido las heces. Se realizó 

un análisis 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 experimentación y semana de gestación en 
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el momento del parto, que como se vio en estudios anteriores, influía en la separación por 

grupos de COGCOM. 

 

Figura 33. Análisis 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 función a los grupos de 

COGCOM, realizamos un modelo lineal general multivariante corregido por las 

covariables semana gestacional y tanda de experimentación de los ratones. Observamos 

un incremento significativo en el grupo de ratones que habían recibido la microbiota de 

niños 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). 

 
 
 
 
 
 
 

A B 



 
 

112 

 

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

 

A nivel de familia, se mantuvo la diferencia significativa que existía entre los niños 

humanos de Bacteroidaceae incrementada en el grupo por encima de la mediana 

(p=0,042). Además, las muestras por encima de la mediana estuvieron enriquecidas en 

Bifidobacteriaceae (p=0,02) y Eubacteriaceae (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 último, con el fin de confirmar nuestra hipótesis de que el neurodesarrollo está 

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 encontró una mayor concentración 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. 

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). Análisis de t de Student. 
Valores medios con barras de error típico. 

 

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 

asociación parece estar mediada por el metabolismo de la histidina. Se requieren más 

estudios para ampliar el conocimiento sobre este campo.  
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3. Determinación rápida y simultánea de intermediarios del metabolismo de la 
histidina en microbiota y biomatrices humanas y de ratón 

 

En capítulos anteriores, se ha visto cómo el metabolismo de la histidina estaba 

involucrado en el desarrollo cognitivo de niños. La histidina es el precursor del urocanato 

así como de la histamina, un neurotransmisor que durante mucho tiempo se ha 

considerado un modulador de la cognición, así como de muchos otros metabolitos que 

impactan en la fisiología del huésped. Igualmente, numerosos estudios recogidos en la 

introducción han reportado la influencia de los metabolitos de la histidina en la salud 

humana. A pesar de la importancia fisiológica de la histidina y sus metabolitos bioactivos, 

la falta de un método estandarizado y sensible para su detección y cuantificación 

simultáneas dificulta la evaluación 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 

simultáneamente histidina y siete metabolitos bioactivos extraídos fácilmente de 

pequeñas cantidades de orina, heces y metaboloma de microbiota humanos y de ratones 

en una sola ejecución rápida (6,5 min), lo que permite una evaluación integral del 

metabolismo de la histidina en el organismo. También se monitorizó la actividad de las 

principales enzimas que rigen el metabolismo de la histidina, HAL y HDC, en extractos 

celulares microbianos intestinales. 

 

Optimización del método 

Se empleó el método UHPLC-ESI-MS/MS debido a su precisión, selectividad, 

sensibilidad y reproducibilidad. Aunque se probó el modo negativo, el uso de ESI positivo 

resultó en una buena ionización de los compuestos y los iones [M+H]+ fueron 

seleccionados como iones precursores. La selectividad y la sensibilidad del método se 

mejoraron aún más mediante la elección del ion productor de la respuesta más alta. Se 
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probaron diferentes opciones de fase estacionaria y fase móvil y, finalmente, obtuvimos 

la mejor separación, forma de pico y respuesta en una fase de agua con ácido fórmico al 

0,1 % (v/v) y una fase móvil de ACN en el modo de elución en gradiente. 

Se probaron diferentes columnas C18 para un análisis de fase inversa, como la columna 

Acquity HSS T3 (1,8 µm, 2,1 × 150 mm) que promueve la retención de compuestos 

polares y la compatibilidad de la fase móvil acuosa. Al utilizar la columna HSS T3, los 

metabolitos de histidina se retuvieron bien, pero los isómeros de urocanato cis y trans se 

dividieron en dos picos demasiado amplios. Después se probó el análisis de cromatografía 

líquida de interacción hidrofílica (HILIC) para la separación de isómeros de urocanato. 

Se realizó el análisis en la columna de amida BEH (1,7 µm, 2,1 × 100 mm) ya que se sabe 

que proporciona suficiente retención para compuestos muy polares. (Tolstikov & Fiehn, 

2002). La separación en la columna HILIC fue probada previamente por K. M. Joo et al., 

y se aplicó con éxito para determinar el nivel de urocanato cis y trans en el estrato córneo 

de muestras de antebrazo y frente (Joo et al., 2012). Observamos una separación 

suficiente y buenas formas de pico de los urocanatos, pero obtuvimos un desempeño 

deficiente para los otros analitos. Dado que mejorar la separación de isómeros sin 

sacrificar una amplia cobertura era uno de los objetivos clave en el desarrollo de este 

método, se utilizó 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 trans- y cis-urocanato. 

 

Validación del método 

Evaluación del efecto matriz 

Debido a su alta selectividad y sensibilidad, la espectrometría de masas junto con la 

cromatografía líquida es una poderosa herramienta analítica. (Silvestro et al., 2013). Sin 

embargo, el desarrollo de instrumentación HPLC-MS/MS y sus aplicaciones no 



 
 

116 

garantizan la eliminación efectiva de interferencias de impurezas endógenas. El análisis 

cuantitativo con ESI puede verse sustancialmente afectado por la aparición de supresión 

o aumento de iones causado por la presencia de una matriz u otras interferencias en la 

muestra, según lo reportado por muchos autores. (Silvestro et al., 2013; Trufelli et al., 

2011). Este fenómeno se conoce comúnmente 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 precisión del método. 

(Trufelli et al., 2011). El efecto matriz puede ocurrir en cualquier análisis 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 precisión del método. (Silvestro et al., 

2013).  

En el presente trabajo se propone el uso de dos patrones con estructuras similares y 

comportamiento químico análogo a los metabolitos de histidina: atenolol (Zhu et al., 

2018) para cis- y trans-urocanato, y ATAA (Kammeyer et al., 1997) para los demás 

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 ratón (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 realizó una comparación de pendientes 

entre diferentes curvas de calibración. Primero, se preparó una curva de seis niveles de 

concentración para atenolol y ATAA en agua destilada y ACN. De manera similar, se 

realizó una segunda curva de calibración agregando a cada matriz la misma cantidad de 

atenolol y ATAA que se usó en la calibración estándar (seis niveles de calibración). Las 

tablas 15 y 16 muestran los parámetros de calibración obtenidos. 
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Tabla 15. Efecto matriz. Comparación de las curvas de calibrado en H2O+ACN (patrones) y cada 
una de las matrices medidas para el ATAA 

ATAA Comparación estadísitica 

 a sa b (mL ng-1) sb (mL ng-1) R2 (%) sy/x Fcalc tcalc (b) tcalc (a) 

Patrón 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 99,94 728,4 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 1155,73 729,4 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 1225,4 1,41 1,77 0,84 

a, ordenada en el origen; sa, desviación estándar de la ordenada en el origen; b, pendiente; sb, desviación 

estándar de la pendiente; R2, coeficiente de determinación; sy/x, desviación estándar de la regresión. 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 ratón; MM, Metaboloma de la microbiota de ratón; MF, Heces 

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

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

de las matrices medidas para el atenolol 
Atenolol Comparación estadísitica 
 

a sa b (mL ng-1) sb (mL ng-1) R2 (%) sy/x Fcalc tcalc (b) tcalc (a) 

Patrón 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 7613,3 8829,67 147,89 99,92 11484,41 1,57 1,26 1,56 

a, ordenada en el origen; sa, desviación estándar de la ordenada en el origen; b, pendiente; sb, desviación 

estándar de la pendiente; R2, coeficiente de determinación; sy/x, desviación estándar de la regresión. 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 ratón; MM, Metaboloma de la microbiota de ratón; MF, Heces 

de ratón; HDC, actividad histidina descarboxilasa; HAL, actividad histidina amonio-liasa. 
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Se aplicó una prueba t-Student para comparar la similitud estadística entre los valores de 

la pendiente para cada curva de calibrado (Cantarero et al., 2011). En primer lugar, 

comparamos las varianzas, estimadas como s2y/x mediante la distribución F de Snedecor. 

Los valores F calculados fueron inferiores al valor F crítico de 6,38 (nivel de significación 

del 5% y 4 grados de libertad) y las varianzas fueron iguales. En consecuencia, el valor t 

calculado se obtiene con la ecuación 

!cal = ($% − $')/*(+,%' + +,'' ) 

donde b1, b2, s2b1 y s2b2 son las pendientes de las curvas de calibración y sus respectivas 

varianzas. Estos valores se compararon con el valor t teórico de 2,23 y fueron más bajos, 

lo que indica que no hubo diferencias significativas en las pendientes y las intersecciones. 

Como la respuesta para ambos estándares fue estadísticamente igual, en agua desionizada 

+ ACN y en todas las muestras humanas y de ratón, se demostró la ausencia del efecto 

matriz. Por tanto, los metabolitos de histidina no deberían presentar efecto matriz en 

ninguna de las matrices medidas. 

 

Características analíticas del método 

Linealidad de la curva de calibrado: Una vez demostrada la ausencia del efecto matriz, 

se construyó una curva de calibrado de seis puntos inyectando 100 µL de diferentes 

soluciones estándar. Se construyó una curva de calibrado para cada metabolito de 

histidina usando la relación del área del pico del analito/patrón interno frente a la 

concentración del analito. Los resultados para la ordenada en el origen (a), pendiente (b), 

coeficiente de determinación (R2) y nivel de probabilidad de la prueba de falta de ajuste, 

Plof (%), se resumen en la Tabla 17. Los valores de los coeficientes de correlación (R2) 

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. Parámetros analíticos y estadísticos de la medida de los metabolitos de la histidina. 
 

a sa b sb 
R2 

(%) 

S 

(y/x) 

LOD  

(ng mL-1) 

LOQ  

(ng mL-1) 

Plof 

(%) 

Columna HSS T3           

Histidina -0,018 0,027 0,03 5,20 · 10-4 99,9 0,04 1,4 4,8 12 

N-acetilhistamina 0,714 0,401 0,635 7,80 · 10-3 100 0,606 0,4 1,4 44 

Glutamato 0,029 0,045 0,063 8,68 · 10-4 99,9 0,067 1,5 5,2 27 

Imidazol-propionato 0,358 0,11 0,146 2,14 · 10-3 99,9 0,166 0,8 2,6 33 

Imidazol-4-acetato -0,012 0,003 0,006 5,81 · 10-5 100 0,005 2,4 8,2 35 

Histamina -0,042 0,007 0,008 1,45 · 10-4 99,9 0,011 2,3 7,8 16 

Columna BEH Amide           

Cis-urocanato 0,273 0,517 0,304 1 · 10-2 99,7 0,78 0,5 1,7 17 

Trans-urocanato -0,674 0,727 0,396 1,41 · 10-2 99,6 1,097 0,2 0,7 20 

a, ordenada en el origen; sa, desviación estándar de la ordenada en el origen; b, pendiente; sb, desviación 

estándar de la pendiente; R2, coeficiente de determinación; sy/x, desviación estándar de la regresión; LOD, 

límite de detección; LOQ, límite de cuantificación; Plof (%), 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-1, y los LOQ de 0,7 a 8,2 ng mL-1 para trans-urocanato e imidazol-4-acetato 

respectivamente. Los resultados se resumen en la Tabla 17. 

 

Selectividad: La comparación entre el cromatograma de una muestra dopada con una 

concentración conocida de los patrones internos con el correspondiente de una muestra 

sin dopar mostró que los patrones no estaban presentes en las muestras y que las 

interferencias de sustancias endógenas estaban ausentes en el tiempo de retención 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 ratón se muestran en la Figura 36 (columna T3 HSS) y en la Figura 37 

(columna amida BEH). 

 

Figura 36. Cromatograma UHPLC–MS/MS de una muestra de ratón con columna HSS T3 

 

Figura 37. Cromatograma UHPLC–MS/MS de una muestra de ratón con columna BEH Amide 
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Exactitud (veracidad y precisión): Analizamos cada compuesto en el disolvente en tres 

niveles de concentración (5, 50 y 100 ng mL-1) en tres réplicas durante tres días 

consecutivos. La precisión se calculó como desviación estándar relativa (% RSD). Las 

tasas de recuperación (%Rec) se calcularon para determinar la veracidad comparando la 

concentración estimada con la cantidad encontrada. La Tabla 18 muestra los resultados 

obtenidos. El %Rec varió del 87 % para el imidazol-propionato al 114% para el imidazol-

4-acetato, lo que está dentro de los límites recomendados (±15 % de las concentraciones 

nominales)(CDER & CVM, 2018). La precisión interdía también fue < 15% en todos los 

casos. Por lo tanto, todos los compuestos estuvieron dentro de los límites aceptables para 

la validación del método bioanalítico. 

 

Tabla 18. Exactitud del método. Ensayo de recuperación, precisión y veracidad 
 

Estimada (ng mL-1) Encontrada a (RSD) (ng mL-

1) 
Recuperación (%) 

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 

a Determinación media (Desviación estándar relativa, %) 
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Biomonitorización de metabolitos bioactivos de histidina en orina, heces y 

metaboloma de microbiota humana y de ratón. 

La L-histidina es un aminoácido nutricionalmente esencial con propiedades bioquímicas 

y fisiológicas únicas usada para tratar la artritis reumatoide y la anemia en pacientes con 

insuficiencia renal crónica en el pasado, pero recientemente se investigó para prevenir la 

fatiga durante el ejercicio extenuante, como terapia en trastornos relacionados con el 

envejecimiento, síndrome metabólico, dermatitis atópica, úlceras, enfermedades 

inflamatorias intestinales, enfermedades oculares y trastornos neurológicos y como 

biomarcador de diabetes tipo II inducida por microorganismos (Brosnan & Brosnan, 

2020; Koh et al., 2018; Moro et al., 2020). Estos efectos están 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, rápido 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 biológicas  

Orina humana, metaboloma microbiano humano y heces humanas (HU, HM y HF); y orina de 
ratón, metaboloma microbiano de ratón y heces de ratón (MU, MM y MF). Se usaron los 
promedios de diez repeticiones para determinar la contribución de cada metabolito de la histidina 

 

Tabla 19. Distribución total del pool de histidina (µmol L-1) 

 Histidina 
N-acetil-

histamina 
Glutamato 

Imidazol-

propionato 

Imidazol-4-

acetato 
Histamina 

Cis-

urocanato 

Trans-

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) 

Determinación media (Desviación estándar). ND, no detectado (<LOD) 

 

 

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

evaluamos la producción de trans-urocanato e histamina como resultado de las 
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actividades de HAL y HDC, las enzimas clave que gobiernan el catabolismo metabólico 

de la histidina (Tabla 19). 

 

Todos los metabolitos se cuantificaron en heces de ratón, 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 0,20 y 11,78 µM para el glutamato y entre 0,09 y 0,75 µM para la histamina. La alta 

frecuencia de detección de estos metabolitos es consistente con su papel central en el 

metabolismo y la fisiología del huésped. Las heces de los ratones tenían el mayor 

contenido de glutamato, 11,78 µM, 3,3 veces más que las heces humanas, posiblemente 

relacionado con las diferencias en la composición de la microbiota intestinal entre 

especies (R. Liu et al., 2017). Los niveles de histamina en orina en ratones alcanzaron 

0,75 µM, más 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 proporción de histamina a histidina en orina que fue 281 

veces mayor en ratones en comparación con humanos, lo que sugiere un proceso 

inflamatorio o alérgico subyacente en nuestra cohorte de ratones. (Branco et al., 2018). 

El nivel más alto de imidazol-4-acetato, el producto de la oxidación de la histamina por 

la diamino oxidasa y la aldehído deshidrogenasa, también se observó en la orina del ratón, 

lo que indica una alta tasa catabólica de histamina. La orina de ratón también contenía la 

mayor cantidad de imidazol-propionato entre las matrices, 10 veces más que en la orina 

humana. El imidazol-propionato no mostró asociación con las variables de salud infantil, 

posiblemente debido al bajo número de sujetos. Por el contrario, la N-acetilhistamina solo 

se pudo cuantificar en heces humanas y de ratón y en orina de ratón en concentraciones 

de 0,11 µM a 0,29 µM. El hecho de que se detectara N-acetilhistamina en heces humanas 

y de ratón confirmó 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 concentración más alta de histidina alcanzando 7,07 µM, lo que 

posiblemente refleja una ingesta dietética excesiva de histidina en lugar de una 

degradación de histidina alterada por la deficiencia de HAL, ya que su producto trans-

urocanato se detectó en todas las muestras de orina. El cis-urocanato se separó 

eficazmente del trans-urocanato y se cuantificó en todas las matrices excepto en la orina 

de ratón, con un rango de 0,01 µM en heces humanas y metaboloma microbiano 

intracelular a 0,07 µM en orina humana. Este hallazgo probablemente se deba a la 

exposición de la piel a los rayos UV. (Korhonen et al., 2020). Finalmente, el trans-

urocanato alcanzó la concentración más alta (0,62 µM) en las heces de ratón, igual que se 

observó para el glutamato, siendo ambos metabolitos los intermediarios inicial y final de 

la vía de degradación de la histidina, lo que indica una alta tasa catabólica en las heces de 

ratón. 

 

Una cuantificación precisa de las alteraciones en el metabolismo de la histidina y su 

modulación por la microbiota es clave para evaluar el impacto de la disbiosis en 

enfermedades neurológicas, inmunitarias y metabólicas. La evaluación de los metabolitos 

de histidina ha sido cubierta parcialmente por varios métodos separados con alcance, 

sensibilidad y precisión variables, impidiendo la cuantificación simultánea y la asociación 

de metabolitos y sus ratios con trastornos relacionados con la histidina. Para cubrir esta 

necesidad, hemos desarrollado y validado un método rápido, robusto y de alto 

rendimiento para la cuantificación de histidina y siete metabolitos bioactivos fácilmente 

extraídos de orina, heces y metaboloma de microbiota humana y de ratón, mediante 

cromatografía líquida en tándem con espectrometría de masas. A pesar de que los 

compuestos tenían diferentes propiedades fisicoquímicas, logramos medir 
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simultáneamente los metabolitos de histidina con un tiempo de ejecución de 6,5 minutos. 

Nuestro enfoque novedoso captura el metabolismo de la histidina en un solo ensayo con 

un alto nivel de precisión y reproducibilidad, lo que lo hace especialmente interesante 

para el fenotipado metabólico de la microbiota profunda en grandes estudios de 

enfermedades y la detección rutinaria posnatal de alteraciones en la vía de la histidina. 
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4. Discusión global  
 

La microbiota intestinal humana es una comunidad microbiana densa y diversa presente 

en el tracto gastrointestinal compuesta aproximadamente por 1014-1015 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 relación mutualista, 

lo que influye en la homeostasis metabólica, el sistema endocrino, la función 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 cognición, el comportamiento y sus posibles alteraciones 

 

Microbiota y obesidad 

La obesidad es un problema de salud pública 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 composición 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 hipótesis. En 2004, Backhed et al. publicaron un 

estudio en el que demostraron que los ratones convencionales tenían más de grasa 

corporal y gonadal que los ratones GF (Bäckhed et al., 2004). También demostraron que 

la colonización 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 acompañó de un aumento de marcadores 
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relativos al síndrome metabólico. Estos resultados les llevaron a proponer que la 

microbiota de los individuos obesos era más eficiente en la extracción de energía 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 característica que se trasmitía a través de la 

microbiota, este mismo grupo de investigación observó un aumento en el porcentaje de 

grasa corporal en los ratones GF que habían 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 extracción de energía de la dieta y demostraron que su transmisión trasladaba 

los fenotipos tanto obeso como delgado en modelos animales. Posteriormente, en 

humanos, se transfirió la microbiota intestinal de donantes humanos delgados a pacientes 

con síndrome metabólico. Estos pacientes mejoraron su resistencia insulínica periférica 6 

semanas después del trasplante aunque su peso corporal y adiposidad no se modificaron. 

Este hecho se asoció a una ganancia en diversidad bacteriana intestinal, así como a un 

aumento en la cantidad del productor de butirato Roseburia intestinalis (Vrieze et al., 

2012). Recientemente, se comprobó que la dieta juega un papel central en la efectividad 

de la transmisión 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 

inoculación de los animales realizaron experimentos de cohabitación en los que 

incluyeron en la misma jaula ratones que habían recibido la microbiota del gemelo obeso 
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junto con ratones que habían recibido la microbiota del gemelo delgado. La cohabitación 

produjo una invasión 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 disminución en el porcentaje de grasa corporal de los ratones que 

habían recibido la microbiota del gemelo obeso cuando los ratones se alimentaban con 

una dieta típica de ratón (baja en grasa y alta en polisacáridos vegetales). Cuando los 

ratones recibían una dieta alta en grasas y baja en frutas y vegetales, la microbiota de los 

ratones que habían recibido la microbiota del gemelo delgado fracasaban en la invasión 

y no protegían a sus compañeros de jaula del aumento de grasa corporal. Éstos 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 interrelación entre microbioma, dieta y obesidad, aún están por esclarecer 

tanto los microorganismos responsables como los mecanismos moleculares de su 

interacción metabólica con el huésped. 

Conociendo que la microbiota del obeso tiene una mayor capacidad de extracción de 

energía y que nuestro estudio metaproteómico señalaba hacia las glicosidasas, enzimas 

exclusivas de origen microbiano e imprescindibles para la fermentación de carbohidratos 

y polisacáridos indigeribles de la dieta, se exploró su actividad y posible relación con la 

obesidad (Hernández et al., 2013). Tras analizar la actividad específica de 23 glicosidasas 

diferentes, se comprobó que la actividad total era 40 veces superior en el obeso y, lo más 

importante, que correlacionaba positivamente con BMI, la glucemia en ayunas y la 

resistencia a la insulina. 

Esta conexión metabólica entre microbiota y huésped proporcionaba la pista para emplear 

la actividad glicosidasa, en concreto la actividad β-galactosidasa, para identificar las 

bacterias activas en la microbiota de obesos y delgados (Ruiz et al., 2017). Los datos 

demostraron que la composición de la microbiota activa es muy diferente a la total, 
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destacando los miembros de Bacteroidetes, Proteobacterias y Actinobacteria. Además, la 

intervención dietética a largo plazo cambió la estructura de la microbiota activa pero no 

su capacidad metabólica, que viene determinada por BMI. Sorprendentemente, la 

funcionalidad microbiana (actividades α-glucosidasa y β-galactosidasa) correlacionaban 

positivamente con los marcadores metabólicos, BMI y resistencia a la insulina en los 

obesos. La correlación entre actividad metabólica y BMI se vio confirmada también 

mediante análisis metabolómico (Rojo et al., 2015). 

 

Nuestro enfoque para comprender cómo 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-ratón) se ha centrado en estudios de la composición y la 

funcionalidad, tanto in silico, como in vitro e in vivo de las comunidades microbianas en 

función de la herencia del perfil materno de obesidad.  

En nuestro primer trabajo, se emplearon técnicas de análisis de librerías del gen 16S 

rRNA, metaproteómica y medidas in vitro de actividades glicosidasas para establecer 

asociaciones entre los perfiles metabólicos y filogenéticos de las comunidades 

microbianas en muestras fecales de niños de madres con normopeso, sobrepeso y 

obesidad. Se observó una menor abundancia del género Bacteroides en sujetos obesos, 

pero un aumento en Bifidobacterium. Curiosamente, los niveles de probióticos 

tradicionales de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium parecen ser más altos en las 

enfermedades relacionadas con la obesidad y el sistema endocrino según los datos 

recuperados de algunos estudios (Armougom et al., 2009; Schwiertz et al., 2010). Las 

muestras de niños de madres con sobrepeso estuvieron enriquecidas en Ruthenibacterium 

y Anaerostipes, mientras que la microbiota de niños 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 hipótesis Bacteroidetes bajo/Firmicutes alto propuesta inicialmente 

por Turnbaugh et al. en 2006 (Turnbaugh et al., 2006) que asocia la obesidad con una 

disminución de la diversidad bacteriana y la reducción de la representación de 

Bacteroidetes. En nuestro análisis de la composición, sin embargo, no se observaron 

diferencias de la diversidad microbiana.  

En nuestro estudio, proporcionamos evidencia de que la obesidad materna está 

relacionada con diferencias significativas en la estructura de la comunidad microbiana 

intestinal pues las métricas de β-diversidad mostraron tres grupos distintos agrupados 

según el BMI materno antes del embarazo. Mueller et al. mostró que la obesidad materna 

se asoció con una composición alterada de la microbiota intestinal en los recién nacidos 

nacidos por vía vaginal, aunque no se trasladó en los nacidos por cesárea (Mueller et al., 

2016). Por otro lado, los resultados de un metanálisis sugerieron que la lactancia materna 

es un factor protector significativo contra la obesidad en niños (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 análisis metagenómicos mostraron un enriquecimiento general 

en los genes implicados en las vías metabólicas de la microbiota intestinal de los niños 

nacidos de madres obesas. Es de destacar que encontramos un enriquecimiento en los 

módulos de la degradación de polisacáridos, como la proteína de unión al sustrato del 

sistema de transporte de maltooligosacárido (COG2182) y la β-glucosidasa (COG1472). 

 

Cabe destacar que la microbiota hidroliza los carbohidratos no digeribles en 

oligosacáridos y monosacáridos que alimentan el metabolismo central del carbono (Flint, 

Scott, Duncan, et al., 2012). Las principales rutas metabólicas bacterianas son la ruta de 
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Embden-Meyerhof-Parnas (glucólisis, para azúcares de seis carbonos) y la ruta de las 

pentosas-fosfato (para azúcares de cinco carbonos) que conducen al fosfoenolpiruvato 

que se convierte en productos de fermentación como butirato y propionato (Miller & 

Wolin, 1996). En nuestro estudio, el microbioma de los niños nacidos de madres obesas 

tiene una proporción significativamente mayor de genes involucrados en el metabolismo 

de la β-glucosidasa, una enzima de origen exclusivamente bacteriano que actúa sobre los 

enlaces β1à4, que unen dos glucosas o moléculas con sustituciones de glucosa (como 

el disacárido celobiosa). Teniendo en cuenta que las rutas de degradación de 

carbohidratos estaban presentes en la microbiota intestinal, nuestros resultados sugieren 

una mayor capacidad para procesar la mayor variedad de polisacáridos en la dieta por 

parte de la microbiota intestinal de los niños nacidos de madres obesas.  

La determinación de las actividades microbianas intestinales de α-galactosidasa, β-

galactosidasa, α-glucosidasa, β-glucosidasa y α-fucosidasa en niños de 6 meses confirmó 

el enriquecimiento del metabolismo de carbohidratos de los metaproteomas en los niños 

de madres obesas y con sobrepeso. Estos resultados concuerdan con los publicados 

previamente por Hernández et al. (Hernández et al., 2013), donde, tras analizar la 

actividad específica de 23 glicosidasas diferentes, se comprobó que la actividad 

enzimática 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/m2 (sobrepeso y obesidad), con la glucemia en ayunas y la 

resistencia a la insulina. 

Finalmente, este estudio muestra diferencias en la composición taxonómica y la 

funcionalidad de la microbiota intestinal entre los grupos de niños que se mantuvieron 

tras una corrección estricta para las covariables confusoras tipo de parto y lactancia 

materna, donde la obesidad materna antes del embarazo puede imprimir una composición 

microbiana intestinal selectiva con mayor capacidad metabólica durante la infancia. Estos 
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resultados confirman nuevamente que la capacidad de extracción de energía por parte de 

la microbiota está asociada al perfil de obesidad de los sujetos, siendo en este caso aún 

más 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 composición y funcionalidad de la microbiota intestinal de ratones GF 

humanizados con microbiota de niños de nuestro estudio, y su asociación con el fenotipo 

del donante humano (madre-hijo) y del receptor murino (madre-hijo-ratón). 

Inicialmente realizamos un análisis de la composición microbiana de los ratones para 

comprobar que el FMT funcionaba. Las diferencias significativas en las abundancias a 

nivel de filo y género, así como la α y β 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 clusterización en la que preferentemente las muestras de ratones 

agrupaban por el individuo del que procedía su microbiota. Por tanto, a pesar de las 

diferencias comunes en la composición 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 

humanización de ratones mediante el FMT en estudios de microbiota y obesidad (Ridaura 

et al., 2013) así como de microbiota y alteraciones en el neurodesarrollo (Sharon et al., 

2019). 

 

En relación 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 habían recibido microbiota de niños de madres obesas fue 

significativamente mayor frente a los que recibieron la microbiota de niños 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) inducía adiposidad y fenotipos metabólicos similares en ratones. Además, 

la microbiota del gemelo delgado podía 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 niños 

de madres obesas y delgadas en ratones GF y no hallaron diferencias en la ganancia de 

peso siguiendo una dieta chow, pero sí lo hicieron al someter a los ratones a una dieta 

occidental, es decir, alta en grasas y carbohidratos. Además, nuestros resultados 

mostraron que las medidas de glucosa en sangre de los ratones, establecidas como área 

bajo la curva (AUC, mg h/dL), tuvieron una correlación positiva con el peso del ratón, 

por lo que la microbiota generó en los ratones signos de síndrome metabólico. El análisis 

de composición de la microbiota de los ratones reveló una β-diversidad diferente, en 

función del BMI de las madres de los niños (análisis de UniFrac unweighted), así como 

una α-diversidad empobrecida significativamente en el grupo de los ratones que habían 

recibido la microbiota de niños 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 según el perfil de obesidad del huésped. En 

cuanto al perfil taxonómico, 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 

sometió a sujetos obesos y con sobrepeso a la ingesta de dieta mediterránea, mejorando 
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el perfil metabólico 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 clínicamente 

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 podrían contribuir a restaurar los 

desequilibrios microbianos observados. En este sentido, los nuevos microbios 

beneficiosos o los enfoques de búsqueda de NGP podrían 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 clínicos relevantes. 

(López-Moreno et al., 2021)  

Finalmente, y basándonos en estudios anteriores, aunque habíamos propuesto la actividad 

glicosidasa como criterio racional para identificar y clasificar las comunidades 

microbianas en el desarrollo de obesidad, nuestra hipótesis quedó 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 asociación con el BMI 

materno de los niños, al contrario, la actividad glicosidasa se vio aumentada en los grupos 

de los ratones que habían recibido la microbiota de niños de madre con normopeso y 

sobrepeso, siendo siempre superiores a las de madres obesas. Además, estos resultados 

nos hicieron plantearnos que posiblemente el impacto de la dieta, que no habíamos 

considerado en nuestro experimento, tenía una gran importancia a la hora de trasladar el 

metabolismo microbiano y su asociación con el BMI. Futuros estudios que integren el 

conjunto completo de factores que influyen en la obesidad esclarecerán 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 vía de 

comunicación microbiota-huésped, en este caso el neuroderarrollo y su relación 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 neurológicos, lo que da como resultado cambios a largo plazo en el 

comportamiento. Los estudios iniciales en ratones GF enfatizaron que la colonización 

temprana con una microbiota completamente libre de patógenos específicos (SPF) mejoró 

el desarrollo cerebral y las anomalías del comportamiento (Clarke et al., 2013; Lu, 2018; 

Sudo et al., 2004). Los estudios clínicos transversales asociaron la composición 

microbiana alterada con la fisiopatología de la enfermedad de Alzheimer, el trastorno del 

espectro autista, la esclerosis múltiple, la enfermedad de Parkinson y accidentes 

cerebrovasculares (Cryan et al., 2020). Es de vital importancia comprender los efectos 

conductuales de la colonización microbiana intestinal durante los primeros años de vida, 

la fase más rápida y dinámica del desarrollo cerebral posnatal (Cerdó et al., 2016). La 

composición bacteriana comienza a confluir hacia una microbiota similar a la de un adulto 

al final del primer año de vida y se parece completamente a la microbiota adulta a los 2,5 

años de edad. Para comprender la asociación de la microbiota con el desarrollo cognitivo 

lo ideal sería observar las diferencias entre los niños en un punto intermedio en el que la 

microbiota y el neurodesarrollo todavía están concurriendo. Nosotros estudiamos la 

asociación de la estructura de la microbiota intestinal evaluada por métricas de α-

diversidad (intrasujeto) y β-diversidad (entre sujetos) con el neurodesarrollo a nivel 

cognitivo, del lenguaje y motor en una cohorte de niños sanos de 18 meses de edad. 

Además, buscamos identificar taxones característicos específicos dentro de perfiles 

microbianos o enterotipos. Encontramos asociaciones entre los enterotipos de la 
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microbiota intestinal con la motricidad fina en niños 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 prácticamente como el gold standard en su campo, Bayley®-III es 

actualmente la prueba más extendida para la evaluación del comportamiento de niños 

pequeños de 0 a 42 meses, utilizada tanto en entornos clínicos como de investigación 

(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 

evaluación más precisa de dominios específicos del desarrollo, identificando a los niños 

con retrasos en el desarrollo y brindando información para el plan de intervención. En 

nuestro estudio, los niños con valores por encima o por debajo de la mediana para cada 

subescala de Bayley®-III no diferían sustancialmente en la α-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 α-diversidad se asoció con puntuaciones más bajas en la 

puntuación compuesta general, la escala de recepción visual y la escala de lenguaje 

expresivo a los 2 años de edad utilizando las escalas Müllen de aprendizaje temprano. Sin 

embargo, nuestros hallazgos concuerdan con el estudio de Sordillo et al. en niños de 3 

años (Sordillo et al., 2020). Los autores utilizaron la tercera edición 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 β-diversidad de la microbiota intestinal infantil para la subescala de 

motricidad fina. Las habilidades de motricidad fina se refieren al control de pequeños 

músculos que está altamente relacionado con las funciones cognitivas que procesan la 
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información visual (Zuccarini et al., 2020). A pesar de esta conexión, la evaluación de las 

escalas Bayley®-III no mostró asociaciones significativas de las demás subescalas 

cognitivas y de lenguaje con la microbiota intestinal en nuestra cohorte. La asociación 

significativa entre la β-diversidad de la microbiota y los grupos de motricidad fina se 

observó utilizando distancias UniFrac weighted y no fue significativa con distancias 

UniFrac unweighted. Este resultado indicó que son las diferencias en la abundancia de 

OTUs más 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 β-diversidad en 

niños 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 niños. 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 

contribución dominante de Bacteroides y Firmicutes en cada enterotipo. Nuestro análisis 

de enterotipo se alineó con informes previos de variación de microbiota centrados en 

Bifidobacterium, Bacteroides, Prevotella y Ruminococcaceae (Bokulich et al., 2016; 

Planer et al., 2016). Los dos primeros años de vida se caracterizan por una sucesión de 

taxones bacterianos en los que una comunidad aeróbica 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 observó una asociación estadísticamente 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 desempeño de la motricidad fina de los niños más pobre con una 

comunidad predominantemente Bacteroides. Nuestros resultados confirmaron las 

observaciones de Sordillo et al. sobre la asociación del agrupamiento de coabundancia 

dominado por Bacteroides con puntajes de motricidad fina más bajos (Sordillo et al., 

2020). Además, identificamos taxones cuya abundancia fue significativamente diferente 

entre los grupos de motricidad fina. La motricidad del grupo por debajo de la mediana se 

asoció con una mayor abundancia de Turicibacter y Parabacteroides. Finegold et al. 

estableció 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 niños autistas (Finegold et al., 2010). El deterioro de 

la coordinación motora es una condición común en niños 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 comparación con 

controles neurotípicos entre las edades de 3 y 16 años. Un hallazgo interesante en el grupo 

motricidad fina por encima de la mediana fue la sobreabundancia de Lactobacillus 

Bifidobacterium, los géneros probióticos más importantes y ampliamente utilizados. 

Varios estudios han explorado el papel de estos probióticos en el eje intestino-cerebro. 

Bravo et al. observó que la ingestión de L. rhamnosus (JB-1) regulaba el comportamiento 

emocional y la expresión del receptor central GABA en ratones a través del nervio vago 

(Bravo et al., 2011). En otro estudio, Davari et al. informó que una suplementación de L. 

acidophilus, B. lactis y L. fermentum mejoró el deterioro inducido por la diabetes de la 

actividad sináptica y la función cognitiva en ratas (Davari et al., 2013). Aún así, se 
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requieren más estudios sobre la traducción roedor-humano. Un conocido estudio de 

Messaoudi et al. reveló una reducción 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 ánimo. 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 probióticos (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 relación con el placebo, los participantes tratados con 

probióticos exhibieron una reactividad sustancialmente reducida al estado de ánimo triste 

(evaluado por el Índice de Leiden de la Escala de Sensibilidad a la Depresión). Por tanto, 

la administración de probióticos de forma independiente o en combinación puede tener 

implicaciones neurológicas beneficiosas y en concreto, puede afectar positivamente la 

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

 
Microbiota y cognición 

Continuamos analizando la posible relación entre la microbiota y el neurodesarrollo 

estudiando su conexión con la cognición en niños. Partiendo de los datos iniciales de 

Cerdó et al. (Cerdó, 2018), nuestro grupo había observado que la microbiota era diferente 

en relación a la cognición. Concretamente, el análisis de β-diversidad determinada 

mediante el análisis UniFrac mostró 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 cognición compuesta (COGCOM) del test de Bayley®-III. Estas muestras 

también presentaron diferencias en su α-diversidad en los índices de Simpson, Shannon 

y Evenness, que fueron superiores en la microbiota de los niños con COGCOM por 

encima de la mediana, mientras que hubo una Dominancia reducida en este grupo. Por 

otro lado, cuando se estudió la metaproteómica 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 

desaminación no oxidativa de la His dando lugar a Uro, fue significativamente más 

abundante en la microbiota intestinal de los niños con un valor de COGCOM por encima 

de la mediana (p<0,05).  

Siguiendo esta pista, realizamos un análisis in vitro de esta actividad HAL en la 

microbiota intestinal de niños de 6 meses, y obtuvimos una correlación positiva entre los 

valores de COGCOM y los de HAL. La His también es el aminoácido precursor, a través 

de la ruta de la HDC, de la Him, un neurotransmisor que se ha asociado históricamente 

con la función 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 niños mediante UHPLC-MS/MS. Debido a que es la HAL de la microbiota la que fue 

medida y demostrada estar aumentada en los niños por encima de la mediana, se quiso 

comprobar si existía alguna relación entre las concentraciones de los metabolitos de la 

ruta de la HAL en heces y en metabolismo intracelular microbiano. El análisis de 

Spearman reveló que había una correlación significativa y positiva entre las 

concentraciones microbianas intracelulares y las fecales del mismo metabolito, 

confirmando el papel de la microbiota en este metabolismo. A continuación, quisimos 

conocer si las concentraciones entre el metaboloma fecal del huésped, asociado con la 

microbiota, tenían relación con el metaboloma en orina, donde finalmente se excretan los 

productos de degradación de la histidina. Comprobamos que, en este caso, el ImP y el 

ratio ImP/His en orina correlacionaban positivamente con su concentración 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 relación al papel de 

la microbiota en el metabolismo. Por último, quisimos estudiar la presencia de los 

metabolitos en la orina de los niños. Observamos que, de forma significativa, la orina de 
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los niños con COGCOM por encima de la mediana tenían menor concentración His, pero 

mayor concentración de Uro, lo que podría indicar que en esos niños tiene un mayor 

catabolismo, principalmente debido a la HAL. Esto se confirmó con las medidas en el 

ratio de la His/Uro en orina, que estaba disminuido en los niños con COGCOM por 

encima de la mediana. Los resultados confirmaron nuestros hallazgos por proteómica e 

in vitro de la medida de la HAL, pues a mayor rendimiento enzimático, menor cantidad 

de sustrato (His) y mayor cantidad de producto (Uro). Estos valores pueden indicar la 

presencia de histidinemia en muestras de niños 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 disminución de la actividad de la proteína 

HAL. La histidinemia es un trastorno metabólico 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 detección de enfermedades pediátricas 

debe ser importante para garantizar un rápido diagnóstico y tratamiento a los niños. 

En relación a la composición de la microbiota, anteriormente nuestro grupo había 

observado que existían diferencias significativas entre las comunidades microbianas de 

los niños con un COGCOM por encima y por debajo de la mediana, respectivamente, y 

además 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 niños con 

COGCOM por debajo de la mediana. Por el contrario, los taxones dentro de Bacteroides 

mostraron una mayor abundancia en niños con COGCOM por encima de la mediana. Se 

quiso conocer si existía una correlación entre la abundancia de estas especies 

significativas y los metabolitos fecales e intracelulares bacterianos que se generaron. Al 

realizar la correlación de Spearman, se obtuvieron correlaciones positivas para 

Lactococcus con el ratio Him/Uro en heces; Lachnnospiraceae_Incertae_Sedis con la 
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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 más 

abundantes en las heces de los pacientes con enfermedad de Parkinson. Estas 

correlaciones indican que existe una relación entre el COGCOM, la microbiota intestinal 

y los metabolitos de la histidina. 

 

A continuación, quisimos comprobar si la microbiota era capaz de trasladar el 

rendimiento cognitivo de su huésped. Así, nos planteamos continuar con un enfoque in 

vivo y procedimos a analizar la composición y funcionalidad de la microbiota intestinal 

de ratones GF humanizados con microbiota de niños de nuestro estudio, y su asociación 

con el fenotipo de neurodesarrollo del donante humano en el receptor murino. 

Se realizó 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 común para la 

evaluación de las funciones de memoria en roedores (Akkerman et al., 2012). Al realizar 

el análisis comparativo entre el perfil de cognición (COGCOM) de los niños que fueron 

donantes de la microbiota de cada ratón con los resultados del test de reconocimiento de 

objetos, hubo una asociación significativa entre los resultados de los ratones y los de sus 

donantes, siendo superior el neurodesarrollo de los ratones que habían recibido una 

microbiota de niños con un rendimiento cognitivo por encima de la mediana. Estos 

resultados concuerdan con los de Lee et al. (Lee et al., 2020), donde vieron cómo el 

fenotipo cognitivo del donante se tranfería a los ratones a través del FMT, donde una 

microbiota envejecida por sí misma es suficiente para producir un descenso en la 

cognición, comparados con microbiotas más jóvenes. Otro estudio reveló que los ratones 

GF que recibieron muestras fecales de niños con autismo desarrollaron comportamientos 

similares al autismo, en comparación con el grupo control (Sharon et al., 2019). Debido 
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a estas diferencias en el fenotipo, analizamos la composición microbiana de las muetras 

fecales de los ratones. Obtuvimos diferencias significativas en la α-diversidad, donde el 

grupo que había recibido microbiota de niños con COGCOM por encima de la mediana 

tuvo un mayor número de individuos, Dominancia e índice de Berger-Parker. La β-

diversidad se estudió con un análisis 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 experimentación y semana de gestación en el momento del parto, 

que como se vio en estudios anteriores, influía en la separación por grupos de COGCOM. 

Para analizar la abundancia diferencial de las especies en función a los grupos de 

COGCOM, realizamos un modelo lineal general multivariante corregido por las 

covariables semana gestacional y tanda de experimentación de los ratones. Observamos 

un incremento en el grupo de ratones que habían recibido la microbiota de niños 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 existía entre los niños humanos de Bacteroidaceae incrementada en el 

grupo por encima de la mediana. Además, 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 asociación 

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 más 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 días de vida en recién 
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nacidos prematuros se ha asociado con deterioro del neurodesarrollo en la infancia, que 

podría ser revertido por la administración 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 metabólicas. 

Recientemente, un grupo de investigadores (Higarza et al., 2021) encontraron que 

Akkermansia muciniphila CIP107961 conseguía revertir la disfunción cognitiva inducida 

por el exceso de grasas y colesterol en ratas con esteatohepatitis no alcohólica. Estos datos 

contrastan con nuestraos resultados, por lo que se requieren de más estudios para 

comprobar los resultados. 

Por último, con el fin de confirmar nuestra hipótesis de que el neurodesarrollo está 

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 encontró una mayor concentración 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 mayoría de los 

estudios no han considerado el efecto del microbioma y su variedad de productos en la 
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multitud de vías moleculares en las que están potencialmente involucrados. El último 

capítulo de este trabajo expone un método rápido y simultáneo para la medida de los 

metabolitos de la His mediante UHPLC-MS/MS. Una cuantificación precisa de las 

alteraciones en el metabolismo de la His y su modulación por la microbiota es clave para 

evaluar el impacto de la disbiosis en enfermedades neurológicas, inmunitarias y 

metabólicas. La evaluación 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 precisión variables, impidiendo la cuantificación simultánea y la 

asociación de metabolitos y sus ratios con trastornos relacionados con la His. Para cubrir 

esta necesidad, hemos desarrollado y validado un método rápido, robusto y de alto 

rendimiento para la cuantificación de His y siete metabolitos bioactivos fácilmente 

extraídos de orina, heces y metaboloma de microbiota humana y de ratón, mediante 

cromatografía líquida en tándem con espectrometría de masas. A pesar de que los 

compuestos tenían diferentes propiedades fisicoquímicas, logramos medir 

simultáneamente los metabolitos de histidina con un tiempo de ejecución de 6,5 minutos. 

Nuestro enfoque novedoso captura el metabolismo de la His en un solo ensayo con un 

alto nivel de precisión y reproducibilidad, lo que lo hace especialmente interesante para 

el fenotipado metabólico de la microbiota profunda en grandes estudios de enfermedades 

y la detección rutinaria posnatal de alteraciones en la vía de la His. 

No existe un “gold standard” de referencia de una microbiota intestinal humana con 

capacidad de promover la salud metabólica del huésped. Sin embargo, a partir del estudio 

de la composición a través de estudios bioinformáticos e in vivo, y del análisis 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 será el 

objetivo de futuros experimentos.  
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Conclusiones 

 

1. La composición taxonómica de la microbiota intestinal de los niños del estudio es 

distinta en función del BMI de la madre previo al embarazo, y además está influida 

por el tipo de parto y la lactancia materna.  

 

2. El exceso de peso materno antes del embarazo imprime una microbiota intestinal 

cuyo desempeño metabólico puede transferirse como componente hereditario. 

Concretamente, las actividades enzimáticas glicosidasas microbianas están 

aumentadas en niños de madres con sobrepeso y obesidad, pudiendo influir en el 

metabolismo de carbohidratos y en el fenotipo obesogénico.   

 

3. La microbiota fecal de niños de 6 meses transferida a ratones gnotobióticos les 

imprime también el fenotipo de obesidad. No obstante, este fenotipo no es 

dependiente exclusivamente de las actividades glicosidasa, sino, además, de la 

ingesta energética.  

 

4. La microbiota está asociada a la motricidad fina, parámetro medible de 

neurodesarrollo, en niños de 18 meses. Las comunidades microbianas son 

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

 

5. Las especies predominantes en niños 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 probióticos clásicos. 
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6. Existe una asociación entre la microbiota intestinal y el rendimiento cognitivo en 

las primeras etapas de la vida, donde la regulación del metabolismo de la histidina 

por parte de la microbiota intestinal es clave y significativamente diferente, pues 

se ha encontrado que la actividad enzimática histidina amonio-liasa está 

aumentada en niños con mejor cognición, así como los productos de esta ruta 

metabólica. 

 

7. El perfil de desarrollo cognitivo de niños de 6 meses se traslada de forma eficiente 

a través de la transferencia de microbiota en ratones gnotobióticos. Este hallazgo 

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

 

8. La determinación simultánea, rápida 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 fisiología 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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