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Resumen

La pérdida del control de la ingesta alimentaria es un factor crucial en el
desarrollo de la obesidad. Una alteracién cognitiva importante asociada con
la pérdida del control de la ingesta alimentaria y la obesidad es el deterioro
de la flexibilidad cognitiva y el control inhibitorio. Un nimero cada vez
mayor de estudios confirman que la microbiota intestinal contribuye
significativamente a la pérdida del control de la ingesta alimentaria, la
obesidad y la funcién cognitiva. En base a estos datos, hemos investigado
si la transferencia de microbiota intestinal de humanos con obesidad/
normopeso y flexibilidad cognitiva deteriorada/no deteriorada podria
afectar sustancialmente esta respuesta conductual en ratones expuestos
a una dieta obesogénica frente a una dieta estandar. Los ratones fueron
tratados previamente con un coéctel de antibibticos y luego recibicron
un trasplante de microbiota intestinal de humanos. Posteriormente, se
realizaron diferentes test de comportamiento para evaluar la flexibilidad
cognitiva como una medida del control inhibitorio. El tratamiento con
antibiéticos deteriord significativamente la memoria a corto plazo en
ratones, como se ha informado previamente. Es importante destacar que
los ratones que recibieron microbiota de sujetos con alta y baja flexibilidad
cognitiva modificaron su rendimiento de memoria a corto y largo plazo en
funcién de la exposicién a la dieta. En resumen, este estudio muestra que la
microbiota intestinal es un factor que contribuye de manera importante a la
flexibilidad cognitiva, lo que puede abrir nuevas estrategias terapéuticas para
combatir la pérdida de control de la ingesta alimentaria y las comorbilidades
metabolicas asociadas.

Palabras clave: Adiccién a la comida, obesidad, microbiota intestinal,
deterioro cognitivo, trasplante de microbiota fecal
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Abstract

Loss of eating control is a crucial factor in developing obesity, which
has become a global health concern, causing important cardiovascular,
metabolic, emotional, and cognitive co-morbidities. A major cognitive
alteration associated with loss of eating control and obesity is the
impairment of cognitive flexibility and inhibitory control. An increasing
number of studies confirm that gut microbiota is a significant contributor
to loss of eating control, obesity, and cognitive function. Therefore, we have
investigated whether gut microbiota transfer from humans with impaired/
not impaired cognitive flexibility could substantially affect this behavioral
response in mice in the context of obesogenic versus standard diet. Mice were
pretreated with an antibiotic cocktail and later received a gut microbiota
transplant from human subjects. The transferred microbiota was maintained
in mice for seven weeks. Afterward, behavioral tests were performed to
evaluate different cognitive responses, locomotor activity, anxiety-like,
and depression-like behaviors. Antibiotic treatment significantly impaired
short-term memory in mice, as previously reported. Furthermore, mice that
received microbiota from high and low cognitive flexibility subjects modified
their short-term and long-term memory performance depending on the diet
exposure. Slight changes were observed in the locomotor activity, primarily
in the high-fat diet-fed antibiotic-treated mice, and no significant alterations
were observed in anxiety-like or depressive-like behaviors. In summary, this
study shows that gut microbiota is a major contributor to cognitive flexibility,
which may open novel therapeutic strategies for combating loss of eating
control and related metabolic co-morbidities.

Keywords: Loss of cating control, obesity, food addiction, gut microbiota,
cognitive flexibility, fecal microbiota transplant
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Pérdida del control de la ingesta alimentaria y flexibilidad cognitiva: Participacion de la microbiota intestinal

a pérdida de control de la ingesta es una alteracion
conductual estrechamente relacionada con el de-
sarrollo de sobrepeso y obesidad, trastornos meta-
bélicos que han alcanzado niveles epidémicos, con
mas de 890 millones de personas diagnosticadas con obesi-
dad (WHO. Obesity and Overweight, 2022). El sobrepeso
y la obesidad son problemas de salud graves asociados a un
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2
y alteraciones cognitivas (Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020a;
Kloock et al., 2023). Los tratamientos actuales relacionados
con la obesidad tienen una eficacia limitada, y entre el 35 y
el 50% de las personas con obesidad recaen durante el pri-
mer afo, principalmente debido a la pérdida de control de
la ingesta, que varios autores incluso han definido como un
comportamiento de adiccién a la comida con similitudes es-
trechas a las alteraciones conductuales que definen los tras-
tornos por uso de sustancias (Hussain y Bloom, 2013).

La adiccién a la comida es un trastorno alimentario
compulsivo que surge de un desequilibrio entre los sistemas
de control de la ingesta homeostatica y hedénica. Los indi-
viduos con adiccién a la comida muestran una falta de fle-
xibilidad cognitiva y de control inhibitorio, lo que conduce
a una elevada compulsividad, motivacién e impulsividad
hacia alimentos altamente palatables (Domingo-Rodriguez
etal., 2020). A pesar de no estar incluida en el Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, Sth edition (DSM-5), la
adiccién a la comida puede diagnosticarse mediante la ale
Food Addiction Scale-2 (YFAS-2). YFAS-2 es un cuestiona-
rio de 35 items basado en los criterios del DSM-5 para el
trastorno por consumo de sustancias (Penzenstadler et al.,
2019). De forma interesante, segiin YFAS-2, varios estudios
han demostrado que no todas las personas con obesidad
presentan adicciéon a la comida, dado que alrededor del 25-
37% de las personas con obesidad y el 60% de las personas
con obesidad mérbida son diagnosticadas con adiccién a la
comida (Gupta et al., 2020), lo que apunta a una etiologia
bastante similar entre estos trastornos alimentarios.

La dieta occidental es una dieta rica en carbohidratos refi-
nados y grasas saturadas, y constituye el principal factor que
conduce a la pérdida de control de la ingesta y la obesidad
(Lépez-Taboada et al., 2020). De hecho, la elevada palatabi-
lidad de los alimentos puede inducir cambios desadaptativos
en el cerebro, contribuyendo al desarrollo de estas alteraciones
conductuales y metabolicas (Moore et al., 2017). Ademas, la
flexibilidad cognitiva y el control inhibitorio desempenian un
papel fundamental en la regulacién de la ingesta alimentaria
y en la determinacién de las elecciones alimentarias. Varios
autores han demostrado que las personas con obesidad pre-
sentan alteraciones de la memoria (Cheke et al., 2016) y de-
terioro de la flexibilidad cognitiva (Bocarsly et al., 2015; Song
et al., 2022). Asimismo, el consumo de dietas ricas en grasas
tiene consecuencias negativas importantes sobre el rendimien-
to cognitivo (Underwood y Thompson, 2016) y la flexibilidad
cognitiva (Magnusson et al., 2015). Por otro lado, los recuer-

dos sobre experiencias alimentarias pasadas determinan
habitos futuros de alimentacion y elecciones alimentarias, y
guian la atencién hacia sefiales relacionadas con la comida,
moldeando asi nuestras respuestas cognitivas e inhibitorias
relacionadas con el control de la ingesta. Es evidente que los
deterioros en la flexibilidad cognitiva y el rendimiento cogniti-
vo pueden exacerbar la sobreingesta y contribuir al desarrollo
tanto de la obesidad como de la adiccion a la comida (Higgs,
2016). De hecho, dedicar tiempo a actividades secundarias se-
dentarias y que requieren atencién interrumpe la formacién
y la flexibilidad de la memoria, lo que resulta en un aumento
de la ingesta alimentaria (Higgs, 2015). Ademas, los pacientes
con deterioro de la memoria muestran hiperfagia debido a la
mcapacidad de recordar eventos alimentarios recientes (Higgs
et al., 2008). Asi, en el caso de la obesidad se forma un circulo
vicioso, donde la obesidad induce alteraciones cognitivas, que
a su vez exacerban atin mas la pérdida de control de la ingesta
y la sobreingesta.

Varios estudios han destacado la implicacién de la micro-
biota intestinal en diversas condiciones de salud, apuntando
a una nueva herramienta potencial para la prevencién y el
tratamiento de enfermedades. La microbiota intestinal par-
ticipa en la homeostasis intestinal manteniendo la integridad
del epitelio intestinal y participando en el metabolismo y la
inmunidad. Ademas de los efectos locales en el intestino, se
sabe que la microbiota desempefia un papel en los procesos
metabdlicos y afecta al funcionamiento cerebral a través del
eje intestino-cerebro (Hou et al., 2022; Megur et al., 2022).
Por el contrario, las alteraciones de la microbiota debidas al
consumo de una dieta occidental o al uso de antibi6ticos sue-
len conducir a disbiosis microbiana. La disbiosis intestinal se
asocia con un aumento de la permeabilidad intestinal y con
mnflamacién sistémica de bajo grado, lo que posteriormen-
te contribuye a un aumento de la permeabilidad de la ba-
rrera hematoencefélica y a una eventual neuroinflamacién
(Hrncir, 2022; Kearns, 2024). Esta neuroinflamacién puede
alterar ain mas la conducta alimentaria y deteriorar los pro-
cesos cognitivos, y se ha relacionado con diversos trastornos
psiquiatricos (Alboni et al., 2017; DiSabato et al., 2016).
Las personas con obesidad presentan disbiosis intestinal ca-
racterizada por una menor diversidad y abundancia en el
microbioma intestinal, con una disminucién significativa de
bacterias beneficiosas que puede estar relacionada con un
deterioro en el control de la ingesta, el rendimiento y la fle-
xibilidad cognitiva (Chen et al., 2021). Varios de estos estu-
dios previos han demostrado que las alteraciones cognitivas
observadas en personas con obesidad pueden transferirse a
ratones mediante el uso de trasplante de microbiota fecal
(FMT) (Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020a; Arnoriaga-Ro-
driguez et al., 2021), apoyando atn mas la relaciéon entre
microbiota intestinal y respuestas conductuales. De hecho, el
FMT de individuos con obesidad provoco una disminucién
de la memoria a corto plazo y de trabajo (Arnoriaga-Rodri-
guez et al., 2020a), y un deterioro de la flexibilidad cognitiva
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y del control inhibitorio en ratones (Arnoriaga-Rodriguez et
al., 2021), indicando que las modulaciones de la microbiota
pueden modificar potencialmente las funciones cognitivas.
El FMT también fue suficiente para transferir el fenotipo
depresivo de humanos obesos a ratones (Mayneris-Perxachs
et al., 2022a). De forma similar, un estudio reciente ha de-
mostrado que una composicién especifica de la microbiota
intestinal es necesaria para el desarrollo de la adiccién a la
comida. Asi, humanos y ratones con adiccién a la comida
mostraron una disminucién de Blautia sp., y el fenotipo adic-
tivo fue prevenido mediante la administracién oral de Blautia
wexlerae en ratones (Samulénaité et al., 2024). Basandonos en
estos hallazgos previos, hemos investigado ahora la implica-
ci6n de la microbiota intestinal en la flexibilidad cognitiva y
el control inhibitorio evaluando las consecuencias del FMT
de humanos con estos trastornos conductuales en ratones ex-
puestos a dieta obesogénica o estandar.

Método

Participantes humanos

Veinte donantes adultos humanos sanos, mujeres y hom-
bres, fueron seleccionados en funcién de sus puntuaciones
de flexibilidad cognitiva, evaluadas mediante el Test Stroop
de Palabras y Colores (SCWT, por sus siglas en inglés), tal
como se describi6 anteriormente (Castells-Nobau et al.,
2024). Se investigo6 el indice de masa corporal IMC) y el
estatus socioeducativo entre los grupos. El SCWT se utiliza
para investigar el control inhibitorio y la flexibilidad cogni-
tiva en humanos. La flexibilidad cognitiva/control inhibi-
torio se evalud en tres pasos sucesivos. Durante la primera
parte, se presentan al paciente 100 tarjetas con palabras
impresas (nombres de colores) en tinta negra. Durante la
segunda parte, se muestran 100 tarjetas con palabras im-
presas en diferentes colores de tinta (verde, rojo, azul). Fi-
nalmente, durante la prueba, se le presentan al paciente
100 tarjetas con nombres de colores que estan impresos en
una tinta no coincidente. Cada parte dura 45 segundos,
tras lo cual se evalta al paciente. La flexibilidad cognitiva/
control inhibitorio se evalta utilizando la férmula: WC —
WC'(WC'=W x C/W + C). W (word/palabra) corres-
ponde a la primera parte del experimento, C (color) a la se-
gunda parte, y WC (word-color/palabra-color) a la prueba
final. Aquellos pacientes que obtuvieron una puntuacién
final inferior a cuatro fueron considerados con una flexibili-
dad cognitiva/control inhibitorio deteriorado. En contras-
te, aquellos que obtuvieron mas de seis fueron considerados
con un control inhibitorio/flexibilidad cognitiva 6ptimos.
Las heces de los donantes se prepararon para su adminis-
tracion oral a los ratones en condiciones estériles, con L-cis-
teina para reducir el oxigeno en el entorno y proteger a las
bacterias anaerobias, y un 10% de glicerol para proteger a
las bacterias de los dafios relacionados con la congelacién.
Las muestras se alicuotaron y se congelaron a -80 °C.

Animales y disefio experimental

Setenta y siete ratones macho C57BL/6J (4 semanas
de edad, 17-21 g de peso) fueron alojados individualmente
en condiciones de laboratorio controladas, con una tem-
peratura de 21 £ 1 °C y una humedad del 55% = 10%,
en un ciclo invertido (luces apagadas de 7:30 a.m. a 7:30
p-m.). Se utilizaron ratones convencionales, sin alteracio-
nes iniciales en la composicién de su microbiota intestinal.
La comida y el agua estuvieron disponibles ad libitum, y
se monitoriz6 el peso corporal de los animales, asi como
la ingesta de comida y agua durante el protocolo expe-
rimental. Todos los experimentos conductuales fueron
aprobados por el comité ético local (Comite Etic d’Expe-
rimentaci6 Animal — Parc de Recerca Biomedica de Bar-
celona) y se realizaron de acuerdo con la Directiva del
Consejo de las Comunidades Europeas (2010/63/EU).
La informacion relativa a la asignacién de grupos experi-
mentales y la linea temporal se representa en la Figura 1A
y la Figura 1B, respectivamente. Los ratones se dividieron
aleatoriamente en ocho grupos, cuatro de los cuales fueron
alimentados con una dieta estandar (w/10%) (~3.514 kcal/
kg) y los otros cuatro con una dicta alta en grasas (w/60%)
(~5.228 kcal/kg). Las dietas irradiadas y envasadas al va-
cio se compraron a Altromin (Alemania). Ambos grupos se
subdividieron en 1) control, 2) vehiculo, 3) FMT de indi-
viduos con bajas puntuaciones Stroop (FMT (L)), 4) FMT
de individuos con puntuaciones Stroop altas (FMT (H))
(Figura 1A). Cada ratén recibié microbiota de un donante
humano especifico, permitiendo una evaluacién individual
del efecto de la microbiota sobre la funcién cerebral, en el
contexto de dietas altas en grasa y estandar.

Todos los grupos, excepto ambos controles, recibieron
un coctel antibidtico (500 mg/L de ampicilina, 500 mg/L
de metronidazol, 500 mg/L de vancomicina, 250 mg/L
de imipenem, 1 g/L de neomicina) diariamente durante
dos semanas en el agua de bebida, como se describié pre-
viamente (Kelly et al., 2016). Setenta y dos horas mas tar-
de, los ratones fueron sometidos a gavado oral con suero
salino (Ix PBS + 1 g/L de L-cisteina + 10% de glicerol)
(grupo vehiculo) o con material fecal de los donantes (gru-
pos FMT) mediante gavado oral (200 mg/ml, 200 pL) du-
rante tres dias consecutivos, como se describié previamente
(Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020a), y posteriormente dos
veces por semana durante todo el protocolo experimental.
Tras siete semanas, los ratones fueron expuestos a una serie
de pruebas conductuales, incluyendo una prueba de recono-
cimiento de objeto nuevo (NORT 3h y NORT 24h, en los
dias 70-71 y 76-78, respectivamente), actividad locomotora
(dia 81), laberinto en Y (dia 85), prueba de campo abierto
(OFT, dia 88) y prueba de suspension por la cola (TST, dia
91). En el tltimo dia del estudio (dia 92), los ratones fueron
sacrificados, y se recolectaron varias areas cerebrales y plas-
ma sanguineo para analisis posteriores (Figura 1B).
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Figura 1
Protocolo experimental. A. Protocolo experimental y asignacién de grupos. B.Cronograma experimental (dias)
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Nota. A. El material fecal de humanos con flexibilidad cognitiva deteriorada (puntuaciones bajas en Stroop; FMT (L)) u éptima (puntuaciones altas en Stroop;
FMT (H)) fue procesado para su administracién oral a los ratones. Todos los ratones, excepto el grupo control, recibieron tratamiento antibiético, seguido de

una administracién oral de vehiculo o trasplante de microbiota fecal (FMT) dos vec

es por semana durante todo el protocolo experimental. Los ratones fueron

alimentados con una dieta estandar o una dieta alta en grasa. Al finalizar el protocolo, se realizaron las pruebas conductuales: prueba de reconocimiento de

objeto nuevo (NORT) para memoria a corto y largo plazo, laberinto en'Y para mem

oria de trabajo, prueba de campo abierto (OFT) y laberinto en cruz elevado

(EPM) para conducta tipo ansiedad, y prueba de suspensién por la cola (TST) para conducta tipo depresién. Ademads, se evalué la actividad locomotora.
B. Los ratones recibieron tratamiento antibiético durante dos semanas; tras un periodo de 72 horas, se realizé la administracion oral de vehiculo o trasplan-
te de microbiota fecal durante tres dfas consecutivos y posteriormente dos veces por semana durante todo el protocolo experimental. Después de siete

semanas de estabilizacién, se realizaron las pruebas conductuales para evaluar la

memoria a corto plazo (dias 70-71) y la memoria a largo plazo (dias 76-78)

mediante la prueba de reconocimiento de objeto nuevo, la conducta tipo ansiedad mediante el laberinto en cruz elevado (dia 74) y la prueba de campo abierto
(dia 88), y la conducta tipo depresioén (dia 91) mediante la prueba de suspensién por la cola.

Cognicion

Reconocimiento de objeto nuevo

Se realizé una prueba de reconocimiento de objeto nuevo
(NORT) para evaluar la memoria a largo y a corto plazo,
tal como se describié previamente (Burokas et al., 2014). La
prucba se lleva a cabo en un laberinto en forma de V (30
cm de largo X 4,5 cm de ancho X 15 ecm de altura de cada
corredor), luminado con 2,5 lux en ambas esquinas. En el
primer dia, los ratones fueron habituados al laberinto du-
rante 9 minutos. Al dia siguiente, se introdujo a los ratones
en el laberinto con dos objetos idénticos en lados opuestos
y se les dejo explorar durante 9 minutos. Tras 3 horas o 24
horas, se realizé la prueba para evaluar la memoria a cor-
to o largo plazo, respectivamente. Durante la prueba, uno
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de los objetos familiares fue reemplazado por uno nuevo,
y se dejo a los ratones explorar ambas figuras durante 9
minutos; se midi6 el tiempo total explorando ambos obje-
tos. Se verificd que no existiera preferencia inicial por los
objetos utilizados. Se calculé un indice de discriminacién
(DI) como la diferencia entre el tiempo que el animal pas6
explorando el objeto nuevo (Tn) o el familiar (Tf), dividido
por el tiempo total de exploracién de ambos objetos: (DI
= (I'n — Tf)/(Tn + TY)). Un indice de discriminacién mas
alto refleja una mayor retencién de memoria para el objeto
familiar. Los ratones que exploraron menos de 10 segun-
dos fueron excluidos del analisis. El analisis de los datos
conductuales se realiz6 manualmente usando cronémetros
calibrados.
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Laberinto Y

La prueba del laberinto en Y se basa en la curiosidad in-
nata de los roedores para explorar areas previamente no
visitadas. Esta prueba se realizé para evaluar la memoria
de trabajo, tal como se describié previamente (Vijaya et al.,
2024). El laberinto consiste en tres brazos idénticos que se
intersectan a 120° (forma de Y; 6,5 cm de ancho X 30 cm de
largo X 15 cm de altura), con una iluminacién de 10 lux en
todas las entradas. Las entradas en los brazos del laberinto
se contaron durante 10 minutos (se considera una entrada
valida cuando el animal introduce la cabeza y ambas patas
delanteras), y se calculd el porcentaje de alternancia espon-
tanea mediante las entradas secuenciales en los tres brazos
dividido por el nimero total de alternancias posibles. El
analisis de los datos conductuales se realizé6 manualmente.

Actividad locomotora

La actividad locomotora se evalué en cajas individuales
de actividad locomotora (10,8 cm de ancho X 20,3 cm de
largo X 18,6 cm de altura, Imetronic, Pessac, Francia). La
actividad total (nimero de interrupciones de haces) y el nu-
mero total de rearings fueron detectados durante 1 hora
mediante sensores infrarrojos.

Respuestas tipo-ansiosas

La prueba de campo abierto (OFT) se utiliz6 para evaluar
el comportamiento tipo ansiedad. Esta prueba se basa en
el conflicto entre el miedo innato y la evitacién de areas
abiertas y brillantes (que imitan una situacién de riesgo
de depredador) y el instinto de explorar entornos nuevos.
Los ratones fueron colocados en el centro de la caja (90 cm
X 70 c¢m, 500 lux), y sus movimientos fueron registrados
durante 5 minutos. La preferencia por permanecer en la
periferia de la caja indica un comportamiento de mayor
ansiedad. El andlisis de los datos conductuales se realizo
con el software de seguimiento de video Smart 3.0.

Respuestas tipo-depresivas

La prueba de suspensiéon por la cola (T'ST) evalta el com-
portamiento tipo depresivo. Durante la prueba, los ratones
fueron suspendidos por la cola con cinta adhesiva en una
posicion que les impedia escapar o sujetarse a superficies
cercanas durante 6 minutos. Se midi6 el tiempo de inmo-
vilidad (definido como el tiempo durante el cual el animal
cuelga pasivamente y sin movimiento), y cuanto mayor es
el tiempo de inmovilidad, mayor es el comportamiento tipo
depresivo. El analisis de los datos conductuales se realizo
manualmente mediante cronémetros calibrados.

Andlisis estadisticos

Todos los datos se expresan como media £ error estan-
dar de la media (S.E.M.). Las figuras se prepararon usan-
do el software GraphPad Prism (GraphPad Software),
las ilustraciones se realizaron con Biorender, y el anali-

sis estadistico se llevé a cabo utilizando IBM SPSS 28.0.
La distribucién normal de los datos se evalué en todos los
conjuntos de datos utilizando la prueba de Shapiro-Wilk
para seleccionar los tests estadisticos apropiados. Se utiliza-
ron comparaciones ANOVA de dos vias o Kruskal-Wallis
cuando fue apropiado, seguidas de un analisis post hoc de
Fisher o de una prueba U de Mann-Whitney, respectiva-
mente, cuando fue necesario. El tamafio del efecto para
el ANOVA de dos vias se calculé como eta cuadrado (n?
usando SPSS, mientras que el tamafio del efecto para las
comparaciones de Kruskal-Wallis (%) se calcul6 manual-
mente. Valores superiores a 0,14 indican un efecto grande.
El tamano del efecto para la prueba U de Mann-Whitney
se calculé manualmente como la correlacién biserial de
rangos (1), siendo valores r superiores a 0,5 indicativos de
un efecto fuerte. En el andlisis post hoc de Fisher, el tama-
fio del efecto se evalu6 mediante el d de Cohen, calculado
manualmente, considerandose un efecto grande cuando los
valores d fueron superiores a 0,8.

Resultados

Se seleccionaron veinte donantes humanos sanos, hombres
y mujeres con una edad media de 48 £ 9. Todos los indi-
viduos eran obesos, con un IMC medio de 32,4 + 9,8, de
estatus socioeducativo similar, con una media de 13 * 4
afos de educacion. Las puntuaciones de Stroop, evaluadas
mediante el SCWT, fueron inferiores a 4 en los donantes
con flexibilidad cognitiva deteriorada y superiores a 6 en
los donantes con flexibilidad cognitiva 6ptima. No se ob-
servaron diferencias significativas entre la edad, el sexo, el
IMC y el estatus socioeducativo entre los grupos con dife-
rentes puntuaciones de flexibilidad cognitiva (Tabla 1).

En el estudio se utilizaron un total de 77 ratones machos
C57BL/6] de 4 semanas de edad. Los ratones se dividieron
en 8 grupos, con 9-10 ratones por grupo (Figura 1A). La
mitad de los ratones fueron alimentados con dieta estandar
y la otra mitad fueron expuestos a una dieta alta en grasas.
Todos los ratones, excepto el grupo control, recibieron un
coctel de antibidticos para la depleciéon de la microbiota
y se les administré por via oral un vehiculo, como control
adicional, o la microbiota intestinal de un donante huma-
no. Cada ratén recibié microbiota de un donante huma-
no especifico, lo que permiti6 la evaluacion individual del
efecto de la microbiota sobre la funcién cerebral.

El impacto de la microbiota intestinal en los
parametros metabdlicos

Evaluamos el peso corporal, la ingesta de comida, calorias y
agua en los ratones durante el protocolo experimental para
examinar el impacto de la dieta y de los cambios en la mi-
crobiota sobre estos parametros. Aunque la dieta no afectd
de forma principal al peso corporal de los ratones (Test de
Kruskal-Wallis H; H (7) = 37,481, n? = 0,442, p < 0,001;
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Tabla 1

La informacién sobre los donantes humanos

Caracteristicas General (N = 20)’ STROOP alto (N = 10)’ STROOP bajo (N = 10)" P valor?
Edad 48+ 9 47 +7 49+ 11 0,57
Sexo 0,63

1 (Categoria 1) 6 (30%) 4 (40%) 2 (20%)

2 (Categoria 2) 14 (70%) 6 (60%) 8 (80%)

IMC 324+98 325+10,8 323+94 0,97
Afios de educaciéon 13+4 13+4 13+3 0,81

" Media £ DT; n (%). 2 Andlisis de medias de una via; prueba exacta de Fisher.

Nota. La tabla muestra la edad, el sexo, el IMC y los afios de educacién en la poblacién total y entre los donantes con puntuaciones altas o bajas en la

prueba de Stroop.

post-hoc U = 583, n.s.; Figura 2A), las modulaciones de la
microbiota tuvieron un efecto significativo. En primer lugar,
los ratones alimentados con dieta estandar que recibieron
microbiota de donantes con flexibilidad cognitiva deteriora-
da mostraron una disminucion significativa del peso corpo-
ral (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 37,481, n* = 0,442, p
< 0,001; post-hoc U = 14, r = 0,58, p < 0,05; Figura 2A, iz-
quierda), en comparacién con el grupo control, sin cambios
significativos en otros grupos alimentados con dieta estandar.
Sin embargo, los ratones alimentados con dieta alta en gra-
sas que recibieron un coctel de antibidticos y administracion
oral de vehiculo presentaron una disminucién significativa
del peso corporal tanto en comparaciéon con el grupo con-
trol (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 37,481, n? = 0,442,
p < 0,001; post-hoc U =0, r = 0,84, p < 0,001; Figura 2A,
derecha) como con los grupos experimentales que recibieron
FMT de donantes con baja (Test de Kruskal-Wallis H; H (7)
=37,481,n%= 0,442, p < 0,001; post-hoc U = 11, r = 0,61,
p < 0,001; Figura 2A, derecha) o alta (Test de Kruskal-Wallis
H; H (7) = 37,481, n? = 0,442, p < 0,001; post-hoc U = 12,
r= 0,62, p <0,001; Figura 2A, derecha) flexibilidad cogniti-
va. Ademas, los grupos experimentales alimentados con die-
ta alta en grasas y que recibieron FMT también mostraron
una disminucién del peso corporal en comparaciéon con el
grupo control (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 37,481, n?
= 0,442, p <0,001; FMT (L) post-hoc U = 2,r = 0,81, p <
0,001; FMT (H) post-hoc U =0, r = 0,84, p < 0,001; Figura
2A, derecha).

A pesar de los cambios en el peso corporal, la ingesta
de comida no se vio afectada por la dieta ni por las modu-
laciones de la microbiota (Test de Kruskal-Wallis H; H (7)
= 13,230, n.s.; Figura 2B). Debido a un mayor contenido
caldrico de la dieta alta en grasas, los ratones consumie-
ron significativamente mas calorias en comparacién con el
grupo de dieta estandar (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) =
58,909, n? = 0,752, p < 0,001; post-hoc U = 13, r = 0,84,
p <0,001; Figura 2C, derecha). Ademas, se observaron va-
rios cambios entre los grupos con diferentes composiciones
de microbiota. En primer lugar, los ratones alimentados
con dieta estandar que recibieron administracién oral de

vehiculo (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 58,909, n? =
0,752, p <0,001; post-hoc U =19, r = 0,52, p < 0,05; Figu-
ra 2C, izquierda), o trasplante de microbiota de donantes
con flexibilidad cognitiva deteriorada (Test de Kruskal-Wa-
llis H; H (7) = 58,909, n? = 0,752, p < 0,001; post-hoc U
=13,r=0,84, p <0,01; Figura 2C, izquierda), o donantes
con flexibilidad cognitiva éptima (Test de Kruskal-Wallis
H; H (7) = 58,909, n? = 0,752, p < 0,001; post-hoc U = 22,
r = 0,47, p < 0,05; Figura 2C, izquierda) presentaron una
disminucién significativa en la ingesta calérica en compa-
raciéon con el grupo control. Se observaron efectos menos
pronunciados en los ratones alimentados con dieta alta en
grasas, ya que solo los ratones que recibieron FMT de do-
nantes con valores altos de puntuaciéon Stroop disminuye-
ron significativamente la ingesta calérica en comparaciéon
con el control (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 58,909,
n?=0,752, p <0,001; post-hoc U =21, r = 0,49, p < 0,05;
Figura 2C, derecha), sugiriendo un posible papel protector
en el desarrollo de la obesidad.

De forma interesante, los ratones alimentados con dieta
alta en grasas disminuyeron significativamente la ingesta
de agua en comparaciéon con el grupo de dieta estandar
(Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,586, n? = 0,414, p
< 0,001; post-hoc U = 188, r = 0,64, p < 0,001; Figura
2D). Aunque el andlisis global indic6 alteraciones relacio-
nadas con la microbiota en la ingesta de agua, esto no fue
confirmado por las comparaciones post hoc posteriores
ni en los ratones alimentados con dieta estandar (Test de
Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,586, n = 0,4143, p < 0,001;
control x vehiculo, U = 48, n.s.; control x FMT (L), U = 28,
n.s.; control x FMT (H), U = 32, n.s.; vehiculo x FMT (L),
U = 26, n.s.; vehiculo x FMT (H), U = 33,5, n.s.; Figura
2D, izquierda) ni en los ratones alimentados con dieta alta
en grasas (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,586, 2 =
0,4143, p < 0,001; control x vehiculo, U = 31, n.s.; control
x FMT (L), U = 33, n.s.; control x FMT (H), U = 47, n.s.;
vehiculo x FMT (L), U = 40, n.s.; vehiculo x FMT (H), U =
30, n.s.; Figura 2D, derecha).

La dieta también tuvo un impacto en la actividad lo-
comotora, como se observo por una actividad significati-
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Figura 2

Pardmetros metabdlicos y actividad locomotora de los ratones. A. Peso corporal medio (g). B. Ingesta media de alimento (g). C.
Ingesta media de calorias (kcal). D. Ingesta de agua (g). E. Actividad locomotora: actividad locomotora total (interrupciones de haz).

F. Actividad locomotora: nimero de rearing

Parametros metabdlicos
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Nota. A. Los datos fueron analizados utilizando la prueba H de Kruskal-Wallis; H (7) =

37,481,n2=0,442, p <0,001; *sig. STD control x STD FMT (L), post-hoc U =

14,r=0,58, p <0,05; ***sig. HFD control x HFD vehiculo, post-hoc U =0, r = 0,84, p < 0,001; ***sig. HFD control x HFD FMT (L), post-hoc U =2, r=0,81, p <0,001;
***sig. HFD control x HFD FMT (H), post-hoc U =0, r = 0,84, p < 0,001; Msig. HFD vehiculo x HFD FMT (L), post-hoc U = 11, r=0,61, p < 0,01; AMsig. HFD vehiculo x

HFD FMT (H), post-hoc U=12,r=0,62, p<0,01.
C. Los datos fueron analizados utilizando la prueba H de Kruskal-Wallis; H (7) =

58,909, n2= 0,752, p < 0,001; >>>sig. dieta, post-hoc U=13,r=0,84, p <0,001; *sig.

STD control x STD vehiculo, post-hoc U = 19, r = 0,52, p < 0,05; **sig. STD control x STD FMT (L), post-hoc U =13, r = 0,59, p < 0,01; *sig. STD control x STD FMT (H),
post-hoc U =22, r=0,47, p <0,05; *sig. HFD control x HFD FMT (H), post-hoc U = 21, r=0,49, p < 0,05.

D. Los datos fueron analizados utilizando la prueba H de Kruskal-Wallis; H (7) =

E. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos vias. Grupos F (3, 69) =

35,586, n2=0,414, p <0,001; >>>sig. dieta, post-hoc U =188, r = 0,64, p < 0,001.
3,393, 2=

0,129, p < 0,05; ***sig, HFD control x HFD vehiculo, post-hoc I-J

=-978,933,d = 7,49, p <0,001; Asig. HFD vehiculo x HFD FMT (L), post-hoc I = 673,389, d = 1,66, p < 0,05; >>>sig. dieta, ANOVA de dos vias dieta, F (1, 69) =

26,712,112 = 0,279, p < 0,001.
F. Los datos fueron analizados mediante la prueba H de Kruskal-Wallis; H (7) =

35,963, 2=

0,419, p <0,001; Asig. STD vehiculo x STD FMT (H), post-hoc U = 23, r =

0,46, p < 0,05; *sig. HFD control x HFD vehiculo, post-hoc U =17, r = 0,51, p < 0,05; >>>sig. dieta, post-hoc U =217,5,r=0,61, p <0,001.

Abreviaturas: STD - dieta estdndar; HFD - dieta alta en grasa; FMT - trasplante de microbiota fecal; FMT (L) -

(H) - FMT de donantes con alta flexibilidad cognitiva.

vamente reducida (ANOVA de dos vias; dieta, F (1, 69) =
26,712, n%* = 0,279, p < 0,001; Figura 2E, derecha) y el nt-
mero de rearings (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,963,
n*= 0,419, p < 0,001; post-hoc U = 217,5, r = 0,61, p <
0,001; Figura 2F, derecha) en los ratones alimentados con
dieta alta en grasas. Estas alteraciones en la actividad lo-
comotora fueron moduladas por la composicién de la mi-
crobiota. Asi, los ratones del grupo vehiculo, que tenian la
microbiota intestinal depletada con antibi6ticos, mostraron
un aumento significativo en la actividad total (ANOVA de
dos vias; dieta, F (1, 69) = 26,712, n2 = 0,279, p < 0,001;
post-hoc I-] = -978,933, d = 7,49, p < 0,001; Figura 2E,
derecha) y en el nimero de rearings (Test de Kruskal-Wallis
H; H (7) = 35,963, n? = 0,419, p < 0,001; post-hoc U =
17, r = 0,51, p < 0,05; Figura 2F, derecha), en compara-
ci6n con los ratones control alimentados con dieta alta en
grasas. El grupo de dieta alta en grasas que recibi6 FMT
de donantes con flexibilidad cognitiva deteriorada mostro
una disminucién de la actividad locomotora total en com-
paracion con el grupo vehiculo (ANOVA de dos vias; gru-
pos, F (3, 69) = 3,393, n? = 0,129, p < 0,05; post-hoc I-J
=-673,389, d = 1,66, p < 0,05; Figura 2E, derecha), pero

no en comparacion con el grupo control (ANOVA de dos

FMT de donantes con baja flexibilidad cognitiva; FMT

vias; grupos, F (3, 69) = 3,393, n? = 0,129, p < 0,05; post-
hoc I-] = -303,544, n.s.; Figura 2E, derecha). Finalmente,
los ratones alimentados con dieta estandar que recibicron
un trasplante de microbiota de donantes con flexibilidad
cognitiva 6ptima mostraron una disminucién en el nimero
de rearings en comparacion con el grupo vehiculo (Test de
Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,963, n? = 0,419, p < 0,001;
post-hoc U = 23, r = 0,46, p < 0,05; Figura 2F, izquier-
da), pero no en comparacién con el grupo control (Test de
Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,963, n? = 0,419, p < 0,001;
post-hoc U = 29, n.s.; Figura 2F, izquierda).

La trasplantacién de microbiota fecal altera el
rendimiento de la memoria

La memoria a corto, largo plazo y de trabajo se evaluaron
para comprender mejor las relaciones entre la microbiota
intestinal, la flexibilidad cognitiva y el deterioro cognitivo.
En primer lugar, no se observd ningtn efecto de la dieta
sobre la memoria a corto plazo (Kruskal-Wallis H; H (7) =
16,916, n? = 0,144; post-hoc U = 683, n.s.; Figura 3A), la
memoria a largo plazo (ANOVA de dos vias; dieta I (1, 61)
= 0,139, n.s.; microbiota F (3, 61) = 6,957, n? = 0,255, p
< 0,001; interacciéon F (3, 61) = 0,319, n.s.; Figura 3B) y la
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memoria de trabajo (ANOVA de dos vias; dieta F (1, 69) =
1,644, n.s.; microbiota F (3, 69) = 1,509, n.s.; interaccion F
(3, 69) = 0,183, n.s.; Figura 3C).

El grupo vehiculo alimentado con dicta estandar con
microbiota intestinal depletada por antibidticos mostro
una memoria a corto plazo deteriorada, con un tamano del
efecto elevado (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 16,916,
n? = 0,144, p < 0,05; post-hoc U = 6, r = 0,74, p < 0,001;
Figura 3A). Sin embargo, este mismo efecto no se observo
en los ratones alimentados con dieta alta en grasas (Test de
Kruskal-Wallis H; H (7) = 16,916, n? = 0,144, p < 0,05;
post-hoc U = 23, n.s.; Figura 3A). Este deterioro de la me-
moria inducido por antibiéticos fue revertido mediante la
trasplantaciéon de microbiota procedente de donantes con
flexibilidad cognitiva deteriorada (Kruskal-Wallis H; H (7)
=16,916,1n*= 0,144, p < 0,05; post-hoc U = 14,r= 0,58, p
< 0,05). Mientras tanto, aquellos que recibieron microbiota
de donantes con flexibilidad cognitiva 6ptima mostraron
una tendencia hacia una mejora de la memoria a corto pla-
zo (Kruskal-Wallis H; H (7) = 16,916, n)? = 0,144, p < 0,05;
post-hoc U = 22, p = 0,063, n.s.; Figura 3A, izquierda). No
se observaron diferencias significativas entre los grupos ali-
mentados con dieta alta en grasas (Kruskal-Wallis H; H (7)
=16,916, 2 = 0,144, p < 0,05; post-hoc control x vehiculo
U = 23; control x FMT (L) U = 35; control x FMT (H) U
= 38; vehiculo x FMT (L) U = 39, n.s.; vehiculo x FMT (H)
U = 23, n.s.; Figura 3A, derecha).

Los efectos sobre la memoria a largo plazo fueron mas
pronunciados que en la memoria a corto plazo. El grupo

Figura 3

vehiculo mostré un deterioro significativo en la memoria a
largo plazo, independiente de la dieta (STD control x STD
vehiculo ANOVA de dos vias; grupos I (3, 61) = 6,957, n?
= 0,255, p < 0,001; post-hoc I-] = -0,199, d = 5,82, p <
0,01; HFD control x HFD vehiculo post-hoc I-] = -0,226,
d = 6,37, p = 0,001; Figura 3B), con un tamaiio del efecto
elevado. Este deterioro cognitivo fue aliviado por FMT de
humanos con puntuaciones Stroop altas tanto en ratones
alimentados con dieta estandar (ANOVA de dos vias; gru-
pos F(3,61) =6,957, 12 = 0,255, p < 0,001; post-hoc I-] =
-0,139, d = 3,63, p < 0,05; Figura 3B, izquierda) como en
ratones alimentados con dieta alta en grasas (ANOVA de
dos vias; grupos F (8, 61) = 6,957, n* = 0,255, p < 0,001;
post-hoc I-] =-0,169, d = 2,78, p < 0,05; Figura 3B, dere-
cha). Ademas, la trasplantacién de microbiota de donantes
con flexibilidad cognitiva deteriorada también mejoré la
memoria a largo plazo, en comparaciéon con el grupo ve-
hiculo, pero solo en los ratones alimentados con dieta alta
en grasas (ANOVA de dos vias; grupos F (3, 61) = 6,957,
n? = 0,255, p < 0,001; post-hoc I-] =-0,192,d = 5,97, p <
0,05; Figura 3B, derecha). Estos cambios en la memoria a
corto y largo plazo revelan la implicacién de la microbiota
intestinal en el rendimiento cognitivo.

No se observaron diferencias significativas entre los gru-
pos en la memoria de trabajo en el contexto de diferentes
dietas y composiciones de microbiota (ANOVA de dos vias;
dieta F (1, 69) = 1.644, n.s.; microbiota F (3, 69) = 1.509,
n.s.; interaccién I (3, 69) = 0.183, n.s.; Figura 3QC).

Efecto del trasplante de microbiota fecal sobre la memoria a corto plazo, largo plazo y de trabajo en ratones. A. Indice de

discriminacién (D) durante una prueba de reconocimiento de objeto
discriminacion (D) durante una prueba de reconocimiento de objeto
laberinto en Y (10 min) para memoria de trabajo

novedoso para memoria a corto plazo (3 h). B. indice de
novedoso para memoria a largo plazo (24 h). C. Exploracién del

Memoria

Prueba de reconocimiento de objetos nuevos
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Nota. A. Los datos fueron analizados mediante la prueba H de Kruskal-Wallis; H (7) = 16,916, n2 = 0,144, p < 0,05; ***sig. STD control x STD vehiculo, post-hoc
U=6,r=0,74,p <0,001; ~sig. STD vehiculo x STD FMT (L), post-hoc U =14, r = 0,58, p < 0,05.

B. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos vias. Grupos F (3, 61) =

6,957, n? = 0,255, p <0,001; **sig. STD control x STD vehiculo, post-hoc I-] =

-0,199,d =5,82, p <0,01; Asig. STD vehiculo x STD FMT (H), post-hoc I-) = -0,139, d = 3,63, p < 0,05; ***sig. HFD control x HFD vehiculo, post-hoc |-} = -0,226, d
=6,37, p=0,001; Asig. HFD vehiculo x FMT (L), post-hoc |-} = -0,192, d = 5,97, p < 0,05; Asig. HFD vehiculo x FMT (H), post-hoc I =-0,169, d = 2,78, p < 0,05.
Abreviaturas: STD - dieta estandar; HFD - dieta alta en grasa; FMT - trasplante de microbiota fecal; FMT (L) - FMT de donantes con baja flexibilidad cognitiva;

FMT (H) - FMT de donantes con alta flexibilidad cognitiva.
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El trasplante de microbiota fecal no afecté a la
ansiedad ni a la depresidn

La dieta alta en grasas no tuvo ningun efecto sobre las con-
ductas de tipo ansioso (ANOVA de dos vias; dieta F (1, 69)
= 3,020, n.s.; microbiota F (3, 69) = 0,403, n.s.; interaccién
F (3, 69) = 0,586, n.s.; Figura 4A) ni similares a depresion
(Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 5,237, n.s.; Figura 4B).
Ademas, no se observaron diferencias significativas entre
los grupos con diferentes composiciones de microbiota en
la prueba de campo abierto, que representa un modelo de
conducta de tipo ansioso (ANOVA de dos vias; dieta F (1,
69) = 3,020, n.s.; microbiota F (3, 69) = 0,403, n.s.; inte-
raccion F (3, 69) = 0,586, n.s.; Figura 4A), ni en la prueba
de suspension por la cola, que representa una conducta de
tipo depresivo (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 5,237,
n.s.; Figura 4B).

Discusion
En este estudio, hemos revelado la relacion entre la flexi-
bilidad cognitiva y diferentes parametros del rendimien-
to cognitivo, proporcionando nuevos conocimientos para
comprender los mecanismos implicados en la pérdida de
control de la ingesta, que presenta estrechas similitudes
conductuales con las alteraciones de conducta que subya-
cen a los trastornos por uso de sustancias. En primer lugar,
demostramos déficits cognitivos inducidos por antibiéticos,
los cuales fueron aliviados mediante TFM. En este sentido,
la TFM procedente de individuos con puntuaciones altas
de flexibilidad cognitiva/control inhibitorio mejoré6 la me-
moria a largo plazo independientemente de la dieta. Sin
embargo, no se observé ningun efecto significativo en la
memoria a corto plazo. De manera notable, el trasplante
de microbiota procedente de do-
nantes con flexibilidad cognitiva Figura 4
deteriorada mejor6 la memoria a
corto plazo en los ratones alimen-
tados con dieta estandar y la me-
moria a largo plazo en los ratones
alimentados con una dieta alta en
grasas. En conjunto, nuestros resul-
tados indican que la dieta y la com-
posicion de la microbiota influyen A

en la funcion cerebral. En nuestras =

Comportamiento de tipo ansioso

logicas. De hecho, teniendo en cuenta la implicacién de
la microbiota intestinal en las respuestas conductuales y
en las funciones metabélicas, se ha observado que la TFM
puede inducir importantes modificaciones metabdlicas en
ratones, incluyendo una mejora en los niveles de glucosa
en ayunas (Qiu et al., 2023), diabetes tipo 2 (Chen et al.,
2023), sensibilidad a la insulina (Vrieze et al., 2012; Wu et
al., 2023), perfil lipidico (Liang et al., 2022), peso corporal
(Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020b; Mayneris-Perxachs et
al., 2020) y varios deterioros conductuales mediados por el
sistema nervioso central (Arnoriaga-Rodriguez et al., 2021;
Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020a). Ademas de los efectos
periféricos, la microbiota intestinal también tiene un im-
pacto significativo sobre las respuestas conductuales. Varios
estudios han mostrado que la TFM procedente de donan-
tes sanos ha mejorado los sintomas de diversas condiciones
neurolégicas y psiquiatricas, incluyendo el trastorno del es-
pectro autista, el dolor neuropatico, la epilepsia, la esclero-
sis multiple, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Alzheimer y la depresién, entre otras (Vendrik et al., 2020).
Algunos de estos estudios también han puesto de manifies-
to el impacto de la microbiota intestinal en el rendimiento
cognitivo. Asi, los individuos con mala memoria presenta-
ban una baja diversidad microbiana, lo que subraya esta
comunicacion bidireccional entre el intestino y el cerebro
en el control cognitivo (El-Sayed et al., 2021). En ratones,
el deterioro cognitivo inducido por antibiéticos fue rever-
tido mediante el uso de dos cepas bacterianas diferentes a
través de la produccién de neurotransmisores y la actividad
antioxidante (Yarullina et al., 2024). El ejercicio, uno de
los principales moduladores de la microbiota, muestra un
potencial para aliviar los déficits hipocampales inducidos
por la microbiota. De hecho, los ratones tratados con anti-

Efecto del trasplante de microbiota fecal sobre la conducta tipo ansiedad y la conducta tipo
depresion en ratones. A. Tiempo (%) en el centro de la prueba de campo abierto.
B. Tiempo de inmovilidad (s) durante la prueba de suspension por la cola
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biéticos muestran inflamacion de bajo grado y déficits en la
conducta inducida por la separacién, que fueron mitigados
mediante el ejercicio (Nicolas et al., 2024). En otro estudio,
el deterioro cognitivo inducido por antibiéticos fue reverti-
do mediante el uso de dos cepas diferentes de Lactobacillus
a través de la produccion de neurotransmisores y actividad
antioxidante (Yarullina et al., 2024). De manera similar, en
nuestro estudio, demostramos que el tratamiento con an-
tibidticos indujo déficits cognitivos que fueron mejorados
mediante el trasplante de microbiota, independientemente
de las puntuaciones de flexibilidad cognitiva de los donan-
tes humanos, confirmando tanto el efecto perjudicial de los
antibioticos como el efecto crucial de la recolonizacion de
la microbiota sobre el rendimiento cognitivo.

Previamente encontramos que la microbiota intestinal
de donantes obesos conducia a deterioros en la memoria
de trabajo y la memoria a corto plazo. Este deterioro cogni-
tivo se asocio con el metabolismo del triptoéfano relaciona-
do con la microbiota (Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020a).
Otros estudios han demostrado que las arqueas metanoge-
nas se correlacionaban con un mejor rendimiento cogniti-
vo, mientras que la TFM procedente de seres humanos que
contenian mayores cantidades del arquea M. smuthu produ-
jo un mejor control inhibitorio en ratones (Fumagalli et
al., 2025). Ademas, los virus también desempefian un pa-
pel crucial en la funcién de la microbiota intestinal, ya que
niveles mas altos de Caudovirales en humanos se asocia-
ron con funciones ejecutivas y memoria verbal mejoradas.
De manera interesante, la TFM procedente de donantes
humanos con niveles altos de Caudovirales mejord la me-
moria a corto plazo y la memoria emocional en ratones
(Mayneris-Perxachs et al., 2022b), mientras que la TFM
de individuos portadores de Blastocystis deteriord la funcién
cognitiva en ratones (Mayneris-Perxachs et al., 2022c).
Por el contrario, otro estudio mostré que un microorga-
nismo eucariota encontrado en el intestino, concretamen-
te Blastocystis, indujo déficits en la funciéon ejecutiva junto
con alteraciones adicionales en la microbiota intestinal. El
deterioro cognitivo relacionado con la obesidad se vinculd
a la expresion génica del tejido adiposo responsable de la
alteracion de la funcién cognitiva (Oliveras-Cailellas et al.,
2023). En nuestro estudio, hemos demostrado que el tras-
plante de microbiota procedente de sujetos obesos (IMC
superior a 30) con alta y baja flexibilidad cognitiva mejord
de manera diferencial la memoria a corto y largo plazo en
funcién de la dieta. Especificamente, la TFM procedente
de donantes con flexibilidad cognitiva deteriorada mejord
la memoria a corto plazo Unicamente en los ratones ali-
mentados con dieta estandar y la memoria a largo plazo en
los ratones alimentados con dieta alta en grasas. En con-
traste, la TFM procedente de donantes con puntuaciones
Stroop altas mejoré significativamente la memoria a largo
plazo independientemente de la dieta. No se observaron
efectos significativos en la memoria de trabajo, que refleja

fuertemente la flexibilidad cognitiva, lo que indica que el
rendimiento de la memoria, mas que la flexibilidad cog-
nitiva, podria ser modulado por modificaciones de la mi-
crobiota. Contrariamente a nuestros hallazgos, un estudio
previo demuestra coherencia en los resultados cuando la
TEFM procedente de humanos obesos con control inhibito-
rio deteriorado condujo a alteraciones similares en la prue-
ba de inversion (Arnoriaga-Rodriguez et al., 2021), lo que
suglere que podrian realizarse pruebas conductuales mas
amplias para evaluar la flexibilidad cognitiva y el control
inhibitorio en futuros experimentos.

La dieta occidental es un patrén alimentario poco salu-
dable caracterizado por el consumo de alimentos altamen-
te palatables ricos en azdcares y grasas. Debido a su alta
palatabilidad, es la principal causa de pérdida de control de
la ingesta, obesidad y el desequilibrio microbiano asociado
(Burokas et al., 2018; Espinosa-Carrasco et al., 2018; Man-
cino et al., 2015; Martin-Garcia et al., 2010; Samulénaité
et al., 2024). En este estudio, la exposicién a una dieta alta
en grasas no indujo un fenotipo obeso en los ratones. Por
el contrario, la combinacion del tratamiento con antibié-
ticos y la dieta alta en grasas condujo a una disminucién
significativa del peso corporal. Mientras tanto, los grupos
TFM, independientemente del contenido de la microbiota,
mostraron un peso corporal intermedio, significativamente
mayor que en los ratones tratados con antibidticos, pero
menor en comparacion con el control alimentado con dieta
rica en grasas. Este efecto relacionado con los antibidticos
ya habia sido descrito (Luo et al., 2023), sugiriendo una
explicacion de por qué no se obtuvo el fenotipo obeso, a
pesar de la ingesta de una dieta alta en grasas. La duracion
del protocolo y los procedimientos continuos de TFM tam-
bién podrian haber contribuido al fenotipo sin aumento de
peso. Por otro lado, una dicta alta en grasas disminuy6 sig-
nificativamente la ingesta de agua, el nimero de rearings y
la actividad locomotora total, lo cual coincide con estudios
previos (Bjursell et al., 2008; Volcko et al., 2020; Yokoya-
ma et al., 2020). La composicion de la microbiota también
alter6 la actividad locomotora. En este sentido, los ratones
tratados con antibidticos y alimentados con dieta rica en
grasas mostraron un aumento sustancial en la actividad lo-
comotora total y en los rearings, lo cual es coherente con
el menor peso corporal de estos ratones. Este aumento en
la actividad locomotora fue aliviado por la TFM de do-
nantes con baja flexibilidad cognitiva, pero no por la TFM
de donantes con alta flexibilidad cognitiva, aunque se ob-
servo una tendencia hacia una menor actividad. A pesar
de no observarse diferencias significativas en la ingesta, los
ratones alimentados con dieta alta en grasas aumentaron
significativamente la ingesta calérica, indicando cambios
en la conducta alimentaria asociados a la obesidad. Sin
embargo, esto no fue suficiente para alterar el peso corpo-
ral. La exposicion a alimentos palatables también puede
inducir alteraciones en el sistema de recompensa cerebral,
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contribuyendo a la pérdida de control de la ingesta (Ber-
ding et al., 2021; Martin-Garcia et al., 2011; Requena et
al., 2018). De hecho, la palatabilidad de los alimentos es un
componente clave en el desarrollo de la adiccién a la comi-
da, ya que los ratones mantuvieron un condicionamiento
operante estable principalmente cuando la respuesta era
reforzada por pellets altamente palatables con sabor a cho-
colate (Garcia-Blanco et al., 2022). Sin embargo, a pesar
del solapamiento entre obesidad y adiccién a la comida, se
revel6 un perfil de microbiota distinto entre mujeres obesas
con o sin adiccién a la comida (Dong et al., 2020). Ade-
mas, las funciones ejecutivas suelen estar deterioradas en
la adiccion a la comida, lo que contribuye a un mayor so-
breconsumo. De manera interesante, los individuos obesos
también presentan un mal control inhibitorio, que corre-
laciona positivamente con cambios potencialmente perju-
diciales en la microbiota intestinal, mientras que se obser-
varon correlaciones negativas con microbiota beneficiosa
tanto en humanos como en ratones (Arnoriaga-Rodriguez
et al., 2021; Castells-Nobau et al., 2024; Samulénaité et
al., 2024).

En resumen, este estudio destaca la interaccion entre la
alteracion de la flexibilidad cognitiva relacionada con la
pérdida de control de la ingesta y las alteraciones de la mi-
crobiota intestinal. Hemos demostrado que la microbiota
desempefia un papel crucial en el rendimiento cognitivo,
ya que los ratones con microbiota depletada mediante an-
tibidticos presentaron una memoria a corto y largo plazo
sustancialmente deteriorada. Ademas, la microbiota rela-
cionada con el fenotipo de flexibilidad cognitiva en huma-
nos produce cambios cognitivos importantes mediante la
TFM en ratones que dependen de la exposicién dietética.
Estas respuestas cognitivas estan estrechamente relaciona-
das con la pérdida de control de la ingesta, que conduce
al sobrepeso y la obesidad. Considerando la falta de estra-
teglas terapéuticas efectivas para combatir la pérdida de
control de la ingesta, nuestros resultados podrian abrir una
nueva perspectiva terapéutica para futuras estrategias ba-
sadas en la microbiota dirigidas a este trastorno conductual
y a sus comorbilidades relacionadas.

A pesar de estos resultados, nuestro estudio presenta cier-
tas limitaciones. En primer lugar, los grupos control no ex-
plican completamente los efectos observados. Otro grupo
control con ratones pretratados con antibiéticos que recibie-
ran autotrasplante y un grupo experimental adicional que
recibiera TFM de un donante con control inhibitorio inter-
medio podrian proporcionar mas explicaciones para los re-
sultados obtenidos. Ademas, utilizamos tinicamente ratones
machos en nuestro estudio, aunque los donantes humanos
eran de ambos sexos. Finalmente, podrian implementarse
mas pruebas conductuales para investigar la flexibilidad cog-
nitiva en ratones y obtener una mejor comprensién de c6mo
la microbiota intestinal afecta a la flexibilidad cognitiva.
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