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Excelentisimo Sr. Presidente de nuestra Academia
Excelentisimo Senores Académicos

Dignatarios

Sefnoras y senores

Amigas y amigos

Hoy es para nuestra Academia de Farmacia un dia especial por-
que el Profesora Hortensia Rico Vidal va a tomar posesion como Aca-
démica Correspondiente. Para mi también lo es porque he sido pro-
puesto, y lo agradezco con sinceridad, al Excelentisimo Sr. Presidente
de nuestra Academia para consumar su presentacion, privilegio y honor
que derivan del hecho de haber sido uno de los Profesores que tuvo
durante sus estudios de licenciatura en la Facultad de Farmacia y pos-
teriormente director junto con la Dra. Maria Victoria Elorza Gonzalez de
su tesis de doctorado en la Universitat de Valencia.
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Cumplo con el privilegio de realizar su presentacion, que enfoca-
re, mas alla de mi admiracion hacia una antigua alumna, en el trabajo 1U-
cido, ingenioso e imaginativo que ha desarrollado posteriormente como
cientifica y profesora. Me gustaria hacer esta presentacion basandome
en la triple concurrencia que vefa Aristételes en su Etica a Nicémaco:
valentia, justicia y prudencia.

TRAYECTORIA PERSONAL

La Dra. Hortensia Rico naci¢ en 1958 en Alicante siendo hija de
Juan Rico y Hortensia Vidal y esta casada con Carlos Sebastia, farma-
céutico especialista en andlisis clinicos. Tienen tres hijos Carlos, el ma-
yor, farmacéutico, Juan Pedro, que es arquitecto y Jaime, el pequeno,
también farmacéutico. Juan, su padre, tuvo oficina de Farmacia en la
ciudad de Elda, siendo ademas inspector farmacéutico municipal.

Las ensefianzas paternas que recibid le dieron una nueva vision
de lo que queria para su vida, para su futuro, que no era otra cosa que
estudiar farmacia y asi adquirir nuevos conocimientos, que le podian
acercar a ese futuro. Sin duda, estas experiencias familiares marcaron
su vocacion por ensefar con rigor y con la meticulosidad necesaria
para obtener buenos resultados cientificos y para trasmitir lo valioso
que resulta tener imaginacion.

Una vez obtenida su licenciatura en la Facultat de Farmacia de la
Universitat de Valencia se incorporé al Departamento de Microbiologia
iniciando su formacion como microbidloga. Los estudios realizados le
permitieron obtener la Tesina de Licenciatura “Estudio morfogenético en
Candida albicans”, siendo sus directores la Dra M?# Victoria Elorza Gon-
zélez, Investigadora Cientifica del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas y el que les habla, obteniendo la calificacién de Sobresalien-
te. Continud con sus estudios y trabajos experimentales conducentes
al titulo de doctor con el trabajo “Macromoléculas de la pared celular de
Candida albicans. Estudios citoldgicos y bioquimicos” con sus mismos
directores y con la calificacion maxima de Sobresaliente “cum laude”.
Finalmente ha obtenido el titulo de Farmacéutica Especialista en Micro-
biologia y Parasitologia por parte del Ministerio de Educacion y Ciencia.

BN



LA DRA. RICO Y LA INVESTIGACION

La Dra. Rico se ha especializado en las siguientes técnicas fun-
damentales: microscopia de fluorescencia, inmunomicroscopia optica
y electrénica, microscopia laser confocal, ultramicrotomia, microscopia
electrénica de transmision, microscopia electréonica de barrido y crio-
fractura

Ha trabajado en 1. Investigacion basica. Hongos filamentosos:
estudios bioquimicos y citologicos, 2. Microbiologia de los alimentos:
Deteccion de microorganismos patdgenos en alimentos. Deteccion de
microorganismos alterantes de alimentos y 3. Microbiologia Clinica: De-
teccion de resistencias a antibioticos.

Ha participado en una veintena de proyectos de investigacion
financiados por diversos organismos oficiales entre los que se encuen-
tran la Comision Asesora de Investigacion Cientifica y Técnica, el Fondo
de Investigaciones Sanitarias de la Seguridad Social, por el Instituto
Valenciano de Estudios e Investigacion, por la Direccion General de
Investigacion Cientifica y Técnica del Ministerio de Educacion y Ciencia,
por el Instituto de Salud Carlos Ill, por la Generalitat Valenciana y por la
Unidn Europea.

TRABAJOS CIENTIFICOS PUBLICADOS

Actualmente tiene numerosos trabajos cientificos publicados en
revistas de impacto

Comentaré a continuacion solo algunos de los resultados mas
significativos publicados por la Dra. Rico haciendo especial énfasis en
los obtenidos por distintos tipos de microscopios.

Uno: Demostrd que en Saccharomyces cerevisiae y en presencia
de calcofluor white tanto las cicatrices de nacimiento como el tabique de
separacion de la célula madre e hija exhiben fluorescencia, confirmando
que en ambos casos que se trata de quitina. Ademas, la adicion de cal-
cofluor white a células en crecimiento no inhibe la formacion de protei-
nas y otros polimeros de la pared, pero resulta en una deposicion anor-
mal de quitina y en protoplastos en regeneracion de Candida albicans el
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calcofluor altera la formacion de la red cristalina de quitina demostrando
que ésta se produce por autoensamblaje. (Elorza MV, Rico H, Sentandreu R.
Calcofluor white alters the assembly of chitin fibrils in Saccharomyces cerevisiae and
Candida albicans cells. J Gen Microbiol 1983, 129:1577-1582).

Dos: Mediante microscopia electronica de fractura por conge-
lacién encontré que protoplastos de Candida albicans presentan en
su cara externa (cara E) de su membrana plasmatica una disminu-
cién significativa en el nimero de particulas intramembranosas (IMP)
en comparacion con las células originales. Después de 40 minutos de
regeneracion se pueden observar microfibrillas sintetizadas de novo y
después de 8 h, la regeneracion la pared celular ha sido completa ya
que no se detectan diferencias con las células originales. (Miragall F, Rico
H, Sentandreu R. 1986. Changes in the plasma membrane of regenerating protoplasts of
Candida albicans as revealed by freeze-fracture electron microscopy. J Gen Microbiol.
132:2845-2853).

Tres: Determind el comportamiento de la sintesis de polisacari-
dos en las paredes de los protoplastos en regeneracion de Candida
albicans en presencia de papulacandina B, tunicamicina y nikkomycin.
Con el primer farmaco, la quitina se incorporéd normalmente mientras
que la incorporacion de glucanos y manoproteinas se redujo signifi-
cativamente. La tunicamicina disminuy6 la incorporacion de todos los
polimeros de la pared cuando se agrego al comienzo del proceso de
regeneracion. Nikkomycin inhibid la sintesis de quitina, y las paredes
formadas por los protoplastos se enriquecieron en glucano soluble en
alcali. Los experimentos de pulso-caza sugirieron que en la pared ce-
lular existe una relacion precursor-producto entre los glucanos solubles
y los insolubles en alcali. Los resultados obtenidos con los antibidticos
se confirmaron y ampliaron mediante estudios citolégicos con aglu-
tinina de germen de trigo marcada con oro coloidal y concanavalina
A-ferritina como marcadores especificos de quitina y manoproteinas,
respectivamente. Los resultados demuestran que la regeneracion de
las paredes celulares por protoplastos se produce en dos etapas: en
la primera, se forma un esqueleto microfibrilar de quitina, y en un paso
posterior se agregan complejos de glucano-manoproteina a la estruc-
tura en crecimiento. El esqueleto de quitina permite la disposicion es-
pacial ordenada de los otros polimeros que dan lugar a la pared celular
regenerada. (Elorza MV, Murgui A, Rico H, Miragall F, Sentandreu R. 1987. Formation
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of a new cell wall by protoplasts of Candida albicans: effect of papulacandin B, tunicamy-
cin and Nikkomycin. J Gen Microbiol. 133:2315-2325).

Cuatro: Para evaluar la dinamica de la sintesis de la pared celular
la regeneracion de protoplastos de Candida albicans, se investigo la
deposicion de quitina y manoproteinas mediante la utilizacion de agluti-
nina de germen de trigo conjugada con peroxidasa u oro coloidal y con-
canavalina A acoplada a ferritina, respectivamente. Los protoplastos
recién preparados carecen de receptores de la aglutinina de germen de
trigo, pero después de 1-2 h de regeneracion, ya se detectan. De estas
observaciones, se concluyd que los protoplastos de C. albicans son
capaces de regenerar en medio liquido una pared celular que consiste
en una red de fibrillas de quitina y manoproteinas. Las fibrillas son el
componente fundamental de la capa interna en las primeras etapas de
la regeneracion, mientras que las manoproteinas son predominantes en
las capas externas de la pared.(Miragall F, Rico H, Sentandreu R. 1988. Rege-
neration of the cell wall in protoplasts of Candida albicans. A cytochemical study using
wheat germ agglutinin and concanavalin A. Arch Microbiol.149:286-290).

OTRAS ACTIVIDADES CIENTIFICAS

Ha participado con ponencias y/o comunicaciones en numero-
SOs congresos tanto nacionales como internacionales como asi mismo
ha sido miembro de sus comités cientificos.

Ha participado en un Convenio de colaboracion con el Ayunta-
miento de Valencia para realizar Investigacion en el area de Microbiolo-
gla. Marzo, 2012.

LA DRA. HORTENSIA RICO COMO PROFESORA

Ha dirigido tanto Tesis Doctorales como trabajos de Master, Te-
sinas de Licenciatura, Trabajos de investigacion (DEA) y Trabajos Fin de
Grado habiendo publicado varios capitulos en libros de su especialidad.

Ha sido Profesora Ayudante Clases Practicas, Profesora Cola-
boradora, Profesora Ayudante de la LRU y Profesora Titular de Univer-
sidad . Fue coordinadora del Grado de Nutricion Humana y Dietética,
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y actualmente es vicedecana de estudios de la Facultat de Farmacia.

Su actividad docente comprende diversas asignaturas de las en-
senanzas de Grado en Farmacia, en Ciencia y Tecnologia de los Ali-
mentos, de Nutricion Humana y Dietética y de Ciencias Gastrondmicas.
Ademas ha impartido docencia en los programas Ciencia ARA y en el
programa para mayores del Servei d’Extensio Universitaria de Valencia,
La Nau Gran y ademas participa en Proyectos de Innovacion Educativa.

También ha sido Profesora Instructora (SWIPI) en el proyecto
Small World Initiative (SWI) que tiene el objetivo de acercar la cultura
cientifica y la investigacion biomédica a niveles educativos preuniversi-
tarios y fomentar la vocacion investigadora.

Creo que hoy nuestra joven Academia se enriquece con esta
nueva Académica y estimo que esta tarde es ocasion de celebrar con
solemnidad el que esta tribuna académica se dignifique con una apor-
tacion tan destacada. Dra. Rico sea usted bienvenida a esta su Acade-
mia de Farmacia de la Comunidad de Valenciana

Rafael Sentandreu
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Excmo. Sr Presidente de la Academia de Farmacia de la Comu-
nidad Valenciana,

Excelentisimas e llustrisimas Autoridades presentes,
Excmos. e lims. Sres. Académicos,
Companeros, Familia y Amigos

Sras. y Sres.

En primer lugar, queria agradecer a los Profesores Moreno Fri-
gols, Sentandreu Ramoén y Hernandez Haba el aval para el ingreso en la
Academia y al Prof. Sentandreu el honor de que haya querido dictar el
discurso de mi presentacion ante ustedes.

Cualquier reconocimiento por pequeno que sea siempre es mo-
tivo de alegria, asi que imaginen como me siento hoy cuando se trata
de algo tan importante como es el ingreso en esta ilustre corporacion.
Ademas, estoy profundamente emocionada porque he tenido la suerte
de poder compartirlo con mi madre y mi familia.

Los Profesores Moreno y Sentandreu encarnan para mi la figura
que tantas veces escuche nombrar a mi abuelo y a mi padre cuando
hablaban de sus estudios en Granada: el Maestro. Entonces yo era
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pequena y pensaba que deberian referirse a unos sefnores muy ma-
yores de barbas blancas y listisimos porque siempre los nombraban
con veneracion. Cuando terminé mi etapa de estudiante lo comprendi
todo. El Prof. Moreno fue uno de mis maestros académicos mientras
que el Prof. Sentandreu junto con su esposa la Dra M? Victoria Elorza
lo fue ademas desde el ambito cientifico. Por otra parte, el Prof. Javier
Hernandez simboliza junto con otros ilustres miembros de la Academia
la generacion de jovenes profesores que iniciaron su andadura como
docentes cuando nosotros lo haciamos como estudiantes en una Fa-
cultad de Farmacia que daba sus primeros pasos. Gracias a todos por
SuUS ensenanzas y consejos.

A los companeros del Departamento, de la Facultad y a los ami-
gos de toda la vida también les debo mucho, ya que siempre me he
sentido querida y apoyada. Nos hemos reido mucho, y hemos com-
partido buenas y malas rachas, pero la amistad siempre ha estado por
encima de cualquier circunstancia. También me gustaria nombrar a los
Profesores M? Teresa Barber y Juan Carlos Moltdé porque me dieron la
oportunidad de iniciarme en el mundo de la gestion académica. Confia-
ron en miy eso en los tiempos que corren ya es mucho.

Y por ultimo la familia. Soy biznieta, nieta por partida doble, hija,
prima hermana, tia, mujer y madre de farmacéuticos. Una auténtica
estirpe que nada tiene que envidiar a las bacterianas. Vivi la época de
las farmacias cuando en la rebotica se hacian muchas formulas magis-
trales, algunas por prescripcion facultativa y otras por la propia crea-
tividad del boticario, como por ejemplo el maravilloso Toni Pelo Rico.
Ademas, en la Farmacia de mi abuelo Ramon era como si todos los dias
tocara guardia, hasta el extremo que el sereno aguardaba a la llamada
de los vecinos dormitando en el interior de la misma. Mientras tanto, la
otra parte de mi tiempo discurria entre el laboratorio de mi padre y de
mi abuelo ya que ambos eran también analistas clinicos. En realidad,
entre otras cosas, lo que verdaderamente me hizo decidir que seria
farmacéutica fue por una parte la vision de las tinciones en el micros-
copio y por otra la de todas aquellas ranas de laboratorio metidas en
sus recipientes. Por mas que a mi me parecian iguales no debian serlo,
ya que algunas daban grandes alegrias y otras sin embargo terribles
disgustos cuando llegaban las distinguidas sefioras clientas. Afilos mas
tarde comprendi el significado de Positivo y Negativo.
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Esta pasion por los analisis la comparto también con mi marido
Carlos. Un magnifico profesional que aun conserva una extraordinaria
capacidad de estudio y de interés que lo lleva continuamente a estar
al dia en los ultimos avances dentro de esta disciplina. Sin él, poco
podria haber hecho a lo largo de mi trayectoria, ya que siempre tuve
SuU apoyo y su carino especialmente en los momentos dificiles. Ambos
estamos también muy orgullosos de haber sido capaces de transmitir
nuestro amor por la profesion a nuestros hijos. Carlos y Jaime ya son
farmacéuticos y han complementado sus estudios con el Grado de Nu-
tricion Humana y Dietética. La quinta generacion ya esta en marchay se
acompana con nuestro otro hijo Juan Pedro que debe ser el arquitecto
que tenga mas nociones de farmacia, analisis y dietética de todo el
universo. Gracias por estar ahi y perdén por todas las horas que dejé
de dedicaros.

Y por ultimo un recuerdo especial a mi madre que no ha podido
venir pero que siempre ha estado a mi lado y a mi padre Juan y a mis
abuelos Joaquin y Ramoén, porque fueron capaces de hacerme sentir lo
especial e importante que es la profesion de farmacéutico
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EL MICROBIOMA HUMANO:
CARACTERISTICAS Y SU INFLUENCIA
EN EL MANTENIMIENTO DE LA SALUD

Antes de introducirnos en el estudio de la microbiota humana
deberiamos preguntarnos cuando se produjo la interaccion del ser hu-
mano con los microorganismos. La respuesta es sencilla: desde el pri-
mer momento de la aparicion del hombre en la Tierra, ya que el primer
ser vivo que surgi® hace 3.800.00 millones de anos fue una bacteria
ancestral a partir de la cual se desarrollaron el resto de los organismos.

La segunda consideracion seria pensar cuando el hombre fue
consciente de su existencia. Desde mi punto de vista, los primeros po-
bladores humanos se enfrentaban a diario con numerosos fendémenos
que no comprendian, y seguro que uno de ellos seria mirar el cielo y so-
bre todo las estrellas. Aunque posiblemente no imaginaran ni su origen
ni el porqué de su presencia, a fuerza de tanto observarlas consiguie-
ron al final darle una utilidad dentro de su vida (sentido de orientacion,
uso en agricultura, etc.,).

Pero ... iy los microorganismos?, Si nos basamos en el dogma
que ha acompafado durante mucho tiempo al ser humano, de que
“aquello que no se ve no existe”, era mas facil atribuir los efectos be-
neficiosos o perjudiciales de los microorganismos a la actividad de una
serie de deidades que de manera caprichosa bendecian o castigaban
a sus fieles seguidores.
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Tuvimos que esperar hasta el ano 1673 para que la habilidad en
el pulido de las lentes, del comerciante de tejidos Anton van Leeuwen-
hoek, permitiera por primera vez visualizar una bacteria (Fig. 1). El con-
cepto “animéaculo” se difundid entonces a través de las observaciones
de Leeuwhenhoek, pero eso no implicé que se les pudiera relacionar
con las actividades de los microorganismos que tanto afectaban a la
vida del ser humano

LT IOV

1. lustraciones de Anton van Leeuwenhoek. Imagen: Royal Society of London

Los estudios de Louis Pasteur en el ano 1864, junto con los de
Robert Koch en 1876, si supusieron un avance definitivo en el estudio
de los microorganismos, al ser desterrada por el primero la Teoria de la
Generacion Espontanea y por formular Koch sus famosos postulados
que sentaban la base para la Teoria germinal de la enfermedad.

Posteriormente y gracias al avance de determinadas técnicas de
visualizacion y cultivo, se entré en la llamada Edad de Oro de la Micro-
biologia, con un incesante interés por parte de los “cazadores de mi-
crobios”, en asociar cada enfermedad con su microorganismo causal.

A partir de ese momento supimos que la mayoria de las enferme-
dades infecciosas estaban producidas por bacterias, pero €so no con-
solaba a los afectados ya que la mortalidad, especialmente la infantil,
era altisima.

Afortunadamente en 1928, Fleming descubre la penicilina, y en
1942 comienza su dispensacion en las Farmacias, lo que nos introdu-
ce de lleno en la era de la antibioticoterapia. Parecia que todo estaba
ganado, y esto llevo a William H. Stewart a declarar en 1969 “que habia
llegado el momento de cerrar el libro de las enfermedades infecciosas”.
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Nada mas lejos de la realidad ya que como efecto, entre otras
causas, de la administracion de los antibidticos, las bacterias empeza-
ron a crear resistencias, pero €so... es otra historia.

Ahora la que quiero relatarles es la del descubrimiento del apa-
sionante mundo de la Microbiota humana (Fig. 2) y de sus extraordina-
rias propiedades en el mantenimiento de nuestra salud.

Enelcurso 1976-77, tuve
mi primer contacto con la Mi-
crobiologia de la mano de los
Profesores Enrique Hernandez
y Francisco Duboén. Ellos me
enseflaron que existian unos
microorganismos que habita-
ban en nuestro cuerpo a los
que se les denominaba micro-
flora normal o propia y que co-
lonizaban de manera perma-
nente determinadas zonas de
nuestro cuerpo, mientras que
la microflora transitoria era la
que se encontraba de manera
temporal y podia ser eliminada 2. Microbiota cutdnea. Imagen: H.Rico
con unos habitos de limpieza
adecuados.

Por lo demas, y quitando del ejemplo de Escherichia coli y su
aportacion beneficiosa de vitaminas en nuestro intestino, poca utilidad
mas se les daba a estos companeros de viaje. De hecho, se pensaba
que el hombre era autosuficiente practicamente para todo, desde nutrir
a sus células mediante la ingesta de los alimentos hasta el aprendizaje
de los fendmenos de la inmunidad. En pocas palabras, éramos como
islas con todo lo necesario para autoabastecernos, pero eso si, con
una serie de inquilinos a los que soportabamos en forma de ecosistema
obligatorio.

El Microbioma Humano: Carac
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El proyecto Microbioma Humano

Tras la conclusion del proyecto Genoma Humano, surge en el afo
2008, como una iniciativa del Instituto Nacional de la Salud de EEUU, el
proyecto Microbioma Humano con el objeto de identificar y caracterizar
los microorganismos que se encontraban asociados al hombre, tanto
en la salud como en la enfermedad.

Numerosos articulos cientificos se han publicado desde entonces
y mi objetivo es mostrarles de una manera resumida todos los resulta-
dos descritos que aun siguen vigentes junto con las Ultimas aportacio-
nes que dotan a la microbiota de propiedades ciertamente novedosas.

1.- {Cuantos son y donde estan?

Tradicionalmente el estudio de los microorganismos presentes en
un determinado habitat se realizaba mediante el uso de métodos tradi-
cionales de aislamiento en microbiologia, mientras que su caracteriza-
cion en el ambito genético se efectuaba aplicando técnicas de clonacion
y secuenciacion. De esta forma, el estudio de la diversidad microbiana
se restringia a aquellos microorganismos cultivables, excluyéndose los
de dificil manejo en el laboratorio (99,8%). Por lo tanto, el estudio de la
totalidad de las comunidades microbianas en su ambiente natural no
era aun posible.

Sin embargo, las innovaciones en el ambito de las técnicas ins-
trumentales siempre van acompanadas de avances en determinados
sectores de la Ciencia, y asi ocurrid en este caso con la llegada de la
Metagendmica.

Esta técnica permite analizar, conjuntamente y sin cultivo, la es-
tructura y funcion de un gran numero de genes microbianos presentes
en un ambiente determinado. Para ello, utiliza tecnologias gendmicas y
herramientas bioinformaticas con el fin de acceder directamente al con-
tenido genético de las comunidades de microorganismos, permitiendo
conocer su diversidad taxondmica, asi como su funcion en las mismas.

Por otra parte, también ha permitido el descubrimiento de genes,
producidos por microorganismos no cultivables, que codifican enzimas,
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metabolitos y productos naturales, no descritos hasta ahora, y que han
demostrado ser de gran interés industrial y clinico

Una vez que se dispuso de la herramienta adecuada los integran-
tes del Proyecto Microbioma Humano pudieron empezar su trabajo con
el fin de contestar a las preguntas de: /Quiénes estan ahi y que hacen
en nuestro cuerpo?

El término Microbiota humana hace referencia a la comunidad de
microorganismos vivos (bacterias, hongos, arqueas, virus y parasitos)
que residen en nuestro cuerpo y que a su vez pueden clasificarse como
comensales, mutualistas y patégenos. Sin embargo, el Microbioma es
el conjunto formado por los microorganismos, sus genes y sus metabo-
litos en un entorno definido. Cuando hablamos de Metagenoma el con-
cepto es mas amplio pues incluiria todo el material genético presente
en una muestra, y que en nuestro caso comprenderia el conjunto del
genoma humano y el de los microorganismos.

Los primeros datos que se aportaron desde el Proyecto fueron
que en nuestro cuerpo conviven unos 100 trillones de formas de vida
microscopica (10'®), pero que cuando restringimos este dato solo a las
bacterias el orden disminuye a 10",

Si comparamos el numero de microrganismos entre hombres y
mujeres, somos nosotras las que tenemos mayor cantidad y mayor ratio
Bacterias/Células humanas (2.2: 1).

Estas proporciones han cambiado ya que los primeros resultados
indicaban que habia una proporcién de 10:1, pero esto era debido a que
no se cuantificaban los glébulos rojos como células de nuestro cuerpo

Por este mismo motivo también es inexacto el peso de 2 Kg que
se le atribuia a la microbiota ya que en realidad supone solo 0,2 Kg de
nuestro propio peso.

Con respecto a su distribucion, la mayor diversidad se encuentra
en el tracto intestinal, en la boca, en la piel y en el aparato reproductor,
coincidiendo con los datos que se indicaban para la microflora, si bien
en un cierto porcentaje se mantienen latentes.

A diferencia de lo que se pensaba entonces, todos estos mi-
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croorganismos han demostrado estar involucrados en innumerables
procesos relacionados con la nutricion, el metabolismo, la inmunidad,
las enfermedades, el envejecimiento, etc., de manera que ahora com-
prendemos que muchas de las funciones vitales que son fundamenta-
les para el ser humano dependen de nuestro microbioma. De hecho,
como bien saben ustedes, algunos ya lo consideran un érgano mas de
nuestro cuerpo.

Pero vamos a centrarnos especialmente en el Microbioma intes-
tinal. (Fig. 3). Se estima que la poblacién microbiana del intestino huma-
no incluye unos 100 billones de bacterias pertenecientes a 1.000 espe-
cies distintas, de manera que es junto con el de otros vertebrados uno
de los ecosistemas mas densamente poblados de la tierra. Ademas,
contiene aproximadamente 3 millones de genes lo que supone una cifra
150 veces superior que la de los propios genes humanos.

El estbmago y el duodeno albergan un ndmero reducido de mi-
croorganismos que se adhieren a la superficie de la mucosa o estan
en transito. Las secreciones acidas, biliares y pancreaticas destruyen

Esophagus
Major bacteria present Organ Major physiological processes
Secretion of acid (HCI)
I Stomach DEestion of macromolecules
pH2
I Duodenum
Enterococci ]
Lactobacilli Continued digestion
I Jejunum | Small Absorption of monosaccharides,
intestine  amino acids, fatty acids, water
pH 4-5
Enterobacteria _- lstam o
Enterococcus faecalis 7 7
Bacteroides
giﬁdobacterium
ubacterium Absorption of bile acids,
Peptococcus + Colon E !‘i:rg?v vi1amig By,
Peptostreptococcus Imesine:  BH7
Ruminococcus
Clostridia
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Streptococcus = =
Staphylococcus l
Anus

3. Distribucion de la microbiota en el tracto gastrointestinal. Imagen: http://microbiollogy.blogspot.com/
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la mayor parte de los microorganismos ingeridos, y la actividad moto-
ra impide una colonizacién estable de la luz del intestino delgado. El
numero de bacterias aumenta progresivamente a lo largo del yeyuno
y el ileon, con un predominio de aerobios gram negativos y algunos
anaerobios obligados. En el colon el tiempo de transito es lento (2-4
dias) o que brinda a los microorganismos la oportunidad de proliferar
fermentando los sustratos disponibles derivados de la dieta o de las
secreciones enddgenas. Esta densamente poblado de anaerobios y los
recuentos alcanzan concentraciones 10.000 veces mayores que en el
fleon.

Los microorganismos que componen la microbiota intestinal
pertenecen a las clases Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Pro-
teobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria y Cyanobacteria, si bien el
90% de las mismas se encuentran en los 3 primeros grupos.

2.- Adquisicién de la microbiota

Durante mucho tiempo la idea de que el feto se desarrollaba en
un ambiente estéril y que el microbioma del recién nacido se adquiria
durante y después del nacimiento fue un dogma totalmente aceptado.
Sin embargo, algunos estudios sugerian la existencia de comunidades
bacterianas en la placenta, liquido amnidtico y meconio. Estos hallaz-
gos llevaron a muchos cientificos a desafiar el “paradigma de la matriz
estéril” y proponer que la adquisicion del microbioma comenzaba en el
Utero, lo que cambiaba por completo la comprension de la adquisicion
de la microbiota intestinal y su papel en el desarrollo humano (Fig. 4).

En el paradigma del Utero estéril, la placenta, el liquido amni6-
tico y el intestino fetal permanecen estériles durante el embarazo, y el
microbioma se adquiere durante y después del nacimiento. En conse-
cuencia, la microbiota intestinal de los bebés nacidos por via vaginal
se asemeja a la microbiota de la vagina de la madre, mientras que la
microbiota de los bebés nacidos por cesarea es similar a la microbiota
de la piel de la madre.

La “hipdtesis de colonizacion en el Utero” propone que algunos
miembros del microbioma intestinal de los bebés se adquieren antes
del nacimiento, probablemente a través del contacto con un microbio-
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ma placentario, cuyo origen seria el microbioma oral o del intestino de
la madre.

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que el liquido
amnidtico es estéril en todas las mujeres que dan a luz en menos de 6
h, obteniéndose cultivos positivos sdlo en aquellos casos en los que el
parto se prolonga mucho mas. Otros autores también han concluido
que la mayoria de las placentas son estériles, y que la presencia de
bacterias suele deberse a su contaminacion durante la expulsion. Y con
respecto a las muestras de meconio se sugiere que la mayoria presen-
tan cultivos negativos, siempre que se emitan dentro de los primeros
500 min tras el parto.

A STERILE WOMB PARADIGM B INUTERO COLONIZATION HYPOTHESIS
Fetus and placenta are sterile. The placenta harbors its microbiome.
The gut microbiome is acquired after birth. Colonization of the gut begins in utero.

VAGINAL OR CESAREAN
DELIVERY

4. Representacion esquemdtica de los dos conceptos de adquisicion de la microbiota. (Imagen: Perez-Munoz et
al., Microbiome (2017) 5:48)
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Todas estas evidencias, junto con las obtenidas con el empleo de
ratones axénicos, indican que la hipdtesis de la colonizacion en el Utero
no es muy probable.

3.- Desarrollo de la microbiota a lo largo de la vida

El desarrollo del microbioma, desde el momento del parto hasta
que nos hacemos mayores, depende de una gran variedad de factores
(Fig. 5).

El primer periodo que va desde recién nacido hasta los 4 afos se
caracteriza por presentar tres etapas de progresion:

Fase de desarrollo (3-14 meses): Se inicia con la colonizacién
del tubo digestivo por cepas aerdbicas y anaerdbicas facultativas,
como Lactobacillus y Escherichia coli, junto con un microsistema de
bacterias anaerdbicas, compuestas fundamentalmente por los géne-
ros: Clostridium, Bacteroides y Bifidobacterium.
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others
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5. Desarrollo del microbioma a lo largo de las etapas de la vida. (Ottman et al., Front Cell Infect Microbiol.
(2012) 2- 104
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La forma de nacimiento influye significativamente en el microbio-
ma durante esta fase, estando caracterizada en los bebés nacidos por
via vaginal, por la presencia de altas concentraciones de especies de
Bacteroides (particularmente B. fragilis).

Otro factor importante es la ingesta de leche materna de mane-
ra exclusiva o parcial, relacionandose con la presencia de niveles muy
altos de Bifidobacterium (B. breve y B. bifidum) en los nifios alimenta-
dos mediante esta via. Sin embargo, cuando la toma de leche cesa se
produce una rapida maduracion de la microbiota marcada por el filo
Firmicutes.

Entre los 15 a 30 meses se entra en una fase de transicion que
puede estar condicionada por la exposicion a factores medio ambienta-
les como localizacion geografica, presencia de hermanos y/o mascotas
en casa etc.

Finalmente, se llega a una fase estable (31-46 meses) en donde
la microbiota que coloniza el tracto gastrointestinal es bastante pareci-
da a la del adulto, modificandose puntualmente en la adolescencia por
efecto de las hormonas, y permaneciendo posteriormente de nuevo
invariable.

En esta etapa que va de la adolescencia a la edad adulta, la mi-
crobiota puede verse alterada:

temporalmente por el efecto de factores estresantes externos,
como infecciones o ingesta de medicamentos

permanentemente por cambios en el estilo de vida o en los ha-
bitos alimentarios

Las perturbaciones transitorias generalmente se recuperan con
el tiempo; sin embargo, si el grado de afectacién es demasiado gran-
de o duradera se producira una disbiosis. En ese momento la funcion
beneficiosa de la microbiota intestinal se pierde, llevando consigo la
aparicion de diversos trastornos.

A partir de los 70 afnos el microbioma vuelve a cambiar por efecto
de las enfermedades propias de la edad (caquexia, cancer o enferme-
dades metabdlicas), conduciendo a la aparicion de diferentes alteracio-
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nes de la funcion intestinal. Las variaciones mas importantes consisten
en un aumento de las bacterias proteoliticas unidas a una disminucion
de las bacterias sacaroliticas.

4.- Funciones de la microbiota

A la hora de abordar qué importancia tiene la microbiota en de-
terminadas funciones fisiolégicas del ser humano hay que tener en
cuenta que nuestro tracto gastrointestinal no solo contiene billones
de microbios y células epiteliales, sino que también recibe un aporte
continuo de moléculas de nutrientes durante la ingesta de alimentos,
ademas de las liberadas por nuestras propias células y las de los mi-
croorganismos. Por ello, ha sido fundamental en este tipo de estudios
establecer protocolos para poder discernir correctamente cada uno de
los componentes que se encuentran en la materia fecal.

A partir de estos datos experimentales junto con los obtenidos
mediante estudios realizados en animales axénicos, se han podido
identificar tres funciones primarias de la microbiota intestinal:

(A) funcidon de nutricion y metabolismo:

Producida como resultado de la actividad bioquimica de la mi-
crobiota y que incluye: (i) recuperacion de energia en forma de acidos
grasos de cadena corta, (i) producciéon de vi taminas (K, B12, bio-
tina, acido folico y pantoténico), (i) sintesis de aminoacidos a partir
del amoniaco o la urea y (iv) efectos favorables sobre la absorcion de
calcio, magnesio y hierro en el colon

(B) funcion de proteccion

Basada en prevenir la invasion de agentes infecciosos o el so-
brecrecimiento de especies residentes potencialmente patégenas
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(C) funciones troficas

Al mantener el control sobre la proliferaciéon y diferenciacion del
epitelio intestinal, y sobre el desarrollo y modulacion del sistema inmu-
ne.

Funcién de nutricion y metabolismo

La fermentacion de polisacaridos vegetales de estructura com-
pleja (fibra) tiene lugar fundamentalmente en el colon. Constituye una
fuente de energia importante para la proliferacién bacteriana, y ade-
mas produce acidos grasos de cadena corta que al anfitrion le interesa
absorber ya que: (i) constituye el sustrato ideal para los colonocitos, (ii)
tienen efecto antiinflamatorio al inhibir ciertas citoquinas y (iii) se les ha
atribuido la capacidad de inducir la apoptosis de las células malignas
en el cancer de colon.

- Rendimiento nutricional y desarrollo corporal

Estudios realizados con ratones libres de gérmenes han demos-
trado que la presencia de determinadas bacterias es importante para
favorecer el rendimiento nutricional y el desarrollo corporal.

Bacteroides thetaiotaomicron es una bacteria capaz de trans-
formar las moléculas complejas que se encuentran en los alimentos
vegetales, en glucosa y otros azUcares simples faciles de digerir, ya
qgue posee genes con capacidad de codificar mas de 260 enzimas que
actuan sobre este tipo de alimentos.

En un experimento se utilizaron ratones que tenian a la bacteria
formando parte de su microbiota intestinal junto con otros libres de la
misma. Se les administré6 comida y posteriormente se evaluaron los
resultados. Los ratones sin la bacteria necesitaron consumir un 30%
mas de calorias para alcanzar un peso similar a los ratones control, lo
que indicaba claramente su importancia en este contexto.

Otro dato interesante dentro del ambito del aprovechamiento
nutricional, es el descrito en un estudio que investigaba qué bacterias
tenian capacidad de actuar sobre los porfiranos.
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Por una parte, se detectd a Zobellia galactanivorans una bacteria
marina encargada entre otras de digerir diferentes tipos de algas inclui-
da la denominada Nori. Una vez analizados sus genes y tras utilizar ba-
ses de datos para encontrar otros seres vivos con la misma capacidad,
descubrieron una similitud en bacterias, del tipo Bacteroides plebeius.

Lo sorprendente es que solo la manifestaban las aisladas del
intestino de personas que habitaban en Japdn, incluyendo los nifos
lactantes. Por el contrario, los Bacteroides aisladas del tracto intestinal
de los norteamericanos no contenian dichos genes.

Los autores consideraron posible que las bacterias del intestino
de los japoneses adquiriesen los genes que codifican porfiranasas a
partir de bacterias marinas ingeridas en su dieta tradicional. Es decir,
se habria producido una transferencia génica horizontal, entre las algas
consumidas con el sushiy las bacterias intestinales con el fin Ultimo de
ayudar a digerir mejor la comida.

- Microbiota y obesidad

Actualmente la microbiota intestinal es considerada como un
factor a tener en cuenta para el control del peso corporal, ya que in-
fluye en el metabolismo a través de la energia obtenida de la dieta, asi
como en la regulacion del almacenamiento de la grasa corporal, de la
lipogénesis, o de la oxidacion de los acidos grasos.

Numerosas evidencias cientificas sugieren que un aumento del
grupo de los Firmicutes y una disminucién de los Bacteroidetes, juega
un papel importante en la génesis y mantenimiento de la obesidad en
el ser humano, probablemente interactuando con otros factores gené-
ticos.

Experimentos realizados con ratones genéticamente obesos han
demostrado que uno de los mecanismos mas importantes que pare-
cen contribuir a la obesidad se debe a la capacidad de su microbiota
de extraer mayor energia de la dieta a través de la fermentacion de los
carbohidratos no absorbibles.
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Ademas, este rasgo es transmisible ya que la colonizacién de
ratones axénicos con la microbiota obtenida a partir de una persona
obesa conduce a un aumento mucho mas significativo de su grasa
corporal que cuando se utiliza la microbiota de una persona delgada
(Fig. 6).
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0. Efecto del trasplante fecal a ratones axénicos de sujetos delgados u obesos. (Ridaura et al.,Science (2013) 341:
124)

Estos resultados unidos a los de otros estudios coinciden en
identificar la microbiota intestinal como un factor adicional a tener en
cuenta en la fisiopatologia de la obesidad.

- Influencia de la dieta en la microbiota

Para comprobar la influencia de la dieta en la composiciéon de la
microbiota, Griffin y col., analizaron las muestras de dos tipos de po-
blacién. Unos ingerian una dieta tipicamente americana con mas de
3.000 calorias diarias, abundante proteina de origen animal, poca fruta
y verdura, y mucha hamburguesa y pizza, mientras que el otro grupo
practicaba dietas de restriccion caldrica, con menos de 1.800 calorias
al dia, rica en verduras y frutas, baja cantidad de proteina, tres veces
menos de carbohidratos y la mitad de grasa que el primer grupo. En
ambos casos se determind previamente que no hubiera habido ingesta
de antibidticos en los ultimos 4 meses.

Los primeros resultados demostraron que las personas con un
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régimen bajo en calorias tenian una comunidad microbiana mucho mas
rica y diversa que las que comian la tipica dieta americana.

Una vez establecido este parametro, el segundo objetivo del es-
tudio fue comprobar la respuesta de la microbiota frente a cambios
en el tipo de dieta. Para ello, se procedid a trasplantar bacterias del
intestino de ambas poblaciones a ratones axénicos. A continuacion, los
alimentaron con los dos tipos de dietas para ver como cambiaban las
comunidades microbianas trasplantadas. Asi comprobaron que el peso
de los ratones no se veia influido por el tipo de bacterias del donante,
sino por la dieta ingerida. Es decir, los ratones que mas engordaron
fueron los que tomaban la dieta americana, pero €so era previsible.

Lo interesante fue comprobar que los ratones que habian sido
trasplantados con la microbiota del grupo con alta ingesta calorica res-
pondian peor al cambio a dieta vegetal ya que su comunidad microbia-
na no aumentaba ni se diversificaba. Sin embargo, los que habian reci-
bido la microbiota de personas que se alimentaban de fruta y verduras
respondian mucho mejor a cualquier cambio.

En resumen, la dieta puede alterar la composicion de la microbio-
ta intestinal, y viceversa, el tipo de microorganismos del intestino puede
afectar la respuesta a una dieta determinada, siendo responsable en
parte del famoso efecto rebote.

- Influencia del estilo de vida y la dieta en la evolucién de la mi-
crobiota.

Hemos visto en el apartado anterior que la dieta puede contribuir
a la modificacion en la composicion de la microbiota, pero la influencia
del estilo de vida puede llevar incluso a la extincién evolutiva de algunos
microorganismos en concreto.

Un estudio llevado a cabo por Gémez y col. comparando la com-
posicion de la microbiota de las tribus centroafricanas BaAka (caza-
dores-recolectores) y la de los Bantues (agricultores), ha demostrado
que los perfiles de ambos son diferentes, siendo un reflejo del grado
de adherencia al estilo de vida tradicional. Cuando se compararon con
el microbioma de la poblacién norteamericana se encontrdé un patron
mayor de similitud en el caso de los Bantues, indicando que la occiden-
talizacién conduce a la pérdida de ciertos microrganismos.
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Funcién protectora

Aunque existen varias evidencias que demuestran este tipo de
funcién, me voy a centrar especialmente en la que se desarrolla en los
niNos recién nacidos.

Como ya indicamos anteriormente, la microbiota de los nifios ali-
mentados con leche materna es mucho mas diversa que la que pro-
porciona la lactancia artificial, favoreciendo especialmente no solo la
nutriciéon sino también la proteccion del nifo.

Unos de los componentes mas abundantes de la leche materna
son glicoproteinas y oligosacaridos, pero sin embargo los bebes no los
pueden digerir. Entonces, ¢Qué utilidad tienen?

Se ha comprobado que en el intestino de los nifios criados con
lactancia natural hay un aumento significativo de la poblacién de bifido-
bacterias siendo especialmente abundante el Bifidobacterium longum
subsp. infantis. Esta bacteria es capaz de utilizar los oligosacaridos
como sustrato para su desarrollo, lo que resulta en un tapizado masivo
de la mucosa intestinal. Con esta colonizacion se impide el crecimiento
de microorganismos patdégenos (Streptococcus pneumoniae, E. coli o
Listeria monocytogenes) disminuyendo asi el riesgo de infeccion. Sor-
prendentemente estos oligosacaridos no afectan al crecimiento de las
bifidobacterias asociadas a la edad adulta.

En resumen, estariamos hablando de un proceso de simbiosis
atipico, ya que en este caso seria entre la madre y la bacteria, propor-
cionandole la primera el alimento a cambio de la proteccion del hijo.

Funcioén tréfica y de homeostasis del sistema inmune

El antiguo concepto de que el sistema inmune se desarrolla en
respuesta a estimulos provocados por microorganismos patdégenos no
parece sostenerse actualmente. Sin embargo, la presencia de la micro-
biota en el intestino si parce tener un impacto decisivo sobre el desa-
rrollo y maduracion de la inmunidad.

Los animales criados en condiciones de asepsia estricta mues-
tran una importante atrofia del sistema inmune (foliculos linfoides de
menor tamano, escasez de linfocitos intraepiteliales, ganglios linfaticos
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de menor tamanfo, bajo nivel de inmunoglobulinas), y por tanto una gran
susceptibilidad a las infecciones, pero que, sin embargo, pueden recu-
perar al ser colonizados. Esto indica que la induccioén y regulaciéon del
sistema inmune depende en gran medida de la microbiota del intestino.

La superficie de la mucosa del tracto digestivo esta formada por
estructuras adaptadas a las funciones de contacto y comunicacion en-
tre el individuo y el medio externo. Esta comunicaciéon incluye el reco-
nocimiento inmunoldgico de las sustancias que circulan por el exterior
del tubo digestivo.

Para que exista un equilibrio perfecto, el sistema tiene que dis-
tinguir claramente entre patdégenos o patdbgenos potenciales, por un
lado, y microorganismos comensales en simbiosis con el hospedador,
por el otro. En el primer caso, el cuerpo necesita elementos de defensa
adecuados, mientras que, en el segundo caso, tiene que saber ser to-
lerante para conseguir el beneficio de la simbiosis.

Los enterocitos del epitelio de la mucosa intestinal tienen un pa-
pel muy importante en este proceso, ya que su posicion en contacto
con la luz intestinal es importante (i) para el reconocimiento inicial de
moléculas extrafas vy (ii) para la transmision de sefales a las células
inmunocompetentes del tejido subyacente.

En cuanto a la regulacion de la respuesta inmune, la microbiota
en el sujeto sano esta en simbiosis homeostatica con el huésped mer-
ced a una barrera epitelial intestinal que contiene altas concentracio-
nes de IgA secretora (IgA S). Esta ultima, producida en las placas de
Peyer y en la lamina propia, forma complejos con la microbiota de la
luz intestinal y presenta selectivamente los componentes bacterianos
a las células dendriticas, que inducen la produccién de interleucina
10 (IL-10) antiinflamatoria, lo que contribuye al cambio de clase de la
IgA S a IgA. Todo ello asegura una comunicacion efectiva entre la mi-
crobiota y el sistema inmune, favoreciendo un ambiente de tolerancia
hacia estos microorganismos, a la vez que estimula la actividad del
sistema (Fig. 7)
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7. Diferentes mecanismos de interaccion de los metabolitos de la microbiota intestinal con las células del siste-
ma inmune y del epitelio gastrointestinal. ( Imagen: Levy et al., Current Opinion Microbiol (2017) 35: 8)

Por lo tanto, la naturaleza de la microbiota gastrointestinal que
adquirimos en nuestros primeros meses de vida es fundamental para
desarrollar de forma correcta nuestro sistema de defensa inmunitario.
Una colonizacion incorrecta puede influir directamente en la aparicion
posterior de enfermedades inflamatorias de la mucosa intestinal o en
problemas de autoinmunidad y alergias.

La influencia que las bacterias tienen en los demas sistemas del
cuerpo es realmente notable, y ya hay estudios que vinculan los cam-
bios en el microbioma intestinal con afecciones fisioldgicas y neurol6-
gicas como asma, hipertension, enfermedad de Alzheimer, Parkinson,
autismo, y esquizofrenia entre otras.
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5.- Eje Microbiota-intestino-cerebro

Todos sabemos que en situaciones de estrés transitorio ciertas
sefales desencadenadas en el cerebro, pueden afectar a nuestra fun-
cion intestinal y causar estrefiimiento o diarrea. Sin embargo, ahora se
sabe que si el estrés es prolongado puede incluso conducir a cambios
en la composicion de la microbiota.

El sentido contrario también es posible: una composicion altera-
da de la microbiota puede conducir a perturbar las sefales en el cere-
bro y por lo tanto a afectar las funciones cognitivas (Fig. 8).

El descubrimiento del eje microbiota-intestino-cerebro es uno de
los Ultimos hitos en la investigacion del microbioma humano y las evi-
dencias indican que se basa en un sistema bidireccional.

Por una parte, el cerebro puede afectar (a) indirectamente a la
microbiota intestinal mediante cambios en la secrecion, motilidad y/o
permeabilidad intestinal, o (b) directamente por via neuronal mediante la
liberacion de determinadas sustancias por parte de las células entero-

8. Representacion comica de la influencia de los microorganismos en el cerebro. (llustracion de Benjamin
Arthur)
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cromafines (EC) e inmunes.
En la otra direccion, la mi-
crobiota intestinal se comu-
nica con el cerebro median-
te la estimulacion directa de
ciertos receptores a través
del nervio vago o por via hu-
moral (Fig. 9).

Todos estos mecanis-
mos pueden alterar la mor-
fologia y la neuroquimica
cerebrales, en concreto, los
niveles de GABA vy seroto-
nina. Por lo que la comuni-
cacion  microbiota-cerebro
puede estar implicada en la
percepcion del dolor visce-
ral y en la modulacién de la

9. El eje Microbiota-Intestino-Cerebro. (Imagen: Sherwinetal, respuesta inmune y de las
CNS Drugs (2016) DOI: 10.1007/540263-016-0370-3) EMOCIONes

Los experimentos iniciales han sido desarrollados en ratones, es-
tan en progreso la etapa de ensayos con sujetos humanos, ya que este
campo resulta de gran relevancia no solo para los microbidlogos sino
también para los especialistas en neurologia, psicologia y psiquiatria.

El interés central es llegar a conocer si al influir en la microbiota
se pueden producir efectos en los cambios de estado de animo, en
coémo se experimenta el estrés, o en la terapia de enfermedades como
el Alzheimer, autismo, etc.

- Influencia de la microbiota en el sistema nervioso central

Los intestinos estan rodeados por el sistema nervioso entérico
(ENS), que controla el peristaltismo intestinal, el intercambio de fluidos
a través de las mucosas y la secrecion intestinal y que ha llegado a ser
denominado en algunas ocasiones como nuestro “segundo cerebro”. El
ENS tiene un vinculo directo con el sistema nervioso central a través del
nervio vago, por el que transmite senales desde el intestino al cerebro
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y viceversa. Si tenemos en cuenta que las bacterias intestinales juegan
un papel clave en la interaccion con el ENS, es logico pensar que tam-
bién estén implicadas en la generacion de sefnales al cerebro.

Pero esta no es toda su mision, estudios realizados por Diaz Hei-
jtza y col., demostraron que la microbiota no solo era importante en la
generacion de sefales sino también en el desarrollo del propio cerebro.
Segun estos autores durante el proceso de la Evolucion la colonizacion
de la microbiota intestinal se ha integrado en la programacion del de-
sarrollo cerebral, influyendo entre otros, en la actividad motriz y en el
comportamiento frente a la ansiedad.

Los estudios de este grupo se llevaron a cabo comparando la
actividad de ratones axénicos con ratones control, en el interior de un
recinto cerrado.

Mediante diferentes tecnologias se comprobd que, una vez to-
talmente explorado el recinto (40 min), los ratones con microbiota per-
manecian quietos en los extremos de la caja, manteniendo niveles mas
altos de ansiedad que los axénicos. Este comportamiento se corres-
ponde con el estado de alerta frente al ataque de un posible depreda-
dor, que lleva consigo el instinto de supervivencia.

Por el contrario, los ratones sin microbiota manifestaban una ma-
yor actividad motora durante todo el tiempo que durd el experimento y
ademas eran sensiblemente menos “prudentes” que sus companeros.
Este estado era reversible si se colonizaba a los ratones axenicos du-
rante las primeras semanas de vida, pero resultaba ineficaz si se admi-
nistraba la microbiota en la edad adulta. Es decir, una vez desarrollado
el cerebro, el ratdn quedaba condenado a ser temerario de por vida.

Otros estudios como los de Bravo y col. se centraron en ver si
existia la posibilidad de mejorar los estados de ansiedad en ratones.
Asi, demostraron que el tratamiento con la cepa probidtica Lacto-
bacillus rhamnosus conducia a una expresion diferenciada de acido
gamma-aminobutirico (0 GABA) en regiones especificas del cerebro.
También comprobaron que existia una reduccion en los niveles de cor-
ticosterona inducidos por el estrés, lo que se vinculdé a una notable
disminucién en el comportamiento relacionado con la ansiedad vy la
depresion.
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Lo mas interesante fue que esta mejora soélo se apreciaba en in-
dividuos con el nervio vago intacto, sugiriendo que este desempefa un
papel crucial en cémo los probidticos y por ende la microbiota afecta al
comportamiento.

- Papel de la barrera intestinal

Ademas de las vias especificas descritas anteriormente, la fun-
cion de la barrera intestinal desempefia un papel importante en el eje
intestino-cerebro. Como ya hemos comentado la microbiota y la barrera
intestinal desempenan conjuntamente un papel clave en la homeosta-
sis y en la defensa del organismo contra los patégenos. Condiciones
de estrés prolongado, consumo de drogas o infecciones pueden al-
terar la composicion de la microbiota, interrumpiendo la integridad de
la barrera intestinal. Si se rompe esta linea de defensa, se produce un
aumento de la permeabilidad intestinal por lo que un gran nuimero de
sustancias inmunomoduladoras, como los lipopolisacaridos (LPS), pue-
den entonces introducirse en los tejidos. Esto conduce a menudo a una
inflamacion de bajo grado que se asocia con numerosas afecciones,
incluyendo enfermedades inflamatorias intestinales y diabetes mellitus.

Este tipo de afecciones suelen conllevar a menudo estados de
depresion, sugiriendo que podrian estar directamente vinculados a la
existencia de un “intestino permeable”. Por otra parte, situaciones re-
lacionadas con el estrés, como la ansiedad o ataques de panico, han
sido también directamente asociados con inflamacion intestinal de bajo
grado.
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6.- Y volvemos a mirar al cielo. La microbiota en el
espacio, ¢Un aspecto a controlar?

En los Ultimos anos parece que se ha producido un interés en re-
lanzar los programas de viajes espaciales. Esto hace que sea necesario
conocer cOmo se adaptaria la microbiota a este nuevo reto.

Un estudio publicado en el 2017 evalud la adaptacion y cambio
de la microbiota en un ecosistema que simulaba un viaje tripulado a
Marte (Mision Mars 500). Durante 520 dias el equipo compuesto por
seis hombres, permanecié confinado en un espacio que simulaba el in-
terior de una nave espacial y una pequena area de superficie marciana.

La tripulacion siguié la misma rutina que llevarian durante el viaje,
incluyendo maniobras de navegacion, experimentos cientificos, ejerci-
cio fisico, etc. Paralelamente, se recogieron muestras de aire y de di-
versas superficies para estudiar el microbioma ambiental y su evolucion
en el tiempo, comparandolas con las que se habian tomado antes de
empezar la simulacion, y seis meses después.

Tanto la abundancia como la composicion de las poblaciones
microbianas fluctuaban a lo largo del tiempo, con una tendencia hacia
una disminucion de la diversidad, y al establecimiento de comunidades
especificas en cada uno de los compartimentos reflejando el tipo de
actividad que se realizaba en ellos.

Por lo tanto, los datos mostraron que incluso en un habitat cerra-
do el microbioma es dinamico y se adapta a las condiciones de cada
micro-ambiente.

Ya hemos comentado que la salud intestinal afecta a muchas
funciones vitales, por lo tanto, el estudio de cdémo se comportan las
bacterias del intestino fuera de la érbita terrestre puede ofrecer también
informacion interesante.

En el mes de abril se publicd en la revista Science un articulo
que recoge como el vuelo espacial afecta al cuerpo humano mediante
comparacion de los datos de dos gemelos idénticos Mark & Scott Kelly.
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Mark proporcionaba la referencia para la observacion en la Tie-
rra, y Scott la prueba comparable en el espacio. De esta forma se pre-
tendia analizar los cambios bioldgicos, fisioldgicos incluso psiquicos
asociados con su larga estancia espacial (340 dias).

Se recolectaron muestras fecales antes, durante y después de
regresar a la Tierra, para estudiar si la composicién de las bacterias
habia cambiado durante este tiempo.

La proporciéon entre los dos grupos principales de bacterias del
microbioma de Scott Kelly experimentd un cambio pronunciado du-
rante los vuelos espaciales, de manera que el numero de Firmicutes
aumentd mientras que los Bacteroidetes disminuyeron, si bien la pro-
porcién volvio a la normalidad cuando regreso a la Tierra.

No se encontraron cambios en la biodiversidad de los microbios
intestinales y las diferencias en la poblacién de virus, bacterias y hon-
gos fueron similares a las que se describen en otros estudios hechos
con gemelos idénticos, que viven en la Tierra.

Con respecto a los otros parametros analizados Scott volvio a
la Tierra cinco centimetros mas alto que su hermano y con una mayor
longitud de sus teldmeros. Por lo tanto, la aventura espacial rejuvenecio
a Scott, pero no parecié afectar mucho a sus bacterias.

7.- El microbioma como agente terapéutico

El presente: El trasplante fecal

El objetivo del trasplante fecal es restaurar los microorganismos
del intestino a partir de la microbiota de un donante.

Es muy frecuente que tras un tratamiento con antibidticos las
bacterias intestinales se resientan alterandose su diversidad durante
cierto tiempo. Esto puede permitir que otras bacterias potencialmente
patégenas, como Clostridium difficile, se expandan produciendo una
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toxina que al danar el epitelio intestinal causa episodios de diarrea.

Algunas cepas de Clostridium difficile, como el tipo 027, son es-
pecialmente graves y el tratamiento suele consistir en la ingesta de an-
tibidticos, como la vancomicina. Sin embargo, en aproximadamente el
25% de los pacientes no es efectivo y se producen diarreas recurrentes.

Diferentes estudios han demostrado que el tratamiento con he-
ces de donantes sanos es mas efectivo (94%) para curar la infeccion
por Clostridium difficile que el uso de la vancomicina (28%).

En estos ensayos, se prepara una soluciéon con las heces de un
donante sano, que previamente han sido analizadas para que no con-
tengan parasitos, bacterias o virus patdgenos, asi como cualquier otro
tipo de patologia transmisible. Dentro de las 6 horas posteriores a su
obtencioén, la solucién se introduce a los pacientes mediante un tubo
nasoduodenal o colonoscopia.

El resultado suele ser optimo, observandose una gran eficacia
en el tratamiento de la infeccion recurrente por Clostridium difficile. Los
efectos secundarios son minimos y el analisis de la microbiota intestinal
de los pacientes después del trasplante es similar a la de los donantes.

En estos momentos ya existen bancos de heces en tres ciudades
espanolas y se esta trabajando en la obtencion de otras vias de admi-
nistracion.

Es tal la divulgacién actual de este tipo de terapia en la prensa 'y
redes sociales que como siempre ya hay quien recomiende preparar-
se su propio coctel fecal o bien guardar las heces congeladas con el
fin de usarlas para recolonizarnos si nos enfrentamos a un periodo de
enfermedad.
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El futuro: Manipular los microorganismos de nuestro micro-
bioma para usarlos como ayudantes terapéuticos

Sabemos que una microbiota sana es sinbnimo de buena salud,
por ello intentamos mantenerla con alimentos probidticos, prebidticos o
simbidticos, cada vez mas sofisticados y mejor disefiados.

Sin embargo, manipular la microbiota es muy complicado al ser
un consorcio con millones de interacciones entre los propios microor-
ganismos y nuestras células.

Una de las bacterias mas abundantes en el intestino es el género
Bacteroides, por lo que podia ser un buen candidato a la modificacion,
pero hasta ahora no se habian desarrollado herramientas que lo permi-
tieran ya que los promotores que regulan la expresion de los genes de
Bacteroides son diferentes a los de otras bacterias, lo que hacia que
muchos vectores de expresion no funcionaran.

Recientemente Whitaker y col. han desarrollado una construc-
cion genética que integran en el genoma de Bacteroides y que permite
a la bacteria sintetizar grandes cantidades de una nueva proteina “in
vivo” sin afectar su estabilidad y viabilidad, por lo que sigue siendo ca-
paz de colonizar el intestino.

Para comprobarlo, los investigadores introdujeron esa construc-
cién genética en seis especies distintas de Bacteroides, de manera que
en cada una de ellas se producia una proteina fluorescente diferente, lo
que permitia posteriormente diferenciarlas.

Infectaron ratones de laboratorio con una mezcla de las bacte-
rias marcadas, y al cabo de unos dias, comprobaron que todas habian
colonizado el intestino y se podian distinguir individualmente segun su
fluorescencia (Fig. 10).
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10. Deteccion simultanea in vivo de seis especies de Bacteroides. Imagen: Whitaker et al., Cell (2017)
169: 538

Mas alla del sondeo de la ecologia intestinal, la importancia del
trabajo radica en que la capacidad de disefiar comensales intestinales
crea una via para desarrollar nuevas modalidades de diagndéstico y de
terapias celulares.

En este sentido abunda otro trabajo, en el que los investigadores
idearon una estrategia para construir un vector genético que permitiera
controlar la expresion de un gen en Bacteroides mediante el empleo de
un inductor sintético (anhidrotetraciclina). Asi, en ausencia del inductor
la expresion del gen se reprime totalmente, mientras que la adicion del
mismo rapidamente activa el gen que conduce, en este caso, a la sin-
tesis de una proteina fluorescente.

Para comprobar que el sistema funcionaba in vivo, anadieron
Bacteroides modificados con el vector a un grupo de ratones. Poste-
riormente, evaluaron la presencia de las bacterias en el intestino y en
las heces del ratdn, y vieron que solo eran fluorescentes cuando a los
ratones se les habia dado el inductor en el agua de bebida, desapare-
ciendo a los tres dias de retirarlo (Fig. 11).
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Bacteroides
N También  confirmaron

Engineered Bacteroides que la presencia de la bacte-
o ria modificada no afectaba al
resto de la microbiota normal
del raton y que funcionaba
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11. Expresion de un gen en Bacteroides mediante el empleo de un te terapeutico o una enzima

inductor administrado al buésped. imagen: Lim etal, Cell (2017) 169: 547 concreta bajo demanda in

vivo de manera que en el mo-

mento en que se ingiera el inductor, el Bacteroides modificado expresa-
ria el gen vy liberaria la molécula adecuada.

El sueno: El Microbioma como herramienta para rejuvenecer
y alargar nuestra esperanza de vida

Hasta ahora, se desconoce si manipular la composicion intestinal
podria afectar el proceso de envejecimiento, pero ¢podria el cambio
de una microbiota adulta por otra mas joven conseguir que se alargara
nuestra esperanza de vida?

Estudios realizados con animales de vida corta como el pez Killi
turquesa (Nothobranchius furzeri) (solo vive unos pocos meses en cau-
tividad), se han empleado como base para investigar la influencia de un
cambio de microbiota en el proceso de envejecimiento.

Los peces turquesa tienen una microbiota intestinal compleja y
al igual que en el ser humano la diversidad disminuye conforme en-
vejecen, de manera que el intestino de los jovenes es mas rico en los
grupos Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacteria, mientras que en los
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adultos predominan las Proteobacterias.

El experimento se basd en recolonizar el intestino de los peces
adultos con bacterias de donantes jovenes y ver su influencia en la ca-
lidad y duracién de su vida.

Para ello inicialmente se trataron a los adultos con un coctel de
antibidticos para reducir su microbiota y favorecer la colonizacion.

Los resultados demostraron que el trasplante de microbiota au-
mentaba de forma significativa la esperanza de vida de los peces adul-
tos alargandose de 20 a las 30 semanas.

Ademas, los peces trasplantados seguian siendo mas activos y
se retrasaban algunos efectos tipicos de la edad adulta. Se previno de
forma duradera la disminucién de la diversidad microbiana, lo que se
asocio al mantenimiento de un sistema inmune saludable, con efectos
anti inflamatorios sobre el animal.
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12. Hipotético modelo de microbiota ideal. (Imagen: Lloyd-Price et al., Genome Med. (2016) 8: 51)
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Estos resultados sugieren que quizas en un futuro, el control de
la composicion de los microbios del intestino podria mejorar la salud
y aumentar la esperanza de vida de los seres humanos manteniendo
unas condiciones mentales y fisicas adecuadas.

En cualquier caso, aun queda mucho por investigar hasta que
consigamos determinar cual es la microbiota considerada idealmente
perfecta (Fig. 12).

Muchas gracias a todos por su atencion
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