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1. Introduccién al Microbioma/Microbiota

En los tltimos afios, hemos sido testigos de un cambio de paradigma en el estudio
de la salud humana con el descubrimiento del microbioma.

Los grandes estudios del microbioma comenzaron en 2008, con el Human Mi-
crobiome Project, o su homodlogo europeo, el MetaHIT Project, unos afios més
tarde. Son proyectos parecidos a la secuenciaciéon del genoma humano realizada
en el Proyecto Genoma Humano en 2001. La revista Nature, en 2010, dedic6 su
portada a la investigacion del microbioma, en concreto a un estudio sobre el
metagenoma del intestino de 125 individuos, entre ellos un grupo de espafioles.
En este estudio, se descubrieron més de 3 millones de genes procedentes de bac-
terias intestinales, lo que representa unas 20.000 funciones. En 2020 se publicé
un articulo en la revista Forbes en el que se destacaba la importancia que habia
adquirido el microbioma en los tltimos diez afios. Un término que, hace poco
mads de una década, solo conocian los cientificos especializados, hoy nos resulta
muy familiar. No es extrafio encontrar referencias al microbioma en anuncios
publicitarios de productos alimentarios, geles o cremas corporales.

Pero, ;realmente sabemos qué es el microbioma? ;Por qué a veces se habla de
microbioma y otras de microbiota? ;En qué se diferencian? ;Qué papel juega en
la salud? A lo largo de esta ponencia, intentaré dar respuesta a estas preguntas.

Estrictamente hablando el término microbiota hace referencia al conjunto de
microorganismos —bacterias, hongos, arqueas, virus y pardsitos— que residen en
nuestro cuerpo. Elmicrobioma (-bioma, comunidad), en cambio, hace referencia
a la coleccién de genes que estos microorganismos aportan en un determinado
nicho biolégico o ecosistema concreto. Por tanto, el microbioma humano seria
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el conjunto de microorganismos (y sus genes), mientras que la microbiota solo
haria referencia a los microorganismos, y dentro de ellos, principalmente a las
bacterias, por ser los mas abundantes.

Desde el momento del nacimiento existe una relacién de simbiosis entre la mi-
crobiota y nuestras células que evoluciona con el tiempo y se adapta a los cam-
bios y necesidades de cada momento. Las comunidades microbianas con las que
convivimos varian a lo largo de las diferentes regiones anatémicas de nuestro
cuerpo, como la piel, el tracto digestivo, los pulmones, las vias respiratorias o las
genitourinarias (Figura 1). Esas variaciones se deben alas caracteristicas particu-
lares de cada nicho, tales como la humedad, el pH o la temperatura. La mayoria
de estas bacterias se establecen como poblaciones permanentes manteniendo un
importante didlogo con el sistema inmunolégico y con funciones homeostaticas
que condicionan nuestra salud.

El estudio del ecosistema microbiano es un campo de rdpido avance cientifico,
y conocer el niimero de microorganismos ha sido un tema no exento de debate.
Antiguamente, se creia que en nuestro organismo cohabitaban diez bacterias por
cada célula humana, pero calculos mas recientes muestran que la proporciéon
de bacterias: células humanas es de 1:1. Es decir, en una persona de referencia
de unos 70kg de peso, se estima que hay aproximadamente el mismo ntmero
de bacterias que de células humanas, situdndose esta cifra alrededor de los 10
billones (3,8x10" bacterias y 3x10" células humanas).

Debido ala gran cantidad de bacterias presentes en el huésped, la microbiota se
considera como un superorganismo y no es de extrafiar que desempefie un papel
fundamental en la homeostasis de nuestra salud.

La diversidad del microbioma es dependiente del individuo. Esto podria hacer del
microbioma una herramienta poderosa en la medicina personalizada, donde las
decisiones de atencién médica podrian basarse en la diversidad del microbioma
en lugar del genoma del huésped.
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Figura 1. Principales ecosistemas microbianos del organismo. Composicién detallada a

nivel de filos.

Tanto la variabilidad individual como las particularidades temporales hacen di-
ficil definir qué es una microbiota “normal o beneficiosa”, pero en general se
considera que es mds saludable cuanto mayor sea su diversidad y equilibrio entre
las especies. Otros parametros relacionados con la microbiota saludable incluyen
la capacidad de producir 4dcidos grasos de cadena corta (AGCC, o SCFAs, por sus
siglas en inglés) y el mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial.

Cuando se produce un desequilibrio en la composicién de la microbiota (proceso
denominado disbiosis), aumenta la probabilidad de trastornos y/o enfermedades
en el huésped. Existen estudios que relacionan desequilibrios en la microbiota
con enfermedades géstricas, como enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa;
diabetes; obesidad; enfermedades del sistema nervioso central, como el autismo
o la depresion; y enfermedades alérgicas, tales como el asma, la rinitis alérgica,
la dermatitis at6pica y la alergia alimentaria.
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1.1. Microbioma y Alergia

El papel del microbioma en los mecanismos moleculares de las enfermedades
alérgicas se ha vuelto muy relevante en los tltimos afios. Cada vez mas estudios
sugieren que una composicion alterada de la microbiota puede resultar en una
alteracion local y sistémica de la respuesta inmunoldgica a alérgenos especificos.
En este sentido, se ha establecido un vinculo entre la microbiota pulmonar y la
alergia respiratoria, la microbiota cutdnea y el desarrollo de dermatitis at6pica,
y la microbiota intestinal y la alergia alimentaria.

Piel

# Staphylococcus (S. aureus)
# Streptococcus,
Propionibacterium,

Acinetobacter A

Tracto respiratorio y pulmones

& Haemophilus, Neisseria, Moraxella,
Streptococcus, Staphylococcus

¥ Lactobacillus

Intestino
# Clostridium (C. difficile), Enterococcus,
Klebsiella, Enterobacter
¥ Lactobacillus, Bifidobacterium,
Faecalibacterium, Akkermansia,
Staphylococcus

Bacteroides

Figura 2. Cambios en el microbioma relacionados con el riesgo de asma, rinitis alérgica,
dermatitis at6pica y alergia alimentaria. La presencia o abundancia aumentada de ciertos
géneros y especies bacterianas se ha vinculado con un mayor riesgo de desarrollar enferme-
dades alérgicas (flecha roja apuntando hacia arriba) o con un efecto protector (flecha verde

apuntando hacia abajo).

Por ejemplo, la disbiosis en la piel con una mayor colonizacién por Staphylococ-
cus aureus se ha relacionado con la aparicién de dermatitis at6pica, mientras
que el aumento de Cutibacteriumy Corynebacterium es una consecuencia del
tratamiento con dupilumab y se correlaciona con una mejora en el eccema. En
las vias respiratorias, niveles mds altos de Moraxella catarrhalis, Haemophilus
influenzaey Streptococcus pneumoniae se han vinculado con sibilancias en lac-
tantes. En cuanto al intestino, una mayor proporcién de Clostridium difficile en
comparacion con Bifidobacterium se ha asociado con mayores tasas de alergia
alimentaria. Todos estos cambios en la microbiota residente de la piel, el tracto
respiratorio y pulmones, asi como la piel, estan reflejados en la Figura 2.
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2. Microbiota intestinal

De entre todos los ecosistemas microbianos del organismo, el més complejo, di-
verso y numeroso es el asociado al aparato digestivo, particularmente en su parte
final, es decir a nivel del intestino grueso, donde la densidad de microorganismos
es la mayor de todo el cuerpo. Se estima que, en el tramo comprendido entre el
colon y el apéndice, el nimero de bacterias bascula entre 10°y 10" por gramo de
contenido luminal. Dicho de otra forma, 1g de heces humanas puede albergar
entre 10.000 y 100.000 millones de bacterias, aproximadamente. Por ello (y por su
facil recoleccion) las heces se consideran la muestra biolégica de eleccién para
los estudios de microbiota.

Al conjunto de estos microorganismos presentes en el intestino se le conoce
como microbiota intestinal, y estd formada por miles de especies bacterianas,
de las cuales el 60% no se pueden cultivar. Las tecnologias de secuenciacién de
alto rendimiento, junto con el desarrollo de la bioinformaética y el big data, han
permitido describir las principales comunidades microbianas que habitan en el
intestino y sus contribuciones funcionales a la salud del huésped. E1 90% del total
de bacterias presentes en el intestino pertenece a dos grandes filos: Bacteroidetes
y Firmicutes. Dado que es fundamental mantener las proporciones de bacterias
en equilibrio, se ha establecido la relacién Firmicutes/Bacteroidetes como un pa-
radmetro para evaluar el equilibrio de la microbiota intestinal y su funcionalidad.

2.1. Colonizacion temprana e influencia materna

Antiguamente, se pensaba que la colonizacién de la microbiota intestinal co-
menzaba inmediatamente después del nacimiento; sin embargo, en los tltimos
anos se ha demostrado que comienza ya en el tGtero. Se cree que el 70% de la
colonizacién primaria de la microbiota intestinal es de origen materno, mientras
que el 30% restante viene determinado por la dieta y/o factores ambientales.
Los primeros 1000 dias de vida, cuando el cuerpo se enfrenta por primera vez
a factores externos, son criticos para el desarrollo de la microbiota intestinal.
Ademads, el desarrollo de la microbiota intestinal en los primeros afios de vida
estd correlacionado con el desarrollo y la maduracién del intestino y del sistema
inmunolégico y esta asociada con una menor incidencia de enfermedades auto-
inmunes, diabetes tipo I y Il y enfermedades alérgicas (incluido el asma).
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La colonizacion primaria del intestino del bebé y la diversificacién gradual hacia
ecosistemas mads estables, son importantes factores en el establecimiento de las
interacciones simbiéticas entre las células del huésped y los microorganismos,
que marcaran la susceptibilidad a padecer trastornos y enfermedades en el futuro.

La transmisién longitudinal de la microbiota de la madre a su descendencia ocurre
en tres momentos muy concretos:

1.

En el ttero, durante las etapas finales de la gestacion. Se han observado bacte-
rias intestinales procedentes de la madre en el meconio de los recién nacidos.

Contintia durante el parto, existiendo diferencias en la colonizacién en fun-
cion del tipo de parto. Los bebés nacidos por via vaginal son colonizados
principalmente por bacterias vaginales de la madre, a través del contacto
con el canal del parto. En cambio, en los bebés nacidos por cesdrea, el primer
contacto que reciben es con el entorno hospitalario, por lo que la coloniza-
cién inicial viene dominada por bacterias de la piel del personal sanitario. Se
sabe que los bebés nacidos por cesdrea tienen un 20% menos de diversidad
bacteriana en sus primeras semanas de vida, y varios estudios han mostra-
do que estos ninos presentan un mayor riesgo de desarrollar enfermedades
inflamatorias en el futuro. Con el fin de restaurar parcialmente la microbiota
que los bebés adquirirfan en un parto vaginal, surge la inoculacién vaginal
o vaginal seeding, por la que se limpia a los bebés nacidos por cesdrea con
una gasa impregnada de microbiota vaginal materna. Aunque los resultados
parecen prometedores, se necesitan més estudios que confirmen sus bene-
ficios a largo plazo y aseguren su seguridad.

Finalmente, durante la lactancia materna. Aqui la transferencia se produce
gracias células de su sistema inmunitario (células dendriticas y macréfagos),
que seleccionan y vehiculizan bacterias del intestino hacia los ganglios lin-
faticos mesentéricos y de ahi a la gldindula mamaria para incorporarse a la
leche materna, y finalmente al intestino del bebé (ruta entero-mamaria, Fi-
gura 3). De esta manera se enriquece la microbiota de la leche con bacterias
intestinales de la madre. Ademads, la leche materna tiene una composicién
rica en oligosacdridos, los denominados oligosacdridos de la leche humana
(delinglés, Human Milk Oligosacharides o HMOs), que no pueden ser digeri-
dos por el intestino del bebé, pero que son metabolizados por la microbiota
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intestinal. Los estudios han demostrado que los nifios alimentados con leche
materna tienen una microbiota mds rica en Bifidobacteriumy Lactobacillus,
bacterias que estdn asociadas con una mayor tolerancia inmunolégica. En
comparacion, los nifios alimentados con leche de férmula presentan una
microbiota menos diversa, con un predominio de bacterias como Clostri-
dium difficile y Enterobacteriaceae, 1o que puede tener efectos metabdlicos
adversos a la largo plazo.

El momento del destete también influye de manera significativa en la com-
posicién de la microbiota intestinal, ya que durante los primeros 2-3 afios de
vida, la introduccién de alimentos s6lidos produce un cambio en la microbiota
intestinal, aumentando la diversidad bacteriana. A partir de los 3 afos, cuando
los alimentos sélidos ya estan bien establecidos en la dieta, la microbiota in-
testinal se considera madura (su composicion se asemeja a la de un adulto) y
puede permanecer mdas o menos estable. Sin embargo, puede variar a lo largo
delavida, debido a factores asociados al huésped, como la edad, la dieta, el uso
de antibidticos, el estilo de vida y las condiciones ambientales, afectando a su
composicién y funcionalidad.

Breast skin
microbiota

Entero-mammary
pathway?

T —

Mammary gland
Mamma land = _ Infant oral

. &< microbiota

Mammary
gland
epithelium

Milk
> va' o Microbiota

Maternal gut

Mammary .
microbiota y
’ ! jJ
J
7~ % X
Infant gut

Figura 3. Ruta entero-mamaria por la que la leche materna es enriquecida con bacterias
intestinales de la madre.
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Con objeto de entender como se desarrolla el microbioma intestinal desde la
infanciay c6mo los factores maternos influyen en este proceso, nuestro grupo de
investigacion, realiz6 un estudio intergeneracional sobre una cohorte de 200 indi-
viduos, en colaboracion con el Hospital Nifio Jesus y Hospital Gregorio Maranén
de Madrid. Este estudio pionero consisti6 en el anélisis de muestras fecales de
bebes (de 1 a 12 meses), sus madres y abuelas, mediante un enfoque multi-6mico.

Los resultados del estudio, publicado recientemente en la revista Nature Com-
munications, pusieron de manifiesto que los lactantes difieren enormemente de
sus mayores en cuanto a poblaciones bacterianas, funcién y metaboloma (enten-
dido por el conjunto de metabolitos presentes en una muestra en un momento
concreto). En términos generales, los lactantes tienen una microbiota menos
diversa que los adultos y presentan diferencias en varias clases de metabolitos,
como los 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) y acidos grasos de cadena rami-
ficada (BCFAs, del inglés Branched Chain Fatty Acids), que se asocian a cambios
en las poblaciones bacterianas. El enfoque multi-6mico de este estudio, que in-
tegr6 datos de metabolémica y de metagendémica, proporciona una plataforma
robusta para entender la complejidad de las interacciones huésped-microbioma
y su impacto en la salud humana a lo largo de la vida. No obstante, se necesitan
mas investigaciones que exploren la aplicabilidad de estos hallazgos en cohortes
humanas mas diversas y examinen co6mo otros factores, como la genética y el
entorno, influyen en el desarrollo del microbioma.

2.2. Influencia en otros 6érganos

Los cambios en las comunidades bacterianas del intestino pueden influir en el
inicio de enfermedades en 6rganos distantes, como los pulmones, la piel e in-
cluso el sistema nervioso central, como se ha demostrado en experimentos con
modelos animales que involucraban la transferencia de microbiota disbi6tica.
Este “didlogo” entre la microbiota intestinal y 6rganos distantes ha sido bien es-
tudiado, lo que hallevado a los conceptos de eje intestino-pulmdn, eje intestino-
piely eje intestino-cerebro, respectivamente. En estas interacciones, se observan
efectos beneficiosos a través de la presencia de AGCC, como el propionato, el
butirato y el acetato, que son productos finales de la fermentacion de la fibra
dietética por bacterias comensales del intestino y que pueden llegar a 6rganos
distantes y ejercer un efecto positivo sobre el sistema inmunolégico. Por ejemplo,
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se ha demostrado que el acetato, producido por miembros de la familia Lachnos-
piraceaeen el intestino, prepara el sistema inmunolégico innato pulmonar. Tam-
bién se ha descrito que cambios en la composicién de las bacterias intestinales
pueden alterar la funcién de barrera de la piel, lo que resulta en un mayor riesgo
de desarrollar enfermedades cutdneas, como la dermatitis at6pica. En ratones
libres de patégenos, la maduracién defectuosa de la microglia, que son las células
de la defensa del cerebro, se restituia al aplicar un coctel de propionato, butirato
y acetato en el agua de los ratones. En el eje intestino-cerebro, los metabolitos
bacterianos actiian como neurotransmisores a través del nervio vago. Ademas
de las enfermedades cldsicamente asociadas con alteraciones en la microbiota,
se considera que juega un papel importante en patologias que afectan al sistema
nervioso central, como el autismo, la ansiedad o la depresion.

3. Interaccion entre la microbiota y los mecanismos
inmunoldgicos de la respuesta alérgica

La alergia es considerada, segin datos de la Organizacién mundial de la salud
(OMS) como la cuarta enfermedad crénica del mundo. La prevalencia de en-
fermedades crénicas inflamatorias ha aumentado drasticamente en los tltimos
50 anos. En nuestro pafis, segin datos de la Sociedad Espafiola de Inmunologia
Clinica, Alergologia y Asma Pedidtrica (SEICAP), el nimero de nifios con alergia
aumenta un 2% cada ano y se estima que en unas décadas el porcentaje de ninos
con alergia en los paises desarrollados alcanzara el 50%.

Una de las principales causas de dicho aumento son los cambios en la exposi-
cién a microorganismos en edades tempranas. A finales de los 80 el Dr. Strachan
propuso lo que se conoce como la “teoria de la higiene”, por la que cambios en
el ambiente o en la dieta pueden producir disbiosis del microbioma de la piel, el
intestino o los pulmones induciendo cambios cualitativos y cuantitativos en la
composicion y actividad metabdlica. Mds recientemente, estudios a gran escala,
(PARSIFAL y GABRIELA) ponen de manifiesto la existencia de una asociacion
entre la exposicion precoz a situaciones con elevada carga bacteriana, propia de
entornos rurales o granjas, y la disminucién del desarrollo de asma y alergias.
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En las tltimas décadas se ha avanzado notablemente en el conocimiento de los
procesos moleculares implicados en la patologia alérgica, no obstante, queda
mucho por recorrer y la etiologia de la alergia sigue sin estar claramente definida.

Se sabe que es necesario que concurran varios factores para que el desarrollo de
las enfermedades alérgicas se produzca. Por un lado, una predisposicién genéti-
ca, y asi se han encontrado multiples genes asociados a enfermedades alérgicas,
transmitidos de padres a hijos. Hay que tener en cuenta también el efecto directo
delos factores ambientales que han ido modificandose con el tiempo en nuestro
mundo industrializado, tales como, la dieta, el ejercicio fisico, el estrés, etc. Estos
estdn intimamente relacionados con los mecanismos epigenéticos, por los que se
producen modificaciones quimicas del genoma a lo largo de los afios, que afecten
ala expresion de los genes, y que resultan heredables. También existen alteracio-
nes inmunoldgicas en el recién nacido que afectan a la adquisicion de tolerancia.
En este sentido se ha visto que la microbiota intestinal juega un papel muy im-
portante, en la adquisicién de inmunotolerancia oral a antigenos alimentarios.

El desarrollo de la microbiota intestinal durante los primeros afios de vida se
correlaciona con el desarrollo y la maduracién de los sistemas inmunolégico y
gastrointestinal, como ya hemos mencionado anteriormente. Ademads, la mayor
fuente de estimulacion del sistema inmunitario se encuentra en las superficies
mucosas del organismo, en contacto con el exterior. En concreto, en la mucosa
intestinal se encuentran alrededor del 70-80% del total de células inmunitarias
del organismo, cuya principal funcién es ayudar a mantener la homeostasis y
la integridad de la barrera epitelial. Ambos aspectos resultan cruciales para el
desarrollo de la tolerancia inmunolégica a los alimentos y evitar la anidacién e
invasion de patégenos.

Para preservar el equilibrio funcional de la mucosa intestinal, la interaccion entre
el huésped y su microbiota resulta crucial (Figura 4). Esta interacciéon estd media-
da principalmente por los metabolitos producidos por la microbiota, como los
AGCC, los acidos biliares secundarios y otros productos microbianos derivados
de la fermentacién de la fibra dietética. Los metabolitos son reconocidos por las
células presentadoras de antigenos de la ldmina propia (células dendriticas y
macro6fagos), que estimulan a otras células del sistema inmunitario, como linfo-
citos o células T reguladoras (Tregs) y linfocitos o células T colaboradores (Th, del
inglés T helper), que a su vez estimulan a los linfocitos B, que al activarse se con-
vierten en células plasmadticas productoras de inmunoglobulina A (IgA), principal
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anticuerpo presente en las mucosas de todo el cuerpo. Las células T reguladoras
(Tregs) son responsables en gran medida de la induccién y el mantenimiento de
la tolerancia oral a antigenos alimentarios (y por tanto las responsables de que
nuestro organismo no reaccione frente a los alimentos que tomamos). Estudios
en ratones libres de microorganismos (germ-free mice) confirman que la toleran-
cia a antigenos alimentarios no se produce en ausencia de microbiota intestinal.
La cantidad de linfocitos Treg en la mucosa parece estar vinculada a la presencia
de géneros especificos de bacterias en la microbiota intestinal.

===
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Figura 4. Red de Tolerancia Inmunolégica en la mucosa intestinal. Los principales compo-
nentes de la red de tolerancia inmunolégica en la mucosa intestinal son: microbiota intesti-
nal y sus metabolitos (AGCC); factores alimentarios; barrera epitelial; células presentadoras de
antigenos (células dendriticas y macréfagos); células T regs; células Th; linfocitos B y células
plasmaticas; IgA.
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La funcién principal de la IgA es proteger las superficies corporales de pat6genos
al neutralizarlos antes de que puedan penetrar en los tejidos subyacentes. Niveles
bajos de IgA en la barrera gastrointestinal se asocian con la aparicion de alergia
alimentaria. Asi mismo, los AGCC también influyen en la integridad de la barrera
intestinal, evitando su permeabilidad y que patégenos y toxinas la atraviesen y
provoquen reacciones inflamatorias en la mucosa.

También a nivel paracrino (local), pueden estimular a las células enterocromafi-
nes del intestino para producir serotonina, que es la hormona que regula, entre
otras cosas, el estado de dnimo.

La interaccién microbiota-sistema inmune también se ve afectada por otros fac-
tores, como los acidos biliares secundarios producidos por las bacterias intestina-
les. Los acidos biliares, cuya principal funcién es facilitar la absorcion de lipidos y
vitaminas liposolubles en el intestino, pueden tener un papel importante a nivel
local, ya que influyen en la diferenciacion de células inmunitarias, incluyendo las
células T regs y células Th, por lo que tienen un gran potencial como un posible
mecanismo y opcidn terapéutica en alergias.

Un desequilibrio en la composicién de la microbiota, puede interrumpir el pro-
ceso de regulacion inmunoldégica, fallar la red de tolerancia (Figura 4) y favorecer
la sensibilizacion a los antigenos alimentarios, pudiendo desembocar en alergia
alimentaria. A pesar de los avances en este campo, todavia se desconoce si el
desequilibrio de la microbiota intestinal desencadena la enfermedad o, por el
contrario, si es la enfermedad en si la que altera las poblaciones bacterianas y
su funcionalidad. Nosotros con nuestros estudios en el campo de la alergia a las
proteinas de la lecha y su relacién con la microbiota intestinal, no hemos sido
capaces todavia de llegar a conclusiones consistentes en este sentido y seguimos
preguntdndonos, “;qué fue antes el huevo o la gallina?”.

Las consideraciones futuras a tener en cuenta en los estudios de microbiota y aler-
gia incluyen explorar si la microbiota puede verse como un biomarcador de alergia,
aumentar los estudios de transferencia longitudinal para determinar si existe una
firma disbidtica capaz de predecir el desarrollo de alergias, asi como investigar si
la disbiosis es causa o consecuencia de la inflamacion alérgica. Ademads, ensayos
de intervencién utilizando la microbiota como diana terapéutica. Para todo ello,
los avances significativos en las técnicas de andlisis de la microbiota logrados en
las dltimas décadas son esenciales.
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4. Principales técnicas para el estudio de la microbiota

Existe la necesidad de integrar multiples enfoques para explorar y comprender
las enfermedades multifactoriales, incluidas las enfermedades alérgicas. Para el
andlisis y comprensién de la microbiota, las 6micas son las técnicas de elecciéon
ya que nos permiten obtener una imagen més completa del microbioma de la que
se conseguia cultivando las bacterias en el laboratorio. Dentro de ellas la gen6mi-
ca y la metabolémica resultan las mds utilizadas en los estudios de microbiota.
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Figura 5. Principales técnicas 6micas: genémica, transcriptémica, proteémica y metabolémica.

Enlagenémica, que se encarga del estudio de los genes, el desarrollo de tecnologias
de secuenciacién masiva, como las técnicas de secuenciacion de tltima generacién
(del inglés, Next Generation Sequencing o NGS) ha sido imprescindible para avan-
zar en el estudio de la microbiota. La NGS ha facilitado el anélisis masivo de ADN,
permitiendo secuenciar millones de fragmentos en paralelo, y por tanto facilitando
el estudio de comunidades microbianas complejas, como la microbiota intestinal.

Existen diferentes tipos de secuenciacién de ADN que se utilizan para la investi-
gacion del microbioma, las més establecidas y con menos limitaciones técnicas

hoy en dia son:

1. Secuenciacion del gen del ARN ribosémico 16S (16S rRNA): Esta técnica
se utiliza para identificar la diversidad bacteriana en una muestra. El gen
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16S rRNA, que esté presente en todas las bacterias, tiene regiones que son
altamente conservadas (idénticas en muchas especies) y otras que son hi-
pervariables, lo que permite diferenciar entre distintas especies bacterianas
sin necesidad de cultivarlas. La investigacién sobre este gen en una muestra
biolégica intenta responder a la pregunta “;Quién estd ahi?”. Asi, esta tecnolo-
gia se ha convertido en el método mas utilizado para identificar las bacterias
que componen los ecosistemas microbianos.

2. Metagen6mica shotgun: Mientras que la secuenciacién del gen 16S rRNA
solo nos da informacién sobre qué bacterias estdn presentes, la metageno6-
mica shotgun nos permite conocer, qué estan haciendo esas bacterias. Esta
técnica puede utilizarse para responder a la pregunta “;Qué podria estar ocu-
rriendo aqui?”. Ademas, al secuenciar todo el ADN presente en la muestra
de manera aleatoria, nos da una visién mas amplia no solo de las bacterias,
sino también de los virus, hongos y otros microorganismos que forman parte
del microbioma. Gracias a esta tecnologia, podemos identificar genes espe-
cificos de los microorganismos y sus posibles funciones, lo que nos ayuda a
comprender mejor su rol en el ecosistema humano.

Otra técnica que complementa el estudio de la microbiota es la metabolémica,
que se centra en analizar los metabolitos, es decir, los productos que generan los
microorganismos a partir de sus procesos metabdlicos. A través de esta técnica,
podemos detectar los compuestos quimicos que se producen en el cuerpo como
resultado de la actividad de la microbiota. Esto es fundamental para entender
c6mo los microorganismos influyen en el funcionamiento del cuerpo y en la regu-
lacién del sistema inmunoldgico, y cémo una alteracién en la microbiota podria
contribuir al desarrollo de enfermedades. La metabolémica se ha utilizado para
revelar y confirmar nuevas vias y para identificar nuevos biomarcadores poten-
ciales para el diagnoéstico y el pronéstico.

El desarrollo de tecnologias de alto rendimiento, como las aqui descritas, ha
sido determinante en el estudio de la microbiota intestinal, siendo la genémica
y la metabolémica las més utilizadas. Sin embrago, para el estudio de la micro-
biota “en la salud y en la enfermedad”, ademads de entender su composicién y
su funcién, necesitamos identificar los factores que influyen en su equilibrio y
diversidad a lo largo de la vida para poder establecer estudios y estrategias de
intervencion adecuadas.
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5. Factores que afectan a la microbiota intestinal

Factores asociados al huésped tales como la dieta, el estado de salud o el estilo de
vida, pueden alterar la microbiota y favorecer el desarrollo de disbiosis y, con ello
enfermedades. A continuacidn, analizaremos en detalle los principales factores
que afectan a la microbiota intestinal y su influencia en el estado de salud.

1. Dieta:Laalimentacion es uno de los principales moduladores de la microbio-
ta intestinal. Los nutrientes que ingerimos no solo nutren a nuestro cuerpo,
sino también a los microorganismos que habitan en nuestro intestino. Una
dieta rica en fibra y alimentos de origen vegetal promueve el crecimiento de
bacterias beneficiosas, como Bifidobacteriumy Lactobacillus, que produ-
cen metabolitos antiinflamatorios como los acidos grasos de cadena corta
(AGCCQC). En cambio, una dieta rica en grasas saturadas, azticares y alimentos
ultraprocesados favorece el crecimiento de bacterias asociadas a la inflama-
cién, como Firmicutes, y reduce la diversidad de la microbiota, lo que puede
predisponer a la aparicién de enfermedades metabdlicas y alérgicas.

2. Uso de antibiéticos: Los antibiéticos, aunque son esenciales para el trata-
miento de infecciones bacterianas, tienen un impacto devastador sobre la
microbiota intestinal. Estos farmacos no solo eliminan las bacterias pat6-
genas, sino también muchas de las bacterias beneficiosas que habitan en
nuestro intestino. El uso repetido o prolongado de antibiéticos puede causar
disbiosis, reduciendo la diversidad bacteriana y favoreciendo la colonizacién
por bacterias oportunistas, como Clostridium difficile y la proliferacion de
bacterias resistentes. Ademas, se ha observado que la exposicién a antibi6-
ticos en los primeros afios de vida esta asociada con un mayor riesgo de
desarrollar alergias y otras enfermedades relacionadas con el sistema inmu-
nolégico. Esto no solo afectala microbiota intestinal, sino también la cutdnea
y respiratoria, alterando las barreras naturales del cuerpo contra patégenos
y aumentando la susceptibilidad a enfermedades alérgicas como el asmay
la dermatitis atépica.

3. Estilo de vida: El estilo de vida actual, caracterizado por altos niveles de es-
trés y falta de ejercicio fisico, tiene un impacto negativo sobre la microbiota
intestinal. El estrés, en particular, afecta el eje intestino-cerebro, lo que puede
alterar la composicién de la microbiota y aumentar la permeabilidad intes-
tinal, favoreciendo la translocacién de bacterias pat6genasy el desarrollo de
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procesos inflamatorios. Por otro lado, el ejercicio fisico regular se ha asociado
con una mayor diversidad bacteriana y una mayor produccion de AGCC, lo
que refuerza la barrera intestinal y reduce el riesgo de disbiosis.

Factores ambientales: La exposicion a diferentes entornos, la interacciéon
con animales, el nimero de personas con las que convivimos en el hogar, y
la creciente exposicidon a contaminantes, también influyen en la microbiota
intestinal. Las personas que viven en dreas rurales o que estdn en contacto
regular con la naturaleza suelen tener una microbiota mds diversa que las
personas que viven en dreas urbanas. Del mismo modo, la interaccién con
animales de compaiiia o el nimero de hermanos supone una exposicion
a una mayor diversidad microbiana, lo cual puede tener un efecto pro-
tector. La falta de contacto con la biodiversidad natural en las ciudades,
combinada con una mayor exposicidon a contaminantes, puede reducir la
diversidad microbiana y favorecer la apariciéon de enfermedades alérgicas
y autoinmunes.

Factores genéticos: Aunque la microbiota estd fuertemente influenciada por
factores ambientales, la genética del huésped también desempena un papel
importante en su composicion y funcionamiento. Estudios recientes han de-
mostrado que algunos genes humanos estdn implicados en la seleccién de
ciertos microorganismos que habitan en el intestino, lo que sugiere que la
interaccion entre la genética y la microbiota es un proceso bidireccional que
afecta tanto al huésped como a los microorganismos.

Estado de salud: La presencia de enfermedades crénicas como la obesidad,
la diabetes y las enfermedades inflamatorias del intestino se relaciona con
alteraciones en la microbiota. Estas condiciones pueden fomentar un perfil
microbiano inflamatorio, perpetuando la disbiosis y exacerbando la infla-
macion sistémica, lo que puede agravar ciertas enfermedades, incluidas
las alergias.

Mantener una microbiota equilibrada es clave para preservar la salud, y la com-
prension de estos factores es esencial para desarrollar estrategias de intervencion
personalizadas que permitan prevenir o tratar enfermedades relacionadas con el
desequilibrio de la microbiota.
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6. Microbiota como diana terapéutica en ensayos

de intervencion en alergia: Probidticos, prebidticos

y simbidticos

Dentro de las estrategias terapéuticas basadas en la modulacién de la microbiota,
destaca la administracion de probiéticos, prebidticos y simbidticos.
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Figura 6. Microbiota intestinal como diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades.

Aunque existen dudas acerca de su efectividad en el tratamiento de la alergia, en
muchos casos se ha observado una considerable mejoria sintomética.

6.1. Probidticos

Segtin la OMS, los probi6ticos se definen como microorganismos vivos que, cuan-
do se administran en cantidades adecuadas, confieren un efecto beneficioso para
la salud del huésped.

Desempefian un papel inmunomodulador ya que ayudan a establecer una micro-
biota diversa y saludable, pero también ejercen un efecto protector al competir
con bacterias patégenas, mantener la integridad de la barrera y prevenir la sen-
sibilizacién antigénica. Los probiéticos mds comunes y ampliamente estudiados
son Lactobacillus rhamnosusy Bifidobacteria.
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La eficacia de la intervencién depende de la cepa, de la cantidad administra-
da (normalmente oscila entre 10°-10°UFC/g) y el momento de la intervencion
(siendo mas eficaz durante la maduracion del sistema inmune) y obteniéndose
mejores resultados cuando se administran varias cepas de manera conjunta.

Los probiéticos administrados por via oral pueden desplazar temporalmente a
las bacterias que residen en el intestino delgado, competir con microorganis-
mos patégenos, producir AGCC que favorecen la produccion de IgA por parte
delos LB inmunolégicamente activos. Otros, favorecen también la produccién
de mucina en la mucosa intestinal, que sirve de barrera protectora. Pero al de-
jar de administrarlos la composicién bacteriana tiende a reestablecerse como
antes del tratamiento.

El papel de los probiéticos en la prevencion de alergias sigue siendo incierto. En
el metaanadlisis de 2015 realizado por la Organizacién Mundial de la Salud sobre
la prevencion de enfermedades alérgicas, tales como dermatitis atépica, alergia
alimentaria y sibilancias persistentes y/o asma, la mayoria de los estudios revisa-
dos mostraron que los probiéticos se administraron durante el Gltimo trimestre
del embarazo, durante la lactancia maternay/o directamente al recién nacido. En
los estudios que evaluaron el uso de probiéticos en la prevencion de la dermatitis
atdpica, se observé una disminucion significativa en el riesgo relativo de desarro-
llar eczema en comparacion con el grupo placebo (0.72; IC del 95%, 0.61-0.85).
Para la alergia alimentaria y las sibilancias/asma persistente, la suplementacion
con probiéticos no pudo demostrarse que redujera el riesgo relativo de estas
condiciones en los nifios.

El estudio maés reciente publicado sobre probiéticos y asma, Probiotics in Pe-
diatric Asthma Management (PROPAM), sefiala dos cepas especificas, Ligilacto-
bacillus salivarius 1LS01 y Bifidobacterium breve B632, como remedios auxiliares
para el tratamiento del asma, ya que redujeron la frecuencia de exacerbaciones
asmadticas en mads de un tercio en 422 niflos asmaticos.

No obstante, la evidencia actual no apoya el uso de los probiéticos en la preven-
cién primaria de las patologias alérgicas, salvo en el caso del eczema. La OMS,
en su guia para la prevencion de enfermedades alérgicas, concluy6 que los pro-
bidticos probados en mujeres embarazadas proporcionan un beneficio para la
prevencion del eczema en lactantes de alto riesgo. Sin embargo, resalté que se
trataba de una recomendacién basada en “evidencia de muy baja calidad”.
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6.2. Prebidticos

El término prebidtico hace referencia a ingredientes fermentados selectivamente
por la microbiota intestinal que provocan cambios especificos en la composi-
cién y/o la actividad de la microbiota intestinal, estimulando el crecimiento de
microorganismos beneficiosos en el intestino, como Lactobacillusy Bifidobacte-
rium, con efectos positivos para la salud.

Los prebi6ticos més usados son fructanos como la inulina o su producto de hi-
drolisis la oligofructosa; las pectinas; los fructooligosacdridos (FOS); los galactoo-
ligosacaridos (GOS); la lactulosa o los oligosacéridos de leche materna (HMO).
Dentro de los ensayos de intervencion con prebiéticos cabe destacar los llevados
a cabo con una combinacién de GOS y FOS y los realizados con HMO.

Esimportante conocer las propiedades estructurales del tipo de prebiético que se
va a utilizar ya que los resultados pueden variar de un tipo a otro. En el Proyecto
JPI Europeo (PCI2018-092930) DIFAMEM: Detary Intervention in Food Allergy,
con participacién de nuestra Universidad, se evalud el efecto de dos variedades
de pectinas con diferencias estructurales (pectinas de bajo y de alto metoxilo,
LMP y HMP, respectivamente) sobre la microbiota intestinal. El anélisis de los
metabolitos de las muestras fecales de los ratones administrados con LMP y HMP,
mostro efectos bien diferenciados en cuanto a niveles de AGCC y dcidos biliares.

Los efectos metabdlicos de los prebioticos se basan en la produccién de AGCC,
en favorecer la absorcién de iones como Ca, Fe o Mg, y aumentar la inmunidad
del huésped mediante la produccién de IgA. No obstante, como ocurre con los
probiéticos, el momento de la administracién, también resulta importante.

Los resultados de los ensayos clinicos que evaliian el papel de los prebi6ticos enla
prevencion de alergias han sido variados y a veces contradictorios. Sin embrago,
los ensayos con animales han dado mejores resultados. En estudios en modelos
murinos de alergia a trigo, cuando se suministraron durante el embarazo aumen-
tabala proporcion de Lactobacillusy Clostridium leptum, mostrando un potente
efecto protector frente a este tipo de alergia.

En una revision sistemadtica de 2016, sobre la administracién de prebiéticos para
la prevencion de alergias, el metaandlisis basado en 5 estudios y unos 1313 lac-

tantes, no informé de diferencias en la aparicién de eczema (RR: 0,57; IC 95%:
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0.30e1.08). De los dos estudios analizados (249 lactantes) sobre el efecto de los
prebidticos en la prevencion de alergia respiratoria, uno de ellos puso de mani-
fiesto una reducciéon del asma infantil o de las sibilancias recurrentes (RR:0,37;
IC del 95%:0,17€0,80) en los lactantes que habian recibido prebiéticos. Sélo un
estudio examino el riesgo de alergia alimentaria y se observé un riesgo reducido
(RR: 0,28; IC del 95%: 0,08e1,00) en los lactantes tratados con prebidticos.

Recientemente se ha publicado un estudio en el que se analiz6 el efecto preventivo de
la suplementacién con prebiéticos (GOSy FOS) durante la etapa final del embarazo y
lalactancia, en mujeres embarazadas cuyos bebés tenian un familiar de primer grado
con antecedentes de enfermedad alérgica. Los resultaron mostraron que no existian
diferencias entre las mujeres que tomaron prebiéticos ya las que tomaron placebo.

En el caso de los estudios del efecto de la fibra sobre el asma, hay estudios pros-
pectivos contradictorios. En algunos se reducen las sibilancias, pero en otros no
se encontraba ningan efecto.

6.3. Simbidticos

Cuando se administran conjuntamente probidticos y prebi6ticos aportando un
efecto sinérgico y beneficioso al individuo, hablamos de simbiéticos, que favore-
cen una implantacién mas eficiente de ciertas bacterias en el intestino.

La leche materna puede considerarse como un simbi6tico natural, ya que contiene
bacterias procedentes del intestino de la madre (probiéticos) y los HMO (prebidti-
cos), por lo que el efecto beneficioso de la lactancia materna en la prevencién de la
alergia podria asociarse a un efecto simbi6tico.

Laleche de férmula a base de aminodcidos y suplementada con Bifidobacterium breve
M-16Vy FOS, administrada a ninios con sospecha de alergia alimentaria no mediada
por IgE, ha mostrado tener un efecto modulador sobre la microbiota intestinal, des-
vidndola hacia un perfil microbiano mas saludable, propio de la lactancia materna.

En el caso de la alergia a leche de vaca, la administracién de caseina hidrolizada

junto con Lactobacillus rhamnosus GG, promueve la tolerancia, mediante la ins-
tauracion de bacterias productoras de butirato.
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En el caso de la dermatitis atépica, se ha observado que la administracién con-
junta de Lactobacillus salivarius y FOS ofrece un efecto mas beneficioso en los
sintomas cutdneos, que la aplicaciéon de FOS tinicamente.

Normalmente la eficacia de la intervencién es mejor cuando se administran
simbidticos que cuando se administran probiéticos y prebidticos por separado,
tal y como se ha publicado en el Gltimo metaanalisis realizado por la Academia
Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI, de sus siglas en inglés) sobre
intervenciones nutricionales y dietéticas, que evaluaba sintomas cutdneos en
ninos con dermatitis atépica.

Resulta muy complicado definir el momento 6ptimo de intervencién con pro-,
pre-y simbiéticos debido a los pocos estudios comparativos existentesy a su he-
terogeneidad. No obstante, en el caso de los probi6ticos, los mejores resultados se
han obtenido cuando la administracion se realiza antes del nacimiento (desde el
segundo al dltimo trimestre de gestacion) o en los primeros meses de vida, coin-
cidiendo con la maduracion del sistema inmunolégico del nifio (preferiblemente
a través de la lactancia materna).

En la actualidad, no hay evidencia cientifica suficiente que permita establecer
unas recomendaciones claras y precisas sobre el uso de probiéticos, prebiéti-
cos y simbiéticos en la prevencion de alergia en poblacién infantil, que puedan
trasladarse a la practica clinica. Se necesitardn enfoques multidisciplinares en el
futuro para profundizar en la comprension de los efectos de estos suplementos
y su interaccion especifica con el microbioma del huésped.

7. Conclusiones y perspectivas futuras

En los ultimos anos, el estudio de la microbiota ha revolucionado nuestra com-
prension de la salud humana. Hoy sabemos que los microorganismos que habitan
en nuestro organismo no son simples “inquilinos pasivos”, sino que juegan un
papel crucial en la modulacién y regulaciéon de nuestro sistema inmunolégico y
por tanto en la homeostasis de nuestra salud.

La microbiota intestinal ha demostrado ser un factor esencial en el desarrollo del
sistema inmunolégico del huésped, especialmente durante las etapas tempranas
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de la vida. A lo largo de estas lineas, hemos explorado c6mo se produce la co-
lonizacién primaria de la microbiota y los principales factores que afectan esa
colonizacion inicial, asi como los que pueden afectar a su composicién alo largo
de la vida. Hemos resumido la interaccién entre la microbiota intestinal y los
mecanismos inmunolégicos de la respuesta alérgica y también hemos discutido
c6mo el desequilibrio microbiano, o disbiosis, puede estar en el origen de diver-
sas patologias incluidas las alérgicas, lo que subraya la importancia de mantener
una microbiota equilibrada. En definitiva, hemos analizado el efecto de la micro-
biota “en la salud y en la enfermedad”.

Amedida que profundizamos en nuestra comprensién del microbioma, se abren
nuevas puertas hacia enfoques terapéuticos personalizados que puedan trans-
formar el manejo de las enfermedades inflamatorias.

El futuro de la investigacion se orienta hacia la prediccién y modificacion de
las respuestas inmunitarias del huésped mediante la modulacién dirigida del
microbioma. En este sentido, la optimizacién del uso de probiéticos, prebi6-
ticos y simbi6ticos es fundamental, asi como el desarrollo de intervenciones
basadas en el perfil microbiolégico individual de cada paciente. Un abordaje
destacado en esta linea es el trasplante de microbiota fecal (TMF), un pro-
cedimiento en el que se transfieren microorganismos fecales de un donante
sano a un paciente, con el objetivo de restaurar su microbiota intestinal. Este
tratamiento ha ganado atencion por su eficacia en ciertas condiciones, especial-
mente relacionadas con la disbiosis, y estd siendo investigado para un amplio
rango de enfermedades, como la diabetes tipo II, la obesidad, las enfermedades
inflamatorias intestinales (como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa),
el sindrome del intestino irritable, e incluso enfermedades neurodegenerativas,
como el autismo o la depresion. Actualmente, su uso estd aprobado solo para
infecciones recurrentes por Clostridium difficile en pacientes que no responden
alos antibidticos, mientras que para otras patologias sigue siendo experimental
y requiere mas investigacion.

En definitiva, el estudio de la microbiota no solo nos brinda una mayor com-
prensiéon de los mecanismos que subyacen a las enfermedades alérgicas, sino
que también nos ofrece una ventana hacia el futuro de la salud preventiva y
terapéutica, donde la modulacién del microbioma se convertird en una pieza
clave en el manejo de las alergias y otras enfermedades relacionadas con el
sistema inmunolégico.
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