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Resumen

El neurodesarrollo en infantes se ve modulado por multiples condiciones bioldgicas, entre las que
destaca la microbiota intestinal, estrechamente asociada con el eje intestino-cerebro, una red de
comunicacioén bidireccional mediada por metabolitos como los acidos grasos de cadena corta, y
aminoacidos de cadena ramificada. El nacimiento tras una amenaza de parto prematuro puede
inducir una maduracion atipica de esta microbiota, lo que se ha asociado con un incremento en
la prevalencia del trastorno del espectro autista.

El presente trabajo aborda como las variaciones microbiolégicas y metabdlicas pueden diferir
entre nifios nacidos tras una amenaza de parto prematuro en comparacion con un grupo control,
respecto a los 6 y 12 meses. Para ello, se realizaron analisis de correlacion entre estas variables
biolégicas, para posteriormente realizar un estudio individualizado. Finalmente, se integraron las
posibles variaciones psicolégicas asociadas a problemas en el neurodesarrollo y la deteccion de
sintomas asociados al trastorno del espectro autista.

Los analisis mostraron como en el caso de los neonatos prematuros, existe una menor
conectividad entre las variables biolégicas. En el resto de las evaluaciones se pudo observar
cémo diferentes compuestos presentaban tendencias diferenciadas. En el ambito psicolégico se
encontraron ciertas especies bacterianas significativas como factores protectores, pero no se
evidenciaron diferencias entre el tipo de muestra, sexo o edad gestacional.

En conclusion, los resultados sugieren una diferencia entre ambos grupos, siendo esta mas
relevante al elaborar una correlacion, pudiendo perderse la fuerza de efecto al eliminar variables,
siendo este un factor relevante para estudios futuros.

Palabras clave: eje intestino-cerebro, amenaza de parto prematuro, neurodesarrollo, acidos
grasos de cadena corta, aminoacidos de cadena ramificada, Bifidobacterium spp.
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Abstract

Neurodevelopment in infants is modulated by multiple biological conditions, most notably the gut
microbiota, which is closely linked with the gut-brain axis, a bidirectional communication network
mediated by metabolites, particularly short-chain fatty acids and branched-chain amino acids.

Current evidence suggests that microbiota profiles may influence several processes involved in
early neuropsychological development, which can be altered in preterm births due to atypical
microbiota maturation. This could partly explain the increased prevalence of autism spectrum
disorder in preterm births.

The present study explores how microbiological and metabolic variations may differ between
children born after threatened preterm labor and a control group at 6 and 12 months of age. The
study was conducted through correlation analyses between biological variables, followed by
assessments of each factor. Finally, psychological variables associated with neurodevelopment
outcomes and autism spectrum disorder symptoms were also included.

The analyses showed that preterm infants presented lower connectivity between biological
variables. In the remaining evaluations, different compounds showed distinct trends. Regarding
the psychological analysis, certain species were identified as potential protective factors;
however, no differences were observed according to sample type, sex, or gestational age.

Overall, the results suggest differences between both groups, which become more evident when
performing correlation analyses. This indicates that effect sizes may be reduced when variables
are analyzed individually or removed from the model, which should be considered in future
studies.

Keywords: gut-brain axis, threatened preterm labor, neurodevelopment, short-chain fatty acids,
branched-chain amino acids, Bifidobacterium spp.
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1 Introduccion

La Amenaza de Parto Prematuro (APP) se caracteriza por la presencia de contracciones
uterinas regulares y dolorosas (Campos-Berga et al., 2025), ademas de cambios cervicales que
pueden derivar en un nacimiento prematuro o pretérmino (NP) si no se trata adecuadamente.
Estos NP han aumentado en los ultimos afos, afectando, segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), a mas de 10 millones de personas (Bradley et al.,, 2025), siendo una de las
principales causas de muerte en menores de 5 anos.

Gracias a los avances en el campo de la neonatologia, las tasas de supervivencia tras el
NP han aumentado en los ultimos afios. Sin embargo, como consecuencia de esto, se ha
detectado también un aumento de los casos de trastornos de neurodesarrollo (ND) destacando
principalmente el Trastorno del Espectro Autista (TEA) (Song, 2023). Asi pues, la deteccién
temprana de esta poblacion de riesgo de nifios nacidos tras una APP puede generar nuevas vias
de diagnostico e intervencion precoz de este tipo de trastornos (Botelho et al., 2024).

El TEA es una condicion caracterizada principalmente por la presencia de problemas en
la interaccion social, y patrones de comportamiento, intereses y actividades restringidos y
repetitivos; sumados a alteraciones sensoriales como la hiperreactividad e hiporreactividad
(Tafolla et al., 2025). Esta condicion se manifiesta durante la nifiez y se mantiene durante el
desarrollo de la persona que la presenta (Leisman & Melillo, 2025), afectando a su
funcionamiento durante toda su trayectoria vital. Afecta a 61,8 millones de personas en todo el
mundo, (Santomauro et al., 2025) y su prevalencia es 4 veces mayor en hombres que en mujeres
(Botelho et al., 2024).

Para su diagndstico, ademas de la vertiente clinica —que requiere profesionales
especializados y el uso de diversos cuestionarios que analizan el comportamiento de los infantes
en distintas etapas de desarrollo—, existen distintos tipos de pruebas a nivel bioldgico. Entre
estas destacan el andlisis por resonancia magnética, que permite apreciar los cambios
morfolégicos a nivel cerebral, o el analisis de fluidos como la sangre o la saliva (Frye et al., 2019).
Ademas, recientemente han surgido nuevos biomarcadores asociados a la microbiota,
destacando el género Bifidobacterium por su actividad protectora; estas bacterias pueden actuar
conjuntamente sobre la produccion de diferentes metabolitos, como el acido acético, un acido
graso de cadena corta (del inglés, Short Chain Fatty Acid, SCFA) (Taniya et al., 2022).

1.1Diagnéstico de APP y clasificacion de los NP

La deteccion de la APP se puede realizar mediante biomarcadores con el objetivo de
prevenir el NP a través del tratamiento médico. Asimismo, existen otros factores que pueden
favorecer el diagnéstico temprano, como la historia clinica, ya que el hecho de haber tenido un
NP previo aumenta las probabilidades de que se repita el suceso. No obstante, en casos de
gestantes asintomaticas, sin un historial médico-obstétrico relevante o antecedentes familiares,
la deteccion de las APP puede resultar mas compleja (Branch et al., 2020).

Ademas, la evolucién del embarazo y la aparicién de complicaciones, como la diabetes
gestacional, pueden suponer un riesgo (Tan et al., 2025). A ello se le suma el incremento de
marcadores metabdlicos, como el acido propiénico, acido isobutirico, &cido caproico y acido
heptanoico, siendo todos estos SCFA (Hur et al., 2024). Simultaneamente, la presencia de otros
factores como polimorfismos en genes especificos (Kadivnik et al., 2024) junto con factores
ambientales y sociales también aumenta el riesgo (Campos-Berga et al., 2025; Chen et al., 2022;
Williams et al., 2025).
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El desarrollo de las APP se asocia a la aparicion de Patrones Moleculares Asociados a
Patégenos (del inglés, pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) en el caso de la
presencia de infeccion, y Patrones Moleculares Asociados al Dafio (del inglés, damage-
associated molecular patterns, DAMPs) asociados a otros factores modulables por efectos
sociales o ambientales (Habelrih et al., 2024). Tanto los PAMPs como los DAMPs activan la
sefalizacion celular inflamatoria mediada por los receptores tipo Toll, lo que genera nuevos
mediadores proinflamatorios asociados al riesgo de presentar una APP.

Asimismo, los NP pueden clasificarse segun la edad gestacional (Mead et al., 2023;
Beernink et al.,, 2023), dividiéndose en: extremadamente tempranos (<28 semanas), muy
tempranos (28-32 semanas) o tardios (32-36+6 semanas de gestacion). En estos grupos, existe
una relacién inversamente proporcional entre el tiempo de gestacion y la presencia de problemas
en el ND y otras afecciones psicomotoras (Campos-Berga et al., 2025).

Esta asociacion también se ha observado en analisis protedmicos en madres realizados
en otros estudios (Paquette et al., 2023), donde se ha evidenciado un aumento de sefiales cuanto
mas pronto se producia el parto. Por otro lado, el riesgo que los NP presentan aumenta cuando
el peso del neonato es inferior a los 1500 gramos; asociandose a dafios como déficits cognitivos,
sordera grave, problemas de vision y alteraciones a nivel psicomotor (Lugli et al., 2020).

1.2 Relacién entre APP y prevalencia del TEA en estudios previos

Las APP desencadenan reacciones inflamatorias en el cuerpo de la madre, produciendo
cambios fisiolégicos que pueden alterar el proceso de la gestacién. Diversos estudios
longitudinales (Campos-Berga et al., 2022; Navalén et al., 2024; Ghosn et al., 2022) han
determinado la posible relacion entre el NP junto con otros problemas durante el embarazo y la
presencia de sintomatologia propia del TEA (Figura 1).

Estrés prenatal
Inflamacién materna

Activacién inmunoldgica
Estrés oxidativo
Cambios metabdlicos

Estrés prenatal
Cambios metabdlicos
Alteraciones colonizacion
microbiana
Cambios en el cerebro fetal

Complicaciones prenatales Condiciones premérbidas Trastornos en el neurodesarrollo
Parto prematuro Alteraciones psicomotrices Trastorno del espectro autista
Peso nacimiento <1.500g Problemas socioemocionales Déficit de atencién/ e
Tipo de parto Alteraciones en el hiperactividad
Amenaza de parto prematuro neurodesarrollo

Figura 1. Esquema ilustrativo sobre cémo las APP impactan sobre el neurodesarrollo del infante con una
manifestacién que evoluciona en las distintas etapas de su vida. Figura de elaboracién propia adaptada de
Campos-Berga et al. (2025).

Para comprender esta relacién, es importante destacar que parte de la etiologia asociada
a la APP se relaciona con la activacion de rutas inflamatorias en la madre durante el embarazo.
Estas, a su vez, se han relacionado con la presencia de TEA durante el desarrollo del infante.
Esta activacion de la inflamacién materna se caracteriza por la activacion de componentes del
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sistema inmunitario, como anticuerpos, microglia y citoquinas, que se encargan de desencadenar
una respuesta inmunolégica y pueden interferir con el ND del neonato (Mohebalizadeh et al.,
2024).

Concretamente, Campos-Berga et al. (2022) concluyeron que, tras una APP, tanto los
nifos nacidos de forma prematura como los que habian nacido a término, presentaban una
mayor alteracion en el ND a los 6 meses de edad corregida. En cuanto a la sintomatologia,
obtuvieron una puntuacion inferior respecto al control en las areas del temperamento, evaluadas
mediante el IBQ-T (del inglés, Infant Behaviour Questionnaire-Revised) y desarrollo psicomotor,
evaluadas mediante el ASQ-3 (del inglés, Ages & Stages Questionnaires). Estos resultados
sugieren que el estrés que sufre la madre durante el ingreso por APP puede tener un impacto
directo sobre la sintomatologia que desarrolla la descendencia.

En este contexto de deteccién de alteraciones tempranas del desarrollo, también destaca
el CSBS (del inglés, Communication and Symbolic Behaviour Scale) de Wetherby et al. (2002).
Este cuestionario esta disefiado para evaluar habilidades comunicativas tempranas, previas a la
aparicion del habla. Para ello se basa en el analisis de diferentes predictores, como el uso de la
mirada u objetos, o la comprensién de palabras. Lo que lo convierte en una herramienta de
cribado de amplio espectro, altamente relacionada con la deteccion del TEA (Dudova et al.,
2014), y que sirve de base para los estudios longitudinales.

En esta misma linea, Ghosn et al. (2022) evaluaron la trayectoria de nifios nacidos tras
una APP desde los 6 hasta los 30 meses, para detectar la presencia de sintomas asociados al
TEA. En este periodo, se observé que los lactantes que a los 6 meses presentaban un peor
rendimiento en las areas de comunicacion y resolucion de problemas, tenian un mayor riesgo de
presentar sintomas asociados al TEA, asi como dificultades para comunicarse. Ademas, el
estudio destacé de manera significativa que los altos niveles de ansiedad materna tras el
diagndstico de APP se asocian a la presencia de TEA en el desarrollo del nifio.

Complementariamente, en un estudio posterior con los nifios evaluados a los 30 meses
de edad corregida, se evidencié como los prematuros muy tempranos presentan dificultades para
la resolucidn de problemas, asi como un peor desempefo de la motricidad gruesa, respecto al
grupo control (Campos-Berga et al., 2025).

El estudio de Navalén et al. (2024) propuso un seguimiento longitudinal hasta los 6 afios
de edad, con el objetivo de evaluar el impacto del NP sobre el ND. Aunque los autores
consideraron que un entorno socio-familiar favorable podia modificar el ND del nifio, en
comparacion con el grupo control, se evidencio que el NP afectaba negativamente al ND, lo que
sugiere que el NP puede dejar secuelas persistentes en los primeros afios de vida.

Otros estudios, como Peltier et al.(2025) y Yang et al. (2025), consideran el NP como un
factor de riesgo relevante para el diagnéstico del TEA. En dichas investigaciones se excluy6 a
madres con patologias asociadas al ND como el TEA o la depresién posparto para evitar falsos
positivos asociados a las APP. Finalmente, cabe destacar que aunque la prevalencia del TEA se
asocie 4 veces mas a hombres que a mujeres, la presencia de una APP incrementa la incidencia
de trastorno independientemente del sexo, con una asociaciéon acentuada en mujeres (Yang et
al., 2025).

1.3 Eje intestino-cerebro y desarrollo del TEA

El eje intestino-cerebro constituye una via de comunicacién bidireccional que vincula la
aparicién de trastornos del ND, como el TEA, con la microbiota. Segun la composicién de la
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microbiota, se ha visto que puede incrementar el riesgo de presentar TEA ademas de modificar
la intensidad de los sintomas en el paciente (Miynarska et al., 2025; Taniya et al., 2022).

El microbioma se compone de entre 10'® y 10" microorganismos; dentro de este, se
estima que hay de 300 a 1000 especies de bacterias distintas (Yang et al., 2025). En este
ecosistema, la disminucién de bacterias asociadas a una microbiota saludable, como las
Bifidobacterium , se asocia a la aparicion de sintomas asociados al TEA por su relacién con el
GABA, que es uno de los principales neurotransmisores inhibitorios del sistema nervioso central.
Este neurotransmisor participa en la regulacion neurolégica y puede verse influido por
metabolitos generados, por bacterias como Lactobacillus brevis y Bifidobacterium dentium .

Asimismo, se deben tener en cuenta los metabolitos que estas bacterias pueden producir.
Entre los mas estudiados por su implicacién fisiopatolégica con el autismo estan los SCFA. Uno
de los mas destacados es el acido butirico, relacionado con la regulacién de las histonas
deacetilasas (del inglés, histone deacetylases, HDACs), generando su inhibicion (Taniya et al.,
2022).

Cerebro Intestino
nexsranuioors
| 1/- 1 :: g \‘} s Desarrollo normal Desarrollo atipico
‘\{* { QJ; ° e ) o L]
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|\ e Estresores ambientales

5 € « Presencia de bacterias comensales o Presencia de bacterias oportunistas
» Entorno psicosocial como Bifidobacteriumy Lactobacillu Escherichia coliy Klebsiella pneumoniae
» Regulacion eje HPA » Actividad céulas T reguladoras » Activacion sistema inmunitario
» Homeostasis de SCFA y BCAA » Alteracion composicion SCFA y BCAA

Figura 2. Representacion del eje intestino-cerebro y comparacién entre un desarrollo de colonizaciéon
adecuado y un desarrollo atipico. llustracion realizada por elaboracién propia utilizando Biorender.

Estos SCFA, principalmente el acetato, propionato y butirato, se producen en el colén
mediante la fermentacion bacteriana mediante alimentos ricos en fibra. A su vez, estos
metabolitos participan en la modulacién de las células T reguladoras, encargadas de mantener
la homeostasis inmunoldgica; viéndose el caracter bidireccional del eje, como se puede ver en
la Figura 2. Ademés, estos compuestos presentan una produccién enddégena limitada,
presentando una dependencia de la microbiota, convirtiéndolos en metabolitos esenciales
(Ramos-Garcia et al., 2022). Asimismo, su presencia ejerce un efecto protector, con el desarrollo
de cepas beneficiosas como las bifidobacterias, no solo por su metabolismo, sino también por
presentar un efecto protector frente a patégenos (Zheng et al., 2013).
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También destacan otros metabolitos, en este caso derivados de Aminoacidos de Cadena
Ramificada (del inglés, Branched-chain Amino Acids, BCAA), grupo compuesto por los
aminoacidos esenciales: leucina, isoleucina y valina (Taniya et al., 2022) los cuales actian como
transmisores para el cerebro y érganos periféricos (Zheng et al., 2013). Estudios previos han
destacado un aumento de estos en sangre en pacientes con TEA siendo este independiente del
sexo, la edad o el indice de masa corporal que presente el paciente (Gao et al., 2024). Esta
alteracion se asocia a cdmo son capaces de actuar sobre el sistema nervioso y la relacion que
presenta la ruta de sefializacion mTORC1, activada por leucina o isoleucina principalmente (Li
et al., 2026; Ramos-Garcia et al., 2022).

1.4 Desarrollo de la microbiota

La composicion de la microbiota del feto comienza a definirse durante la gestacion,
estando estrechamente asociada al microbioma que presenta la madre. En el momento del parto,
se ve enriquecida de forma distinta segun la via de nacimiento: el parto vaginal aporta una
microbiota rica en Lactobacillus, propia del microbioma vaginal; mientras que, en el caso de las
cesareas, hay contacto con microorganismos de la piel y del ambiente, lo que puede ralentizar
la maduracion de la microbiota intestinal (Taniya et al., 2022).

Durante la infancia, la microbiota va evolucionando hasta que se estabiliza entre los 2 y
3 afos de vida, viéndose alterada en los casos de NP. Estudios sobre la colonizacion tras el
nacimiento, han detectado que esta alteracion puede favorecer la disbiosis en el tracto
gastrointestinal, lo que aumenta la probabilidad de infecciones por microorganismos
oportunistas, como Klebsiella pneumoniae o Escherichia coli (Khan et al., 2023).

Asimismo, la disbiosis puede aumentar la permeabilidad intestinal, permitiendo que
compuestos microbianos, como los lipopolisacaridos, entren en el torrente sanguineo y causen
una respuesta inflamatoria cuando son detectados por el sistema inmunitario (Milynarska et al.,
2025). Estas respuestas inflamatorias pueden dar lugar a alteraciones en el neurodesarrollo
debido a su asociacion con los cambios epigenéticos inducidos por el estrés celular, lo que ya se
asociaba a la prevalencia del TEA tras las APP durante la gestacion (Leisman & Melillo, 2025).

Por ultimo, uno de los factores que pueden verse relacionados con el eje intestino-
cerebro es la epigenética, que se define como modificaciones genéticas dinamicas que alteran
la expresién genética sin modificar la secuencia del ADN (Tremblay & Jiang, 2019). En modelos
animales, se ha evidenciado que, al administrarles microbiota de pacientes con TEA, estos han
experimentado cambios en los mecanismos epigenéticos, incluyendo cambios de expresion
geénica y splicing alternativo en comparacion con los controles (Sharon et al., 2019).

La epigenética también se ha vinculado a los SCFA, especialmente el acido butirico,
pudiendo inducir modificaciones epigenéticas mediante la inhibicion de histonas deacetilasas
(Taniya et al., 2022). No obstante, segun la evidencia actual, también puede estar asociado al
control de las metilaciones del DNA y la modificacién de la expresién de distintos miRNAs (Yang
et al., 2025). Otros SCFA, como el acido propidnico y el acido acético, también pueden modular
las HDAC:s e influir en el correcto funcionamiento de distintos sistemas (Stilling et al., 2014).

1.5 Relevancia del estudio

Con todo esto, y a pesar de que se ha evidenciado como el estrés materno durante el
segundo y tercer trimestre de embarazo puede aumentar el desarrollo de TEA en la
descendencia (Frye et al., 2019), la caracterizacion de esta relacion en neonatos resulta compleja
debido a la alta variabilidad del desarrollo postnatal (Navalon et al., 2024; Hodge et al., 2024).
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No obstante, la actual carencia de biomarcadores fiables que integren estas variables constituye
un punto de partida para investigar la etiologia de la afeccion.

Identificar una correlacion entre el estrés de la APP y el diagndstico del TEA puede servir
para el estudio de su causa, que sugiere una etiologia de origen prenatal. Investigaciones previas
con iPSC y muestras de cerebro post mortem indican que el TEA puede originarse durante el
desarrollo intrauterino (Courchesne et al., 2019), coincidiendo con la colonizacién microbiana
prenatal que se produce en la placenta y el liquido amnidtico, siendo el periodo gestacional y
postnatal de gran relevancia para su desarrollo (Taniya et al., 2022).

Sin embargo, en la literatura se indica que hay un vacio debido a la escasez de
investigaciones longitudinales capaces de analizar una correlacion a largo plazo entre los
biomarcadores asociados a la APP (Navalén et al., 2024). Ademas, el estudio de estos
biomarcadores se dificulta por la complejidad de su estudio, que aumenta debido a la falta de
protocolos no invasivos que permitan la obtenciéon de muestras.

Por ello, con este estudio se busca obtener un modelo de biomarcadores que permita
detectar como influyen de forma temprana las APP en distintas areas asociadas a procesos de
ND vy, por tanto, relacionadas con la presencia de sintomas asociados al TEA. Al identificar como
estos parametros cambian en el tiempo, sirviendo como herramienta predictiva, se establecen
nuevas lineas de diagnéstico que faciliten el tratamiento y la gestion médica de los pacientes,
mediante un analisis integral que busque comprender cdmo se produce esta condicién en los
primeros meses de vida.

Asimismo, se pretende poder aportar resultados relevantes relacionados con el Objetivo
de Desarrollo Sostenible (ODS) 3 — Salud y Bienestar. Segun la Organizacién de las Naciones
Unidas (ONU), concretamente el punto 3.4 cuya meta busca que para 2030 se reduzca en un
tercio la mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles mediante la prevencién y el
tratamiento y promover la salud mental y el bienestar.
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2 Hipotesis

Los perfiles de microbiota intestinal y la concentracion de SCFA y BCAA durante el primer
afio de vida difieren entre neonatos nacidos tras una APP y controles sanos, y estas diferencias
se asocian con alteraciones en el ND evaluado mediante las escalas ASQ-3 y CSBS.

2.1 Hipétesis especificas

1.

La abundancia relativa de Bifidobacterium spp. y las concentraciones de
SCFA/BCAA presentaran diferencias significativas entre nifios nacidos tras una
APP y controles a los 6 y 12 meses de edad corregida.

La correlacion entre los perfiles de microbiota y los niveles de SCFA/BCAA sera
menos intensa en el grupo APP que en el grupo control, reflejando una posible
desregulacion del eje microbiota-metabolito tras la APP.

Determinadas especies de Bifidobacterium y SCFA/BCAA se asociaran de forma
significativa con el rendimiento en los dominios del ASQ-3 y del CSBS, pudiendo
actuar como factores de riesgo o proteccion para el neurodesarrollo.

3 Objetivo general

Evaluar si los perfiles de microbiota intestinal y las concentraciones de SCFA y BCAA en
el primer afo de vida difieren entre nifios nacidos tras una APP y controles, y analizar su
asociacion con el neurodesarrollo infantil medido mediante las escalas ASQ-3 y CSBS.

3.1 Objetivos especificos

1.

Describir y comparar los perfiles de abundancia relativa de Bifidobacterium spp. y
las concentraciones de SCFA/BCAA en heces entre nifios nacidos tras una APP y
controles a los 6 y 12 meses de edad corregida.

Analizar las correlaciones entre los perfiles de microbiota y los niveles de
SCFA/BCAA en cada grupo, evaluando si la relacion entre ambos bloques de
variables biolégicas difiere entre APP y controles.

Evaluar, mediante regresion logistica lineal y binomial, la asociaciéon entre los
perfiles bioldgicos (microbiota y SCFA/BCAA) y el riesgo de presentar alteraciones
en cada dominio del ASQ-3 y del CSBS, ajustando por edad gestacional y sexo,
mediante un analisis exploratorio.
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4 Metodologia

En este apartado se van a especificar los diferentes procesos llevados a cabo para la
recoleccion de muestras, su preparacién y su posterior analisis longitudinal.

4.1 Recoleccion de muestras

Las muestras analizadas en el presente trabajo pertenecen a la cohorte PeriSTRESS
compuesta por una N=288 (APP = 184 y controles = 104) (ver Tabla 1 para criterios de inclusion
y exclusién de la muestra) que ha sido evaluada en distintos tiempos: TO, reclutamiento tras
diagndstico de APP; T1, 24-48h tras nacimiento; T2, 40 semanas de edad corregida; T3, 6 meses
de edad corregida; T4, 12 meses de edad corregida; T6, 24 meses de edad corregida. Durante
estos tiempos, se obtuvieron muestras de heces, tanto de las madres como de los hijos, asi como
datos de evaluaciones del neurodesarrollo. Al tratarse de un estudio longitudinal de una cohorte
sin solucion de continuidad, parte de las muestras a analizar ya habia sido obtenida y analizada
en estudios previos. Para el estudio se tendran en cuenta unicamente las muestras de heces de
los neonatos extraidas en los periodos T3 y T4.

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion de la cohorte PeriSTRESS. Tabla de elaboracién propia.

Criterios de inclusién Criterios de exclusién
Diagnéstico APP entre las semanas 23 y 34 APP iafrogénica derivado en una
embarazo APP idiopdtica o PPROM secundaria enfermedad médica mayor
Sintomas Conftracciones uterinas y cambios en el | Complicaciones  obstétricas  graves
tamano cervical (longitud <25mm) (dilatacion cervical >4 cm,
desprendimiento de placenta,

restriccién del crecimiento intrauterino,
parto obstruido, preeclampsia y signos
clinicos de infeccién)

Diagnésticos Barreras del lenguaje significativas de los
previos/antecedent padres
es familiares Antecedentes de afecciones médicas

graves y/o discapacidad funcional
Diagnéstico actual de un trastorno
psiquidtrico en ambos padres, riesgo de
abuso o dependencia de sustancias y
consumo de tabaco

Oftros Nacidos a término con hemorragia
infraventricular severa (grado lll o V)
Con malformaciones congénitas,
cromosomopatia, discapacidades
posnatales graves o frastornos
neuroldgicos.

4.2 Evaluacion neuropsicologica de los pacientes

Una vez producido el parto, los pacientes se clasificaron nuevamente segun el momento
de parto pudiendo ser: “Extremadamente Tempranos”, “Muy Tempranos”, “Tardios” y “Nacidos a
Término”.

Durante el periodo T3 se utilizé el CSBS de Wetherby et al. (2002), cuestionario asociado
al diagndstico del autismo disefiado para evaluar la comunicacién social y el desarrollo simbdlico
en nifios de entre 6 y 24 meses. Se centra en tres bloques: compuesto social (uso de gestos, o
miradas), compuesto del habla (capacidad de producir sonidos y uso de palabras) y compuesto



ue

Universidad
Europea

simbdlico (comprensién y uso de objetos). El CSBS consta de dos posibles respuestas, siendo
estas: “no preocupante” y “preocupante”.

Ademas de este, se utilizé el ASQ-3, comentado previamente, donde se evalian 5
parametros: comunicacion (comprension y expresion), motricidad gruesa (movimientos amplios),
motricidad fina (coordinacion y destrezas), resolucion de problemas (capacidad cognitiva para
afrontar obstaculos) y el personal-social (habilidades personales y sociales y autonomia)
(Squires et al., 2009). Este cuestionario evalla la evolucion en distintas areas del desarrollo,

clasificandose en “por encima de la media”, “en la media” o “por debajo de la media”, requiriendo
estas dos ultimas monitorizacion.

4.3 Andlisis de muestras

Para evaluar la posible correlacion entre las APP y la presencia de problemas en el ND,
se analizaron las muestras de heces recogidas en las evaluaciones, con el objetivo de encontrar
biomarcadores que ayuden a identificar trayectorias del neurodesarrollo.

4.3.1 Recogiday almacenaje de muestras

En el analisis de SCFA y BCAAs las muestras se han obtenido tras la visita de los
pacientes al hospital. En este proceso se siguid el protocolo descrito previamente en Ramos-
Garcia et al. (2023). Para obtener las muestras de heces, estas se recogian directamente del
panal mediante pinzas estériles y se pasaban a dos eppendorfs diferentes, uno vacio para el
analisis de SCFA y BCAA, y otro con un estabilizador fijado con etanol/EDTA para poder analizar
su microbiota mediante vias externas. Tras esto, las muestras eran etiquetadas con el cédigo del
participante y el tiempo para refrigerarse a -80°C. En este proceso también se podia aprovechar
para recoger muestras de orina mediante discos de algodon estériles.

4.4 Materiales y reactivos

Para el andlisis de SCFA y BCAA se adquirieron de Sigma-Aldrich Quimica SL (Madrid,
Espana) los siguientes reactivos: hidréxido de sodio de grado certificado ACS, propanol (ProOH)
de grado HPLC, piridina (Py), cloroformato de propilo (del inglés, Propyl Chloroformate, PCF), y
n-hexano. Los SCFA (acido acético (299,8%), propionico (299,5%), 2-metilbutirico (298%),
butirico (299%), valérico (299%), isovalérico (299%) caproico (299%), heptanoico (299%)) y
BCAA (valina (299,5%), leucina (299,5%), isoleucina (299%).

Las soluciones estdndar y las muestras se prepararon utilizando agua ultrapura (sistema
Q-POD®, Merck KGaA, Alemania). Para el analisis en CG-MS, se utilizaron los isétopos estables
de cada SCFA y BCAA estudiados (acido acético-d4, acido propionico-d2, acido 2-metilbutirico-
d3, acido butirico-d2, acido valérico-d9, acido caproico-d3, acido heptanoico-d7, valina-d8 y
leucina-d10) siguiendo el protocolo de Zheng et al. (2013). Para el tratamiento de las muestras
también se utilizd como IS (del inglés, Internal Standard) el acido cropico-d3 (56uM) en una
solucion acuosa de NaOH 0,005M.

4.5 Tratamiento y andlisis de muestras

Las muestras extraidas se prepararon para analizarse en el espectrometro GC-MS. En
primer lugar, se realizaron las curvas de calibracion con los diferentes metabolitos. Para ello se
preparé una disolucion de BCAA en un matraz aforado de 25mL, y otra con SCFAs, en un matraz
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de 5mL ajustando la cantidad segun el metabolito afiadido. Ambas disoluciones se mezclaron
para obtener la mezcla concentrada. Ademas de la curva, se hizo el control de calidad afiadiendo
una alicuota de cada muestra en un Unico eppenforf para obtener un promedio de los metabolitos
presentes.

Posteriormente se procedié a la preparacion de las muestras. En el caso de las heces,
se necesitaba un pretratamiento, para ello se recogian 100 mg de estas y se mezclaban junto
con 1mL de NaOH (0.005 M + 56uM M Acido Caproico-d3 estandar interno). Se agité a 4°C
durante 10 min y se centrifugd por 20 min a 12.000 g. Tras esto, se extrajeron 500 uL de
sobrenadante y se transfirieron a un nuevo eppendorf con 300 pyL de agua ultrapura.

Tras este paso, se llevd a cabo la reaccion de derivatizacion de un solo paso, siguiendo
el mismo protocolo para todas las muestras. Este paso consistié en una esterificacion mediante
el PCF, paso que optimizd la cromatografia de las muestras, mejorando la ionizacion de estas y
sus propiedades fisico-quimicas, ademas de la volatilidad de estas.

Se afadieron 500 pL de 1-propanol/piridina (3:2) y 100 yL de PCF a los eppenforf con
las muestras. Estas se agitaron en vortex durante 5 segundos y se ultrasonicaron por 1 minuto;
para favorecer el escape del vapor, los tubos permanecieron abiertos. La solucién resultante se
transfirié con una pipeta Pasteur a tubos eppendorf de 2mL.

( PREPARACION MUESTRAS )
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Figura 3. Esquema representativo de la metodologia utilizada para el andlisis de SCFA y BCAA con las muestras
de heces. Esquema realizado por elaboracién propia utilizando Biorender.

Finalmente, se realizd la extraccion en dos etapas con el hexano. Para ello, se afiadieron
300 pL de hexano, se agit6é en vortex durante un minuto y se centrifugd 5 min a 2000 g, tras esto,
se recolect6 la capa superior del hexano en un nuevo eppendorf; después se hizo la segunda
extraccion afadiendo 200 yL de hexano al tubo original, nuevamente se agité en vértex y se
centrifugd con las mismas condiciones. Se volvié a recolectar la capa superior y se paso6 al
eppendorf utilizado previamente, con el objetivo de conseguir un volumen de 500 pL. Se
homogeneiz6 con el vértex por ultima vez y se transfirid al GC-MS para el analisis (protocolo
ilustrado en la Figura 3).

4.6 Andlisis metabolico de SCFA y BCAA

Las muestras se procesaron en un espectrometro de masas con cromatografia de gases
(GC-QqTOF-MS) siguiendo el protocolo estandarizado de Zheng et al. (2013). Para ello, los
metabolitos se separaron utilizando una columna HP-5ms (30 m x 250 ym i.d., 0.25 ym film
thickness, Agilent J & W Scientific, Folsom, CA). Se inyecté 1 uyL en modo Split 10:1, con un
tiempo de retraso del solvente de 2.2 min.
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La temperatura de inicio fue de 50 °C durante 2 min; tras esto, se aumentd hasta los 70
°C, (a razoén de 10 °C min™"), luego subié a 85 °C (2 °C min™"), siguié a 110 °C (5 °C min~"), y
finalmente se llegé a 290 °C (30 °C min~') y se mantuvo durante 8 min. Se utilizé una inyeccion
de helio con un flujo constante por la columna de 1 mL min-'. Las temperaturas del inyector, la
linea de transferencia y la fuente de iones por impacto electrénico se fijaron en 260, 290 y 230
°C. La energia de los electrones fue de -70 eV, y los datos del espectro de masas se recopilaron
en modo de barrido completo (m/z 30-600).

4.7 Andlisis estadistico

Una vez obtenido el perfil metabdlico de las muestras mediante GC-MS, estas se
analizaron para observar la tendencia de los datos. Se utilizaron datos longitudinales extraidos
previamente, en los que también se encontraban datos sobre la microbiota intestinal, en los que
se estudié la abundancia relativa (%) de muestras de heces de nacidos tras APP y controles para
hallar posibles conexiones relevantes en relacién con el eje intestino-cerebro. En el caso de las
muestras identificadas como <LOQ, se imputd el valor minimo detectado de cada metabolito
entre V2 (Hornung & Reed, 1990).

Para el analisis estadistico se empleé Jamovi (version 2.7.4; The Jamovi project, 2025),
junto con R (version 4.4.3; R Core Team, 2025) utilizando el paquete ggplot2 (Wickham, 2011),
stringr (Wickham, 2025) y dplyr (Wickham et al., 2026) para la visualizacién de los resultados. El
analisis se dividi6 en diferentes bloques, evaluando de forma detallada cada apartado.
Inicialmente, se analizaron los datos de microbiota-metabolismo mediante la generacion de
matrices de correlacion, buscando posibles diferencias entre APP y controles; para esto se utilizé
el coeficiente de Spearman debido a la diferencia de varianzas entre muestras. Previamente, los
predictores biologicos se transformaron a puntuaciones z (media 0, DE 1) por lo que los OR
representan el cambio en Odds por cada incremento de 1 DE en la concentracién/abundancia
del compuesto.

Tras esto, se analizaron los datos de BCAA y SCFA en los distintos periodos del estudio
de forma descriptiva, buscando posibles diferencias entre grupos mediante el uso de U de Mann-
Whitney, tras realizar la prueba de Levene y ver la diferencia de varianzas. Este procedimiento
se repitié con las muestras de microbiota previamente analizadas, usando la misma prueba.

Asimismo, al tratarse de un estudio dividido en dos tiempos, el numero de pacientes vario
a lo largo del tiempo; debido a esto, surgieron pérdidas de seguimiento y la participacion
intermitente durante los distintos tiempos. Por ello, los analisis se realizaron mediante el analisis
de Modelo Lineal Mixto (MLM), donde se escogieron las variables biolégicas junto con el tipo de
muestra. También se consideraron los distintos tipos de microbiota y perfiles metabdlicos segun
el momento del parto y el sexo para las evaluaciones psicolégicas CSBS y ASQ-3.Tras realizar
estas pruebas, se aplicé la tasa de falso descubrimiento (del inglés, False Discovery Rate, FDR)
mediante el método de Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995).

Teniendo en cuenta la complejidad de cada estudio, se complicé tener el mismo namero
de muestras tanto de microbiota como de acidos para el grupo control. Para mejorar la
comprension acerca del resto de resultados; se acompafia la Tabla 2. En esta tabla se puede
observar que hubo una reduccién respecto a T3. Aun asi, el nUmero de datos entre microbiota y
metabolismo no se diferencia demasiado.

Es por ello por lo que parte de las pruebas utilizaron grupos que no coincidian entre ellos,
pero aumentaban el nimero de datos para realizar un analisis mas enriquecido.
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Tabla 2. NUmero de muestras pertenecientes a los periodos T3 y T4. Tabla de elaboraciéon propia.

Valores repetidos para T3 y T4 SCFA y BCAA (umol/g heces) Microbiota (%)

APP Control APP Control

45 11 49 17

4.8 Declaracion del uso responsable de la Inteligencia
Artificial

Durante el proceso de elaboracion de este trabajo se utilizaron herramientas de
Inteligencia Artificial para el apoyo en la tarea de redaccién y correccién. Sin embargo, la
elaboracién y revision de este corresponden integramente al estudiante.
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5 RESULTADOS

En este apartado se recogen los multiples resultados obtenidos tras la investigacion
realizada con las muestras de los neonatos en los periodos T3 y T4.

5.1 Resultados variables biolégicas agrupadas a los § meses

Con el propésito de exportar el comportamiento y las interacciones de los datos, se
construyeron matrices de correlacion representadas mediante heatmaps, para conseguir una
vision mas general. Esto se hizo comparando APP y controles en ambos tiempos (ver Anexo 1
y Anexo 2).

8. fongum subsp. Longum 0.368* -0.406"* -0.193 0.123 -0.28* -0.045 -0.253" 0.081 0.145 0.016 0.087 0.116 0.082 -0.103 0.138

B. longum subsp. Infantis 0.368" -0.229* 0.013 0.255% -0.204 0.028 -0.122 0.039 -0.091 -0.021 -0.018 0.026 -0.008 0.013 -0.046

B. animalis subsp. Animaiis -0.406" -0.220" -0.207 -0.316 -0.189 0.031 0314 0.046 0124 0.328" 0115 0.142 0.184 0.25" 0.02

8. animalis subsp. Lactis -0.193 -0.013 -0.207 -0.109 -0.159 0117 0.049 0.026 -0.132 -0.115 0.154 -0.125 -0.12 0.094 -0.008

8. bifidum 0123 0.255 -0.316™ -0.109 0.022 o -0.165 0.07 -0.057 -0.046 -0.046 -0.005 -0.067 0.018 0.02

8. breve -0.28* -0.204 -0.189 0.159 0.022 -0.308* 0.328" -0.173 -0.176 -0.231 -0.098 -0.233 -0.031 0,074 -0.103

B. adolescentis -0.045 0.028 0.031 0.117 o -0.306" 0.254* -0.005 0.042 -0.065 0.087 0.023 -0.018 0.133 -0.039

B. pseudocatenulatum 0,253 0.122 0.314 0.049 0,165 0,328 0.254* -0.007 0.205 0229 0.184 0197 0.154 -0.01 -0.068
Acelic Acid 0.081 0.039 0.046 0.026 0.07 0173 -0.005 -0.007 0.207* 0.278* 0.224* 0.151 0.098 0.16 0.528%
1sobutyric Acid 0.145 -0.091 0124 0.132 -0.057 0.176 0.042 0.205 0.207" 0.522* .. 0.675' 0.4747 0.479""7

Butyric Acid 0.018 -0.021 0.328* -0.115 -0.046 0.231 -0.085 0.228 0.278* 0,522 0,499 0.699° 041 0197 0.219*
2-Methylbutyric Acid 0.087 -0.018 0115 0.154 -0.046 -0.098 0.087 0184 0.224* 0.499* . 0.645%** 0.44** 0.437**
Isovaleric Acid 0116 0.026 0.142 +0.125 0005 0,233 0.023 0.197 0.151 .‘ 0.699* . 0.627** 0,393 0.384%

Valeric Acid 0.082 -0.008 0.184 0.12 -0.067 -0.031 -0.018 0.154 0.098 0.675 0.41% 0.645 0.627* 0.601 0.34%
Caproic Acid -0.103 0.013 0.25% 0.094 0.018 -0.074 0133 -0.01 0.16 0.474 0197 0.44" 0.393" 0.601** 0.511

Heptanoic Acid 0.138 -0.046 0.03 -0.008 0.02 -0.103 -0.038 -0.068 0.528*** 0.479 0.219* 0,437+ 0.384* 0.34 0.511%*
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Figura 4. Matriz de correlacién de Spearman entre taxones de Bifidobacterium y perfiles de SCFA/BCAA en el
grupo APP durante el periodo T3 (6 meses). Los coeficientes de correlacion presentan una escala de color
(Azul -1; Rojo 1), los asteriscos indican nivel de significancia. Grdfico de elaboracién propia utilizando R.

En el grupo de APP (Figura 5), se observa una atenuaciéon en la modulacién de la
microbiota y el perfil metabdlico. La unica asociacion entre dominios se observd entre la B.
animalis subsp. animalis con &cido butirico (p < 0.01) y el acido caproico (p < 0.05).
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Esta bacteria, junto con B. longum subsp. longum 'y B. pseudocatenulatum presentan una
tendencia positiva hacia los acidos, mientras que otras como B. breve, y B. animalis subsp. lactis
presenta una tendencia negativa respecto a estos.

Por otro lado, en el grupo de los acidos, se puede ver cdmo el acido isovalérico, 2-
metilbutirico y el isobutirico presentan una gran correlacién con el resto de acidos (p < 0.005),
mostrando valores significativos para la mayoria de estos, siendo la correlacion positiva. Esta
conexion se intensifica entre ellos, llegando a correlaciones cercanas a 1..

En el caso de las bacterias, esto sucede principalmente con valores negativos y de forma
mas leve, no percibiéndose bacterias que destaquen por influir en la gran mayoria. Dentro de
estas, B. longum subsp. longum, es la que presenta relaciones mas significativas, principalmente
con tendencias negativas sobre B. longum subsp. animalis (p < 0.05), B. breve (p < 0.01) y B.
pseudocatenulatum (p < 0.05); sobre B. longum subsp. infantis, se genera una correlacion
significativa positiva de p < 0.005.

B. fongum subsp. Longum “0.146 0332 0208 “0.308. 0335

B longom subsp. Infantis . 0197 0218 .. 0144 0.018 ° 0.306 0198 -0.198 0342
8. animatis subsp. Lactis 0,146 0197 0.141 0213 0.031 . 0.074 0478 .
0.106 . 0.071 0143 028 0428 0107 0429 0204
-0.149 .

0.13 0.072 -0.054 -0.306 -0.103
b - ..
- H
- .
- -

0.084

0144 o018 ° 0308 0138 -0.198 0342

B. bifidum 0233 -0.068

8. brove 0.054 0126 20128 -0.288 0.054 0308

8. adolescentis

8. pseudocatenulatum

Acelic Acid

Isobutyric Acid

Butyric Acid

2-Methylbutyric Acid

0234

Isovaleric Acid

Valeric Acid

Caproic Acid

Heptanoic Acid -0.103

Figura 5. Matriz de correlacién de Spearman entre taxones de Bifidobacterium y perfiles de SCFA/BCAA en el
grupo control durante el periodo T3 (6 meses). Los coeficientes de correlacion presentan una escala de color
(Azul -1; Rojo 1), los asteriscos indican nivel de significancia. Grdfico de elaboracién propia utilizando R.
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Al comparar ambos graficos, se puede apreciar como en el caso de los controles, las
correlaciones parecen mas intensas que en los casos de APP, lo que puede indicar una
desregulacion del funcionamiento del eje intestino-cerebro, que si se presenta en personas
nacidas sin la amenaza de APP.

Para los controles (Figura 5), donde se aprecia una mayor correlaciéon positiva es con la
B. pseudocatenulatum, que presenta valores significativos (p < 0.05) con el acido butirico, acido
2-metilbutirico y acido valérico.

De forma mas especifica, en el conjunto de acidos grasos, destacé nuevamente el acido
2-metilbutirico, con respecto al acido butirico y valérico, disminuyendo la intensidad entre el
isovalérico e isobutirico. Estos habian perdido la intensidad de correlacion con el resto de acidos,
como el acido caproico, heptanoico y acético; que no presentaban valores significativos.

Pasando al conjunto de bacterias, la B. longum subsp. longum alcanzé valores de
correlacioén positiva con relacion a B. longum subsp. infantis (p < 0.05) y negativa con B. animalis
subsp. animalis (p < 0.01) presentando una significancia mayor que la observada en los casos
de APP.

En cuanto al resto de bacterias, B. animalis subsp. animalis presenté una correlacion
negativa respecto a B. longum subsp. infantis y positiva para B. pseudocatenulatum, ambas de
p <0.01. Esta ultima presentaba a su vez una correlacion negativa respecto a B. breve (p < 0.05).

Otra asociacion positiva fue la observada entre B. animalis subsp. animalis y B.

adolescentis (p < 0.01). En conjunto, todas estas asociaciones acabaron siendo superiores a las
vistas en los casos de APP.
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5.2 Resultados variables biolégicas agrupadas a los 12 meses

Durante el periodo T4, el grupo de APP (Figura 6), mostré una correlaciéon negativa (p <
0.01) entre los niveles de acido butirico y B. bifidum'y B. breve; esta uUltima también presenta una
correlacion positiva respecto a B.pseudocatenulatum (p < 0.05). El acido valérico, que antes no
presentaba valores significativos, presenta una correlaciéon negativa respecto a B. breve (p <
0.01).

En cuanto al conjunto de acidos, se ve una alta correlacion positiva entre ellos, obteniendo
para la mayoria de los valores una p < 0.005. Nuevamente destacan en acido isobutirico, acido
2-metilbutirico y acido isovalérico por una fuerte colinealidad, superior a 0,95.

En el caso de las bacterias, al igual que a los 6 meses, no se ven asociaciones relevantes,
excepto para B. breve, que presenta una correlacion positiva para B. bifidum, y negativa para B.
animalis subsp. lactis (p < 0.001) y B. pseudocatenulatum (p < 0.01).

B. longun subsp. Longum 0.065 03120 0181 -0.03¢ 20.153 0218 0.362" 0.083 0019 -0.241 0.039 -0.009 0.014 0.05 -0.032
B. longum subsp. Infantis 0.065 0.018 0,031 0475 0.057 0036 -0.01 0.017 0.075 -0.037 0.112 0.029 -0.185 018 0.109
8. animalis subsp. Animalis | 0.312° 0.018 0418 0152 -0.089 0045 0.287" 0.03 0.195 0254 0138 0477 034 027 .01
B. animalis subsp. Lactis 0181 -0.031 0118 -0.232 -0.426° 0.082 0.182 0.166 -0.037 0275 0.015 -0.045 017 -0.084 0.02
B. bifidum <0.024 0175 0152 0232 0526 0263 -0.24 -0.248 [ 0478 -0.009 0.036 -0.251 0.08 0.085

8. breve 0.153 0.057 -0.083 0426 0.526™" -0.169 0341 0.233 0,062 0432 -0.056 0.004 0,456 0,047 0.016

8. adolescentis 0219 0.036 0.045 0.082 0263 0.169 0.185 0.25 0239 0323 0208 0.252 0218 0205 -0.142

8. pseudocatenulatum | 4.362% 0,01 0.287* 0.182 024 0.3817 0185 0,083 001 0.387 -0.062 -0.047 .14 o014 0.081
Acelic Acid 0.089 0.017 0.03 0.166 -0.248 0.233 025 0.089 0.376% 0548 0.381 0334 0.157 0.044 0.057

Isobutyric Acid 0.019 0.075 0135 0,037 0 0.062 0238 -0.01 0.376" 0241 .. 05587 0373 0223

Butyric Acid 0241 0,037 0.254. 0.275 0.478% 0.432% 0.323° 0.387% 0548 0241 0.253° 0.237 0469 0117 0.102

2-Iethylbutyric Acid 0.039 0412 0138 0015 -0.008 .05 0209 -0.062 0.3817 - 02853 . 0.541 0337+ 0.186
Isovaleric Acid +0.009 -0.029 0177 -0.045 0.036 0.004 0252 0,047 0334 . 0237 . 0,532 0348 0.188

Valeric Acid 0.014 -0.185 0.34° 0171 -0.251 -0.456% 0219 014 0157 0.558°* 0.469™ 0.541° 0.532 0.549* 0.369™
Caproic Acid -0.05 -0.18 027 -0.084 0.05 -0.047 -0.205 0.014 0.044 0.373" 0117 0.337 0.343% 0.549" 0.61%
Heptanoic Acid -0.032 0.109 0011 0.02 0.085 0.016 -0.142 0.081 0.057 0.223 0.102 0.186 0.188 0.369™ 0.61
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Figura 6. Matriz de correlacién de Spearman entre taxones de Bifidobacterium y perfiles de SCFA/BCAA en el
grupo APP durante el periodo T4 (12 meses). Los coeficientes de correlacion presentan una escala de color
(Azul -1; Rojo 1), los asteriscos indican nivel de significancia. Grdfico de elaboracién propia utilizando R.

16



Universidad
Europea

De manera analoga a lo observado en T3, el grupo control (Figura 7), presenté una
interaccion mas densa y significativa entre sus variables. Dentro de esta, destacan asociaciones
como la correlacién positiva entre B. longum subsp. infantis y el acido caproico, asi como para
B. animalis subsp. lactis con el acido isovalérico y acido 2-metilbutirico. Por el contrario, B.
adolescentis presenta una correlacion negativa con el acido isobutirico. Todas estas
correlaciones fueron de p < 0,05.

B. fongum subsp. Longum . 0168 0343 0273 0.042 - 0133 03
B. longom subsp. Infantis . -0.14 0.229 0098 0.196 021 02 . 0.167 -. -0.183 .-
007 0083 0.167 0317 0.083 0.18 0387 . [
0.101 0.023 . 0.023 .. 0228 0.251 0188
B. bifidum 0273 0.098 0336 .06 0.175 0189 . 0033 0.167 -0.067 0183 -0.167 -0.067 o 0274

0475 0.154 0.231

008 0.167 0.267 02 02 0274

8. animalis subsp. Animalis 0168 014 0.046 0338 0.035

B. animalis subsp. Lactis 0.349 0.229 0,046 0,048 0285

8. breve 0.042 0,19 0.035

§

8. adolescentis 0.189 0154 0.084

021 0.07
B. pseudocatenulatum . 035 ﬂ 0101 . 0231 0084
02 0.083 X

Acelic Acid 0.133 -0.023 0.033 0.4 . -0.133
Isobutyric Acid 03 . 0.167 . -0.167 0.183 . -0.05
Butyric Acid -0.05 0.167 0.317 0.023 -0.067 03 -0.317 0.2
2-Methylbutyric Acid 0.167 0.083 . -0.183 0.033 . o
Isovaleric Acid 0.267 015 . 0167 0.067 . -0.083
Valeric Acid 02 -0.183 0.367 0.228 -0.067 -0.05 . 0.117
. - - “ - - . ) . - .. -
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Figura 7. Matriz de correlacion de Spearman entre taxones de Bifidobacterium y perfiles de SCFA/BCAA en el
grupo control durante el periodo T4 (12 meses). Los coeficientes de correlacion presentan una escala de color
(Azul -1; Rojo 1), los asteriscos indican nivel de significancia. Gréfico de elaboracién propia utilizando R.

Respecto a los acidos, se observa una correlacion positiva entre el acido isobutirico, 2-
metilbutirico y el isovalérico (p < 0.005). No se detectan mas correlaciones significativas entre el
resto, pero si que se puede ver que hay una tendencia positiva en la mayoria de ellos.

La microbiota presenta conexiones negativas mas intensas entre B. pseudocatenulatumy
B. bifidum respecto a T3 (p < 0.01). Otras correlaciones negativas aparecieron entre B.
adolescentisy B. animalis subsp. lactis; y entre B. pseudocatenulatumy B. longum subsp. longum
(p < 0.05). Esta ultima, presentaba una correlacién positiva para B. longum subsp. infantis (p <
0.05).
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5.3 Resultados variacion SCFA y BCAA entre tiempos

En la siguiente parte del analisis se busco ver qué tan significativos eran los metabolitos
estudiados en los diferentes grupos de pacientes; para ello, se realizé un analisis no paramétrico
U de Mann-Whitney (ver Tabla 3)

En esta se puede ver cdmo, exceptuando algunos acidos, la mayoria de estos no son
significativos. Para T3 y T4 el acido caproico presenta una significancia alta, lo mismo le pasé al
acido heptanoico durante el periodo T3, manteniéndose tras la correccién. Esto podria indicar
que, en comparaciéon con pruebas anteriores, existen factores que modulan estos compuestos y
favorecen la aparicion de correlaciones significativas en los periodos estudiados. Como
consecuencia, no se identificaron diferencias significativas para los acidos isobutirico, 2-
metilbutirico e isovalérico en el analisis univariante.

Tabla 3. Prueba U de Mann-Whitney para concentracion (umol/g heces) de las muestras de SCFA y BCAA
para los tiempos T3 (6 meses) y T4 (12 meses). Los p-valores ajustados (FDR) se calcularon de forma
independiente para cada periodo (T3 y T4) utilizando el método de Benjamini-Hochberg, los asteriscos indican
nivel de significancia. Tabla de elaboracién propia utilizando Jamovi.

SCFAY BCAA Tiempo Estadistica P q FDR
Acido Acético T3 267 299 797 797
T4 203 192 768 .482
Acido Isobutirico T3 302 550 1 797
T4 228 .383 613 .482
Acido Butirico T3 308 .601 9616 .962
T4 276 966 966 966
Acido 2-metilbutitico T3 341 .910 210 .904
T4 232 422 482 .482
Acido Isovalérico T3 329 791 .904 .885
T4 224 .346 .923 .482
Acido Valérico T3 315 .664 .885 .885
T4 225 .355 710 .482
Acido Caproico 13 108 .002*** 016 016
T4 118 .005%** .040 .040
Acido Heptanoico T3 123 .003*** .012 .012
T4 241 .387 516 .482
Nota. H, pape # Ucontrol

Se debe tener en cuenta que esta prueba se hace de forma individual, ya que la misma
no permite analizar los compuestos de forma global, por lo que posteriormente, se hizo un MLM
para poder evaluar las variables como grupo, tratando de gestionar el nimero de muestras que
han cambiado entre periodos.
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Figura 8. Medias marginales estimadas de la concentracion (umol/g heces) de los SCFA y BCAA en los puntos
temporales T3 (6 meses) y T4 (12 meses). Se muestra el andlisis de perfiles comparando el grupo APP frente al grupo

control.

En la Figura 8A, se observa que el 4cido acético presenta una mayor diferencia durante
los dos periodos; sus niveles son superiores en los casos de APP, en comparacién con los
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controles en ambos tiempos. Otra cosa que se puede destacar es como en el caso del acido
butirico (Figura 8C) ambos aumentan a los 12 meses. El andlisis sugiere una tendencia a
presentar un incremento superior en el caso de APP entre los tiempos T3 y T4. No obstante, el
acido caproico (Figura 8G) y heptanoico (Figura 8H), no presentan una diferencia clara entre
controles y APP, a pesar de haber sido significativos en la prueba anterior.

5.4 Resultados variacion microbiota entre tiempos

En el caso de la microbiota se sigui6é el mismo procedimiento, con la prueba no paramétrica
U de Mann-Whitney. Analizando los resultados (Tabla 4), en esta se ve como no hay ninguna
bacteria que sea significativa de forma individual para todos los periodos, a diferencia de lo que
sucedia en el caso de los metabolitos, donde el acido caproico si que se mantenia.

Tabla 4. Prueba U de Mann-Whitney de la abundancia relativa (%) de las muestras de microbiota para los
fiempos T3 (6 meses) y T4 (12 meses). Los p-valores ajustados (FDR) se calcularon de forma independiente para
cada periodo (T3 y T4) utilizando el método de Benjamini-Hochberg, los asteriscos indican nivel de
significancia. Tabla de elaboracién propia utilizando Jamovi.

Microorganismos Tiempo Estadistica P q FDR
B. longum subsp. longum T3 409 .050 .200 .200
T4 347 .502 1 .923
B. longum subsp. infantis T3 468 167 334 .334
T4 347 .502 1 .923
B. animalis subsp. animalis T3 576 746 .853 .853
T4 389 .923 .923 .923
B. animalis subsp. lactis T3 569 .660 1 .853
T4 342 377 1 .923
B. bifidum T3 320 .005™ .040 .040
T4 361 .633 1 .923
B. breve T3 566 .676 .901 .853
T4 378 .808 1 .923
B. adolescentis T3 600 .933 933 .993
T4 386 .890 1 .923
B. pseudocatenulatum T3 452 121 323 323
T4 302 195 1 .923
Nofta. H, uare # Ucontrol

En este caso, la mayoria de las bacterias no fue significativa; las Unicas que presentaron
valores de p=0,05 o inferiores fueron B. longum subsp. longum y B. bifidum, que solo lo hicieron
durante el periodo T3. No obstante, B. bifidum fue la Unica que presentd relevancia tras la
correccion.

Ademas de esto, se queria comprobar su actividad global, viendo cémo se comportaban
en cada periodo. En estos resultados (ver Figura 9) se puede ver cémo en la mayoria de los
datos hay una tendencia inversa entre tiempos y abundancias. Esto se ve mas claramente en la
Figura 9G, donde se evalla la B. adolescentis, que sigue una tendencia contraria al control. Esta
bacteria no resulté significativa para la prueba anterior.
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Figura 9. Medias marginales estimadas de la abundancia relativa (%) de Bifidobacterium spp. en los puntos
temporales T3 (6 meses) y T4 (12 meses). Se muestra el andilisis de perfiles comparando el grupo APP frente al grupo
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Otra muestra donde se ve una relacidon opuesta es la Figura 9F, que corresponde a B.
breve, donde, al comparar los tiempos, el grupo control disminuye respecto al tiempo y en los
casos de APP aumenta.

5.5 Resultados del andlisis de correlacion variables
psicolégicas

Otra parte del analisis se compone de como las variables biolégicas pueden utilizarse
como biomarcadores asociados a trastornos del neurodesarrollo. Durante el periodo de
recoleccion de muestras se recopilaron datos asociados al infante y a los padres.

Cabe destacar que, para la evaluacion de variables psicoldgicas, se mantuvieron todas las
variables bioldgicas anteriores, debido a la posible relacion observada en la evaluacion de los
pacientes, independientemente de que se tratasen de APP o controles, ya que también se queria
verificar la posible relacion entre el microbioma y afecciones psicoldgicas.

Las evaluaciones realizadas en neonatos se focalizan en el periodo T3, donde los nifios
pueden llegar a tener comportamientos medibles que sean utiles para las pruebas; entre estos
destacan el CSBS y el ASQ-3.

5.5.1 Andlisis de la evaluacion CSBS

Previamente, antes de realizar la regresion lineal, se realizé un descriptivo de frecuencias
(Tabla 5), observando que ademas de la muestra inicial (n=43 para microbiota, n=52 para
metabolismo), esta habia variado respecto al area del cuestionario, lo que dificultd el estudio.
Segun las puntuaciones obtenidas, se clasificaban en “no preocupante” o “preocupante”.

Tabla 5. Estadisticos descriptivos de las puntuaciones obtenidas en la escala. Se muestran las frecuencias y
porcentajes para las dimensiones evaluadas para el cuestionario CSBS. Elaboracion propia utilizando Jamovi.

Frecuencias CSB APP Control
No Preocupante No Preocupante
preocupante preocupante
Comunicacién
50 (94.3%) 3 (5.7%) 6 (75.0%) 2 (25.0%)
Expresién
43 (81.1%) 10 (18.9%) 8 (100%) 0 (0.0%)
Simbdlica
40 (75.5%) 13 (24.5%) 5 (62.5%) 3 (37.5%)

En el ambito de la microbiota B. longum subsp. infantis (ver Anexo 5), mostré una
asociacion significativa con la dimension simbdlica (E=0,739; p < 0.05), siendo el hallazgo mas
robusto en el estudio (R2=0,401) que sugiere una asociacion bioldgica relevante que requiere ser
validada en cohortes de mayor tamafo muestral para superar la correccion FDR. Sin embargo,
aunque fuese de forma no significativa, para el resto de variables presentaba un estimador
negativo; por ello, esta variable podria necesitar un nimero mayor de muestras para poder
aumentar la potencia estadistica.

En cuanto a los metabolitos, se observaron asociaciones significativas de una menor
magnitud para el acido heptanoico (E=0,822), presentando también una influencia protectora
para la dimensién simbdlica (ver Anexo 6). Aun asi, este modelo no presentaba tanta sensibilidad
como el anterior (R>=0,198) y tampoco superé el ajuste FDR.
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5.5.2 Andlisis de la evaluacion ASQ-3

En el caso del ASQ-3, se evaluaron los parametros de comunicacién, motricidad gruesa,
motricidad fina, resolucion de problemas y el aspecto personal-social mediante la dicotomizacién
de la variable, separandola en “Desarrollo normal” o “Requiere monitorizacion”.

Debido a la limitacién del tamafio muestral, y cdmo estos variaron entre cuestionarios (ver
Tabla 6), no fue posible construir un modelo multivariable que incluyera simultaneamente todos
los predictores bioldgicos significativos en los analisis univariantes. Siguiendo la regla de 10
eventos por predictor (Peduzzi et al., 1996), el numero de eventos disponibles limita el modelo a
un maximo de 1-2 predictores ademas de las covariables.

Por ello, se opté por modelos separados que incluyeran un predictor biolégico junto con
grupo, edad gestacional y sexo como covariables. Para estas segmentaciones, se tuvo en cuenta
no afadir juntas aquellas variables que presentaban multicolinealidad, como era el caso del acido
isobutirico, del acido 2-metilbutirico y del acido isovalérico.

Tabla é. Estadisticos descriptivos de las puntuaciones obtenidas en la escala. Se muestran las frecuencias y
porcentajes de las dreas evaluadas para el cuestionario ASQ-3. Tabla de elaboracién propia utilizando Jamovi.

Frecuencias ASQ-3 APP Control Test Fisher

Normal Monitorizacion ~ Normal Monitorizacion  p
Comunicacién

42 (73.7%) 15 (26.3%) 6 (85.7%) 1(14.3%) 669
Motricidad Gruesa

35 (61.4%) 22 (38.6%) 4 (57.1%) 3 (42.9%) 1
Motricidad Fina

46 (80.7%) 11 (19.3%) 5 (71.4%) 2 (28.6%) .623
Resolucién de Problemas

51 (89.5%) 6 (10.5%) 5 (71.4%) 2 (28.6%) .209
Personal-social

50 (92.6%) 4 (7.4%) 6 (60.0%) 4 (40.0%) 0.016

Tras la evaluacién, solo aparecieron valores significativos para las bacterias, aunque
estas no superasen el ajuste FDR. En el area de comunicacion (ver Anexo 7), donde se presenté
un gran valor predictivo (AUC=0.87), B. animalis subsp. animalis (p < 0.05), siendo un factor
protector leve (OR = 0.078). Aunque no se superase el ajuste, puede tratarse de una tendencia,
ya que, como se puede apreciar en la Figura 10, una vez que empieza a aumentar, disminuye
la probabilidad de presentar un valor de riesgo.
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Figura 10. Grdfico de medias marginales estimadas respecto a la probabilidad de presentar un valor de riesgo
en el drea de comunicaciéon del ASQ-3 con relacion ala abundancia relativa (%) de B. animalis subsp. animailis

En la otra area de motricidad gruesa (ver Anexo 8), donde AUC=0.824, aparecié como
significativa B. adolescentis (p < 0.05), nuevamente como factor protector (OR = 0.197). En este
caso, se puede ver en la Figura 11 que tanto para APP como para el grupo control, su
disminucién supone un riesgo, siendo mas elevado en el caso de APP.
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Figura 11. Grdfico de medias marginales estimadas respecto ala probabilidad de presentar un valor de riesgo
en el drea de motricidad gruesa del ASQ-3 con relacién a la abundancia relativa (%) de B. adolescentis

No se identificaron valores significativos en cuanto a grupo, edad gestacional y sexo. Este
hallazgo sugiere que, a pesar de ser peor en APP, la disminucién de estos factores supone un
riesgo en el desarrollo para ambos grupos, independientemente de otros factores.

En conjunto, aunque no se obtuvieron diferencias globales entre grupos en las escalas de
CSBS y ASQ-3, si se identificaron patrones de asociacion entre determinados compuestos
biolégicos. Asimismo, los resultados previos evidencian interacciones diferenciales entre grupos
y compuestos, lo que respalda la posible implicacion de la composicién metabdlica y microbiana
en la modulacion del eje intestino-cerebro.
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6 DISCUSION

El presente estudio analizé las diferencias en la microbiota intestinal, metabolitos y
variables clinicas entre nifilos nacidos tras una APP y un grupo control, en dos momentos de
desarrollo (6 y 12 meses). Los resultados sugieren una diferencia entre ambos grupos,
principalmente en como se comportan las variables biolégicas de forma conjunta.

En el grupo control se observé una mayor correlacion entre microbiota y metabolitos,
principalmente entre B. animalis subsp. infantis y el acido caproico, lo que podria reflejar una
mayor integridad funcional del eje intestino-cerebro. Este hallazgo revela que en los casos de
neonatos a término, se observa una mayor conexion entre la microbiota y los metabolitos, lo que
se ha descrito en articulos previos (Jabbari Shiadeh et al., 2025; Ramos-Garcia et al., 2022;
Taniya et al., 2022).

Un parto prematuro puede causar una disbiosis, evitando el correcto funcionamiento y
desarrollo de la microbiota (Baucells et al., 2023; Khan et al., 2023), viéndose esta reflejada en
el heatmap, donde en el caso de APP las correlaciones no son tan intensas entre acidos y
bacterias. Los que si se vieron mas asociados son el acido isobutirico, acido 2-metilbutirico y
acido isovalérico, que en el caso de APP presentaron una multicolinealidad superior respecto al
control. En la literatura previa, autores como Wang et al. (2012) determinaron que los nifios con
TEA, presentaban concentraciones significativamente superiores de acido isobutirico e
isovalérico en comparacion con el grupo control, vinculando la posible relacién entre las APP y
el TEA.

Por el contrario, en el caso de los analisis individuales durante los 6 y 12 meses, no se
encontraron diferencias significativas entre grupos tras la correcciéon FDR. La ausencia de
diferencias tanto para los metabolitos como para las bacterias indica que los perfiles individuales
de cada compuesto pueden no ser suficientes para establecer diferencias entre grupos, siendo
mas valiosa la variable conjunta.

Para los datos sobre SCFA y BCAA, el 4cido caproico resultd ser el méas significativo para
ambos periodos. Su funcidn biolégica no se conoce completamente, pero se ha visto aumentada
en casos de madres con APP (Hur et al., 2024). La persistencia de esta significancia en ambos
periodos posiciona al acido caproico como posible biomarcador robusto que se mantiene con el
desarrollo del infante.

En el caso de la microbiota, estudios previos han detectado que las Bifidobacterium spp., a
partir de los 6 meses, disminuyen con la ingesta de alimentos sélidos (Bloemendaal et al., 2026),
pudiendo generar esto la no significancia entre grupos para los tiempos T3 y T4. Siendo B.
bifidum la Unica que fue significativa antes de T4.

En las evaluaciones psicoldgicas, para el CSBS, que se centra en realizar el diagndstico de
TEA evaluando la comunicacién social y desarrollo simbdlico. No se han encontrado estudios
recientes con variables biolégicas, pero en este andlisis destaco B. longum subsp. infantis mostré
una asociacién con la dimensién simbodlica, lo que podria indicar una posible implicacion en el
desarrollo comunicativo ya asociada previamente a efectos protectores respecto al desarrollo
cognitivo. (Liu et al., 2025). Para esta variable también destacé el acido heptanoico, siendo otro
factor protector, este hallazgo podria indicar una relevancia para el desarrollo del neonato.

En cuanto al ASQ-3, para la variable de comunicacion, la bacteria B. animalis subsp.
animalis se presentaba como factor protector respecto al OR tras la normalizacion, sugiriendo
que su aumento supone una mejora en el desarrollo del infante para esta evaluaciéon. Respecto
a esta cepa no se ha encontrado literatura previa, pero si que se ha visto que B. animalis subsp.
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lactis usada como probiotico en pacientes pediatricos con sindrome de Prader-Willi, no present6
diferencia respecto al grupo control para el ASQ-3 (Kong et al., 2021). Este resultado podria
indicar diferencias funcionales entre subespecies.

Otras bacterias como B. longum subsp. longum, que no ha resultado significativa en las
evaluaciones, si ha mostrado efectos beneficiosos en adultos con relacién a su estado
psicolégico (Boehme et al., 2023). En el caso de los prematuros, los probiéticos no han influido
de manera negativa en el neurodesarrollo (Athalye-Jape et al., 2026).

Por ello, una de las principales limitaciones del estudio, reflejada en los resultados, es el
tamano muestral. Esta limitacion se observo tanto en las muestras de microbiota como en las
muestras de control, donde se evidencié una disminucion en T4. Esta es una limitacion frecuente
debido al tipo de poblacion con la que se trabaja (Navalon et al., 2024).

Otra de las limitaciones se debe a la variabilidad de resultados, debido a las limitaciones
estadisticas, la gran mayoria de resultados, exceptuando los heatmaps, no presentaban un gran
numero de diferencias significativas. Ademas de que, en su mayoria, los valores relevantes no
coincidian entre pruebas. Respecto al tema del analisis estadistico, diferentes covariables
clinicas quedaron excluidas, como el tipo de parto o el uso de antibidticos durante el embarazo,
pudiendo ser estas relevantes para el estudio.

Aun asi, debe considerarse que se trata de una poblacién especialmente vulnerable, lo que
limita el numero de muestras y complica su seguimiento. Por ello, el hallazgo de asociaciones
entre las variables bioldgicas a pesar de los diferentes problemas amplia el conocimiento desde
una perspectiva biolégica, que también puede permitir una mayor comprensién en el futuro.

En este contexto, el grupo de investigacion continta desarrollando esta linea, ampliando el

andlisis a nuevos biomarcadores e incorporando multiples variables que permitan profundizar en
la relacién entre la amenaza de parto prematuro y posibles alteraciones en el neurodesarrollo.
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7 CONCLUSIONES

Tras la evaluacion de los datos longitudinales en las distintas etapas del desarrollo, se han
podido elaborar diferentes asociaciones entre las variables biolégicas, concretamente, los datos
de microbiota y metabolismo. La principal asociaciéon es que si que hay una diferencia entre los
casos control y APP para los perfiles de microbiota y metabolitos, siendo esta la principal
hipétesis.

1. Los perfiles de microbiota y SCFA/BCAA difieren entre nifios nacidos tras una APP
y controles, especialmente en el acido caproico, que mostré diferencias en los dos
periodos analizados.

2. La correlacion entre microbiota y metabolitos es menos intensa en el grupo APP,
lo que sugiere una desregulacion de la interaccidon microbiota-metabolito.

3. Determinadas bifidobacterias (B. animalis subsp. animalis, B. adolescentis y B.
longum subsp. infantis) se asociaron con un menor riesgo de alteraciones en
dominios especificos del ASQ-3 y del CSBS, apuntando a un posible efecto
protector.

En conjunto, los resultados respaldan la existencia de una relacion entre los perfiles

biolégicos tempranos y el neurodesarrollo en nifilos prematuros, y abren vias para la identificacion
de biomarcadores y estrategias de intervencion temprana.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Matriz de correlacién de Spearman de APP a los 6 meses. Los coeficientes de correlacion presentan
una escala de color (Azul -1; Rojo 1), los asteriscos indican nivel de significancia. Tabla de elaboracién propia
utilizando Jamovi.

Spearman's Effect size SE
rect Effect
rho (Fisher's z) .
Size

B, longum  subsp. B. longum subsp. () 34gun <001 0386 0.112
longum infantis
B. longum subsp. B..cml'mohs subsp. 0,406+ < 001 0.431 0.112
longum animalis
B. longum  subsp. B. .ommolis subsp. 0193 073 0196 0.110
longum lactis
=t lmElm S B. bifidum 0.123 257 0.123 0.110
longum
B. longum  subsp. B. breve -0.280% 009 -0.288 0111
longum
B fonglin SEsp. B. adolescentis -0.045 678 -0.045 0.109
longum
B. longum  subsp. B. -0.253* 018 -0.259 0.111
longum pseudocatenulatum
= englm  SUBED, Acido Acético 0.081 501 0.081 0.121
longum
B. longum  subsp. Acido Isobutiico 0.145 227 0.146 0.122
longum
B fonglin SEsp. Acido Butirico 0.016 895 0.016 0.121
longum
B. longum  subsp. Acido 2-metilbutiico  0.087 469 0.088 0.121
longum
= (Gnglm  SUBSR, Acido Isovalérico 0.116 337 0.116 0.121
longum
B. longum  subsp. Acido Valérico 0.082 494 0.083 0.121
longum
5 lomguim  SUlBER, Acido Caproico -0.103 394 -0.103 0.121
longum
B.fongum  subsp. Acido Heptanoico 0.138 250 0.139 0.122
longum
_B. Io_ngum subsp. B..om.mohs subsp. 0,229 033 0233 0.110
infantis animalis
_B. angum subsp. B. .ommclls subsp. 0.013 907 0013 0.109
infantis lactis
5, lemgm  SUlBEg, B. bifidum 0.255* 017 0.261 0.111
infantis
B. fongum  subsp. B. breve -0.204 058 -0.207 0.110
infantis
B, longum " subsp. B. adolescentis 0.028 798 0.028 0.109
infantis
B. longum  subsp. B. -0.122 259 -0.123 0.110
infantis pseudocatenulatum
£l legtm guleg. Acido Acético 0.039 749 0.039 0.121
infantis
B. fongum  subsp. Acido Isobutiico 0.091 451 -0.091 0.121
infantis
B, longum " subsp. Acido Butirico 0.021 862 -0.021 0.121
infantis
B. longum  subsp. Acido 2-mefiloutiico  -0.018 880 0018 0.121

infantis
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. SE

Spearman's Effect size

rho P (Fisher's z) Effect

Size

L eigtinn dulog Acido Isovalérico 0.026 826 0.026 0.121
infantis
B. longum  subsp. Acido Valérico -0.008 944 -0.008 0.120
infantis
2, Iomgium  SUla, Acido Caproico 0.013 916 0.013 0.121
infantis
B. longum  subsp. Acido Heptanoico 0.046 702 -0.046 0.121
infantis
B. animalis subsp. B. animalis subsp. 0.207 055 20210 0.110
animalis lactis ’ ’ ’ ’
B. animalis  subsp. B. bifidum 0316% 003 -0.327 0111
animalis
B animalisssstiosp: B. breve 0.189 080 -0.191 0.110
animalis
B. animalis  subsp. B. adolescentis 0.031 774 0.031 0.109
animalis
B. animalis subsp. B. 0.314%* 003 0.325 0.111
animalis pseudocatenulatum ’ ’ ’ ’
B. “animalls  subsp. Acido Acético 0.046 701 0.046 0.121
animalis
5 Gmimely  subng. Acido lsobutiico 0.124 302 0.125 0.122
animalis
B. animalis  subsp. Acido Butirico 0.328* .005 0.340 0.124
animalis
B oo SUEsp. Acido 2-metilbutiico ~ 0.115 341 0.115 0.121
animalis
B. animalis  subsp. Acido Isovalérico 0.142 238 0.143 0.122
animalis
B," animaiis = subsp; Acido Valérico 0.184 125 0.186 0.122
animalis
B. animalis  subsp. Acido Caproico 0.250* 036 0.255 0.123
animalis
B CImeis  SulsEg. Acido Heptanoico 0.030 802 0.030 0.121
animalis
B. animalis  subsp. B. bifidum -0.109 313 -0.110 0.109
lactis
2 CligeliyHllexa, B. breve 0159 140 20161 0.110
lactis
B. animalis  subsp. B. adolescentis 0.117 279 0118 0.109
lactis
B. animalis subsp. B. 0.049 655 0.049 0.109
lactis pseudocatenulatum ’ ’ ’ ’
8. animals  subsp. Acido Acético 0.026 828 0.026 0.121
lactis
B, animalis subsp. Acido lsobutiico 0132 271 -0.133 0.122
lactis
B. animalis  subsp. Acido Butfiico 0115 338 0116 0.121
lactis
£l ehmele gulog. Acido 2-metiloutiico  -0.154 200 -0.155 0.122
lactis
B. animalis  subsp. Acido Isovalérico 0.125 297 0.126 0.122
lactis
B, animalis subsp. Acido Valérico 0120 318 20121 0.122
lactis
B. animalis  subsp. Acido Caproico 0.094 436 0.094 0.121

lactis
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, . SE
Spearman's Effect size
. . Effect
rho (Fisher's z) .
size

o gnimals - subse. Acido Heptanoico -0.008 945 -0.008 0.120
B. bifidum B. breve 0.022 .836 0.022 0.109
B. bifidum B. adolescentis 5.947x10-5  1.000 '55'947" 10- 0108
B. bifidum B. -0.165 127 -0.167 0.110

pseudocatenulatum
B. bifidum Acido Acético 0.070 .561 0.070 0.121
B. bifidum Acido Isobutirico -0.057 .634 -0.058 0.121
B. bifidum Acido Butirico -0.046 .706 -0.046 0.121
B. bifidum Acido 2-metilbutirico -0.046 .704 -0.046 0.121
B. bifidum Acido Isovalérico -0.005 .968 -0.005 0.120
B. bifidum Acido Valérico -0.067 .579 -0.067 0.121
B. bifidum Acido Caproico 0.018 .882 0.018 0.121
B. bifidum Acido Heptanoico 0.020 .872 0.020 0.121
B. breve B. adolescentis -0.306** .004 -0.316 0.111
B. breve B. -0.328** .002 -0.340 0.111

pseudocatenulatum
B. breve Acido Acético -0.173 150 0.174 0.122
B. breve Acido Isobutirico -0.176 143 -0.178 0.122
B. breve Acido Butirico -0.231 .052 -0.236 0.123
B. breve Acido 2-metilbutirico -0.098 414 -0.099 0.121
B. breve Acido Isovalérico -0.233 .050 -0.237 0.123
B. breve Acido Valérico -0.031 .800 -0.031 0.121
B. breve Acido Caproico -0.074 .538 -0.074 0.121
B. breve Acido Heptanoico -0.103 392 -0.103 0.121
B. adolescentis . 0.254* .017 0.260 0.111

pseudocatenulatum
B. adolescentis Acido Acético -0.005 .965 -0.005 0.120
B. adolescentis Acido Isobutirico 0.042 729 0.042 0.121
B. adolescentis Acido Butirico -0.065 .593 -0.065 0.121
B. adolescentis Acido 2-metilbutirico 0.087 470 0.087 0.121
B. adolescentis Acido Isovalérico 0.023 .846 0.023 0.121
B. adolescentis Acido Valérico -0.018 .882 -0.018 0.121
B. adolescentis Acido Caproico -0.133 271 -0.133 0.122
B. adolescentis Acido Heptanoico -0.039 .748 -0.039 0.121
B. Acido Acético -0.007 .955 -0.007 0.120
pseudocatenulatum
= Acido Isobutirico 0.205 .086 0.208 0.122
pseudocatenulatum
B. Acido Butirico 0.229 .055 0.233 0.123
pseudocatenulatum
2, Acido 2-metilbutirico 0.184 125 0.186 0.122
pseudocatenulatum
B. Acido Isovalérico 0.197 .100 0.199 0.122
pseudocatenulatum
2 Acido Valérico 0.154 .200 0.155 0.122
pseudocatenulatum
B. Acido Caproico -0.010 .936 -0.010 0.120
pseudocatenulatum
2, Acido Heptanoico -0.068 .571 -0.068 0.121
pseudocatenulatum
Acido Acético Acido Isobutirico 0.207* .039 0.210 0.103
Acido Acético Acido Butirico 0.278** .005 0.286 0.103
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Spearman's Effect size SE
rho (Fisher's z) Effect
size

Acido Acético - Acido 2-metilbutirico 0.224* .025 0.228 0.103
Acido Acético - Acido Isovalérico 0.151 134 0.152 0.102
Acido Acético - Acido Valérico 0.098 332 0.098 0.102
Acido Acético - Acido Caproico 0.160 12 0.161 0.102
Acido Acético - Acido Heptanoico 0.528%+* < .001 0.587 0.106
Acido Isobutirico - Acido Butirico 0.522%** <.001 0.579 0.106
Acido Isobutirico - Acido 2-metilbutirico 0.960*** <.001 1.941 0.115
Acido Isobutirico - Acido Isovalérico 0.876%** < .001 1.357 0.111
Acido Isobutirico - Acido Valérico 0.675*** <.001 0.819 0.107
Acido Isobutirico - Acido Caproico 0.47 4%** <.001 0.516 0.105
Acido Isobutirico - Acido Heptanoico 0.479%+* < .001 0.522 0.105
Acido Butirico - Acido 2-metilbutitico 0.499** <.001 0.548 0.105
Acido Butirico - Acido Isovalérico 0.699*** <.001 0.866 0.108
Acido Butirico - Acido Valérico 0.410*** <.001 0.436 0.104
Acido Butirico - Acido Caproico 0.197* 049 0.200 0.103
Acido Butfrico - Acido Heptanoico 0.219* .029 0.222 0.103
Acido 2-metilbutirico - Acido Isovalérico 0.849*** <.001 1.254 0.111
Acido 2-metilbutitico - Acido Valérico 0.645*** <.001 0.766 0.107
Acido 2-metilbutirico - Acido Caproico 0.440*** <.001 0.472 0.105
Acido 2-metilbutirico - Acido Heptanoico 0.437*** <.001 0.468 0.105
Acido Isovalérico - Acido Valérico 0.627%** <.001 0.736 0.107
Acido Isovalérico - Acido Caproico 0.393%** < .001 0.416 0.104
Acido Isovalérico - Acido Heptanoico 0.384*** <.001 0.404 0.104
Acido Valérico - Acido Caproico 0.601%** < .001 0.695 0.106
Acido Valérico - Acido Heptanoico 0.340%** < .001 0.354 0.104
Acido Caproico - Acido Heptanoico 0.5 1%+ <.001 0.564 0.105

*p <.05 *p <.01,**p < .00l
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Anexo 2. Matriz de correlacién de Spearman del grupo control alos 6 meses. T Los coeficientes de correlacion
presentan una escala de color (Azul -1; Rojo 1), los asteriscos indican nivel de significancia. Tabla de
elaboracién propia utilizando Jamovi.
Effect
Spearman's size SE
P < Effect
rho (Fisher's .
size
z)
B. longum  subsp. B lopgum subsp. 0.555* 039 0.626 0.300
longum infantis
B. longum  subsp. B. ‘ on!molls subsp. 0,735 003 0.939 0.306
longum animalis
B. longum  subsp. B. .ommohs subsp. 0.146 418 0147 0.29]
longum lactis
b g SR, B. bifidum 0.332 246 0.345 0.295
longum
B. longum  subsp. B. breve 0.206 480 0.209 0.293
longum
B. fongum subsp. B. adolescentis -0.304 291 0314 0.295
longum
B. longum  subsp. B -0.335 242 0348 0.295
longum pseudocatenulatum
b lomgnn - SUesR, Acido Acético 0.144 758 0.145 0.451
longum
5 longum - subse. Acido Isobutirico 0.018 969 0018 0.448
ongum
B. fongum subsp. Acido Butirico 0.000 1.000  0.000 0.447
longum
B. fongum  subsp. Acido 2-mefilbutiico  -0.306 504 0.316 0.455
longum
b lomgnn - SUesR, Acido Isovalérico -0.198 670 -0.201 0.452
longum
B. longum  subsp. Acido Valérico 0.198 470 -0.201 0.452
longum
= lemgn  SUlege. Acido Caproico 0.342 452 0357 0.456
longum
B.longum  subsp. Acido Heptanoico -0.309 500 -0.319 0.455
longum
5. angum subsp. B. . on.:mohs subsp. 0.704%* 005 0875 0.305
infantis animalis
5. angum subsp. B. .ommchs subsp. 0197 499 0200 0.292
infantis lactis
= lemgan  Suloge. B. bifidum 0.218 454 0.221 0.293
infantis
B. longum  subsp. B. breve 0.050 866 0.050 0.290
infantis
5 Leielli - Hliexiz, B. adolescentis 0,687 007 -0843 0.304
infantis
B. longum  subsp. B -0.436 119 -0.467 0.297
infantis pseudocatenulatum
= lemgunn  Sulge. Acido Acético 0.144 758 0.145 0.451
infantis
B. longum  subsp. Acido Isobutiico 0018 969 0018 0.448
infantis
= lemgin S, Acido Butiico 0.000 1.000  0.000 0.447
infantis
B. longum  subsp. Acido 2-mefiloutiico  -0.306 504 0316 0.455
infantis
= ol SUlegR, Acido Isovalérico 0.198 470 -0.201 0.452

infantis
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Effect

Spearman's size SE

P ) , Effect

rho (Fisher's .

Size
Z)

B. longum  subsp. Acido Valérico 0.198 670 -0.201 0.452
infantis
5 e SLE. Acido Caproico 0.342 452 0357 0.456
infantis
B. longum  subsp. Acido Heptanoico -0.309 500 0319 0.455
infantis
B. . cm'lmcths subsp. B. .cmlmczhs subsp. 0.141 631 0.142 0.29]
animalis lactis
B. animalis  subsp. B. bifidum -0.455 104 -0.491 0.298
animalis
S Cimimels  SLp. B. breve -0.392 166 0414 0.296
animalis
B. “animalis  subsp. B. adolescentis 0.361 205 0.378 0.296
animalis
B. “animalis  subsp. 2L 0.708** 005 0884 0.305
animalis pseudocatenulatum
B. animalis  subsp. Acido Acético 0.214 662 0.218 0.452
animalis
5 Cimels  SUsp. Acido Isobutiico 0.286 556 0.294 0.454
animalis
B. “animalis  subsp. Acido Butirico 0.536 236 0.598 0.461
animalis
B. “animalis  subsp. Acido 2-metilbutirico 0.679 110 0.826 0.466
animalis
B. animalis  subsp. Acido Isovalérico 0.429 354 0.458 0.458
animalis
5 Cimels  SUsp. Acido Valérico 0.643 139 0763 0.465
animalis
B. animalls  subsp. Acido Caproico -0.250 595 -0.255 0.453
animalis
5 GImES  GUBE: Acido Heptanoico 0.612 144 0713 0.464
animalis
B. animalis  subsp. B. bifidum 0213 466 0216 0.293
lactis
5 GIels  SUSHR, B. breve 0.031 917 0031 0.289
lactis
B. animalls  subsp. B. adolescentis 0.654* o1 0.782 0.303
lactis
5, CIels  SUSHR, = -0.074 801 -0.074 0.290
lactis pseudocatenulatum
B. animalis  subsp. Acido Acético 0.178 702 0.180 0.451
lactis
5 GImENS  SUE: Acido lsobutiico -0.445 317 0479 0.458
lactis
B. animalls  subsp. Acido Butirico -0.267 562 0274 0.454
lactis
/Bdc ﬁs"”’mo”s SUbsp. Acido 2-mefibutiico  -0.445 317 0479 0.458
B. animalis  subsp. Acido Isovalérico -0.445 317 -0479 0.458
lactis
. CiniglE  sulge: Acido Valérico -0.445 317 0479 0.458
lactis
F' animalis - subsp. Acido Caproico 0.579 173 0.661 0.463
actis
2 GReis  SuogR. Acido Heptanoico -0.255 582 -0.260 0.453

lactis
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Spearman's size SE
3 , Effect
rho (Fisher's .
size
z)

B. bifidum B. breve -0.233 422 -0.238 0.293
B. bifidum B. adolescentis -0.068 .817 -0.068 0.290
B. bifidum B. -0.106 719 -0.106 0.291

pseudocatenulatum
B. bifidum Acido Acético -0.464 .302 -0.503 0.459
B. bifidum Acido Isobutirico 0.071 .906 0.072 0.449
B. bifidum Acido Butirico -0.143 .783 -0.144 0.451
B. bifidum Acido 2-metilbutirico 0.250 .595 0.255 0.453
B. bifidum Acido Isovalérico 0.429 .354 0.458 0.458
B. bifidum Acido Valérico 0.107 .840 0.108 0.450
B. bifidum Acido Caproico 0.429 .354 0.458 0.458
B. bifidum Acido Heptanoico 0.204 661 0.207 0.452
B. breve B. adolescentis -0.149 612 -0.150 0.291
B. breve B. -0.617* .019 -0.720 0.302

pseudocatenulatum
B. breve Acido Acético 0.054 .908 0.054 0.448
B. breve Acido Isobutirico -0.126 .788 -0.127 0.450
B. breve Acido Butirico -0.126 .788 -0.127 0.450
B. breve Acido 2-metilbutirico -0.505 .248 -0.555 0.460
B. breve Acido Isovalérico -0.667 .102 -0.805 0.466
B. breve Acido Valérico -0.288 .531 -0.297 0.454
B. breve Acido Caproico -0.054 .908 -0.054 0.448
B. breve Acido Heptanoico -0.309 .500 -0.319 0.455
B. adolescentis B. 0.130 458 0.131 0.291

pseudocatenulatum
B. adolescentis Acido Acético 0.072 .878 0.072 0.449
B. adolescentis Acido Isobutirico -0.054 .908 -0.054 0.448
B. adolescentis Acido Butirico -0.180 699 -0.182 0.451
B. adolescentis Acido 2-metilbutirico 0.054 .908 0.054 0.448
B. adolescentis Acido Isovalérico 0.234 613 0.239 0.453
B. adolescentis Acido Valérico -0.090 .848 -0.090 0.449
B. adolescentis Acido Caproico -0.306 .504 -0.316 0.455
B. adolescentis Acido Heptanoico -0.103 .826 -0.103 0.450
B. Acido Acético 0.270 .558 0.277 0.454
pseudocatenulatum
2, Acido Isobutirico 0.559 192 0.631 0.462
pseudocatenulatum
B. Acido Butirico 0.775* .041 1.032 0.471
pseudocatenulatum
2 Acido 2-metilbutirico 0.883** .008 1.389 0.479
pseudocatenulatum
B. Acido Isovalérico 0.703 .078 0.873 0.467
pseudocatenulatum
2, Acido Valérico 0.847* .016 1.245 0.476
pseudocatenulatum
B. Acido Caproico 0.198 .670 0.201 0.452
pseudocatenulatum
2 Acido Heptanoico 0.618 139 0.722 0.464
pseudocatenulatum
Acido Acético Acido Isobutirico 0.250 595 0.255 0.453
Acido Acético Acido Butirico 0.714 .088 0.896 0.468
Acido Acético Acido 2-metilbutirico 0.321 .498 0.333 0.455
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rho P (Fisher's Effecf
2 size

Acido Acético - Acido Isovalérico 0.250 855 0.255 0.453
Acido Acético - Acido Valérico 0.464 302 0.503 0.459
Acido Acético - Acido Caproico -0.357 A44 -0.374 0.456
Acido Acético - Acido Heptanoico 0.408 363 0.434 0.457
Acido Isobutirico - Acido Butirico 0.679 .110 0.826 0.466
Acido Isobutirico - Acido 2-metilbutitico 0.750 .066 0.973 0.470
Acido Isobutirico - Acido Isovalérico 0.714 .088 0.896 0.468
Acido Isobutirico - Acido Valérico 0.786* .048 1.060 0.472
Acido Isobutirico - Acido Caproico 0.714 .088 0.896 0.468
Acido Isobutirico - Acido Heptanoico 0.000 1.000 0.000 0.447
Acido Butirico - Acido 2-metilbutirico 0.821* 034 1.161 0.474
Acido Butirico - Acido Isovalérico 0.607 167 0.704 0.464
Acido Butirico - Acido Valérico 0.929** .007 1.648 0.485
Acido Butirico - Acido Caproico 0.107 .840 0.108 0.450
Acido Butirico - Acido Heptanoico 0.612 144 0.713 0.464
Acido 2-metilbutirico - Acido Isovalérico 0.893* .012 1.436 0.480
Acido 2-metilbutitico - Acido Valérico 0.964** .003 2.004 0.492
Acido 2-metilbutirico - Acido Caproico 0.321 498 0.333 0.455
Acido 2-metilbutitico - Acido Heptanoico 0.612 144 0.713 0.464
Acido Isovalérico - Acido Valérico 0.786* .048 1.060 0.472
Acido Isovalérico - Acido Caproico 0.429 .354 0.458 0.458
Acido Isovalérico - Acido Heptanoico 0.408 363 0.434 0.457
Acido Valérico - Acido Caproico 0.286 .556 0.294 0.454
Acido Valérico - Acido Heptanoico 0.612 144 0.713 0.464
Acido Caproico - Acido Heptanoico -0.408 363 -0.434 0.457

*p<051**p<o'|,***p<

.001
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Anexo 3. Matriz de correlaciéon de Spearman de APP control a los 12 meses. Los coeficientes de correlacion

presentan una escala de color (Azul -1; Rojo 1), los asteriscos indican nivel de significancia. Tabla de
elaboracién propia utilizando Jamovi.
, . SE
Spearman's Effect size
. , Effect
rho (Fisher's z) ;

sSize
B. longum  subsp. B angum subsp. 0.065 607 0.065 0.126
longum infantis
B. longum subsp. B.Acmlhmohs subsp. 0312 o1 0.323 0.128
longum animalis
B. longum subsp. B. .cmlmahs subsp. 0.181 147 0183 0.127
longum lactis
5 lomguan  SUlBng. B. bifidum -0.034 789 -0.034 0.125
longum
B. longum  subsp. B. breve 0.153 220 -0.154 0.126
longum
B fonglin SEsp. B. adolescentis 0219 077 -0.222 0.127
longum
B. longum  subsp. B. L0362+ 003 -0.379 0.129
longum pseudocatenulatum
B fonglin SEsp. Acido Acético 0.089 565 0.089 0.155
longum
B. longum  subsp. Acido Isobutiico 0019 901 0019 0.155
longum
= englm  SUBED, Acido Butirico -0.241 115 -0.246 0.157
longum
B. longum  subsp. Acido 2-metilbutiico  0.039 803 0.039 0.155
longum
B fonglin SEsp. Acido Isovalérico -0.009 953 -0.009 0.154
longum
B. longum  subsp. Acido Valérico 0014 928 0014 0.154
longum
= lomen S, Acido Caproico -0.050 745 -0.050 0.155
longum
B.fongum  subsp. Acido Heptanoico -0.032 838 -0.032 0.155
longum
5. angum subsp. B..onl.mohs subsp. 0018 886 0018 0.125
infantis animalis
_B. Io_ngum subsp. B. .ommolls subsp. 0.031 805 0.031 0.125
infantis lactis
B, fongum: = subsp: B. bifidum 0.175 160 0177 0.127
infantis
B. longum  subsp. B. breve -0.057 649 -0.057 0.126
infantis
5, lomgm  SUlBEg, B. adolescentis 0.036 771 0.036 0.125
infantis
B. longum  subsp. B. -0.010 938 -0.010 0.125
infantis pseudocatenulatum
B, longum " subsp. Acido Acético 0.017 914 0.017 0.154
infantis
B. longum  subsp. Acido lsobutirico -0.075 627 -0.075 0.155
infantis
5 lomguan  SulBsg. Acido Butirico -0.037 813 -0.037 0.155
infantis
B. longum  subsp. Acido 2-metiloutiico  -0.112 471 0.112 0.156
infantis
B, longum " subsp. Acido Isovalérico -0.029 850 -0.029 0.155
infantis
B. longum  subsp. Acido Valérico -0.185 230 -0.187 0.156

infantis
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Spearman's Effect size SE
rho P (Fisher's z) Effect
Size
5 lomguan U2, Acido Caproico -0.180 244 -0.181 0.156
infantis
B. fongum  subsp. Acido Heptanoico 0.109 481 0.109 0.156
infantis
B..cml.mcms subsp. B. Aonlmohs subsp. 0118 344 0.119 0.126
animalis lactis
B. animalis  subsp. B. bifidum 0.152 224 0.153 0.126
animalis
£ CITEs sl B. breve -0.089 476 -0.090 0.126
animalis
B. ~animailis - subsp. B. adolescentis 0.045 722 0.045 0.125
animalis
B, animaiis  subsp. 2L 0.287* 019 0.295 0.128
animalis pseudocatenulatum
B. animalis  subsp. Acido Acético -0.030 846 0.030 0.155
animalis
B oo SUEsp. Acido Isobutirico 0.195 205 0.198 0.157
animalis
B. “animalls  subsp. Acido Butirico 0.254 096 0.259 0.157
animalis
g elumels gulos. Acido 2-mefilbutiico  0.198 197 0.201 0.157
animalis
B. animalis  subsp. Acido lsovalérico 0.177 251 0.179 0.156
animalis
B oo SUEsp. Acido Valérico 0.340* 024 0.355 0.158
animalis
B. “animalls  subsp. Acido Caproico 0.270 077 0277 0.158
animalis
2, CluigeiiyHllexa, Acido Heptanoico 0.011 944 0.011 0.154
animalis
B. animalis  subsp. B. bifidum 0232 061 -0.237 0.127
lactis
5 CWITeis  Sulsgg. B. breve L0.426%+* <001  -0.455 0.129
lactis
B. animalis  subsp. B. adolescentis 0.082 511 0.082 0.126
lactis
= cpimels  SUBsR. = 0.182 144 0.184 0.127
lactis pseudocatenulatum
B. animalis  subsp. Acido Acético 0.166 283 0.167 0.156
lactis
5 CWITeis  Sulsgg. Acido lsobutiico -0.037 812 -0.037 0.155
lactis
8. animals  subsp. Acido Butirico 0.275 071 0.283 0.158
lactis
= cnmels  SUesD. Acido 2-mefilbutiico  -0.015 925 0015 0.154
lactis
B. animalis  subsp. Acido Isovalérico -0.045 773 -0.045 0.155
lactis
£l ehmele gulog. Acido Valérico 0.171 267 0.173 0.156
lactis
B. animalis  subsp. Acido Caproico -0.084 590 -0.084 0.155
lactis
,‘Zcﬁfn’mo”s SWEFD Acido Heptanoico 0.020 900 0.020 0.155
B. bifidum B. breve 0.526*** <.001  0.585 0.131
B. bifidum B. adolescentis 0.263* 033 0.269 0.128
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Spearman's Effect size E‘Efect
rho P (Fisher's z) .
size

B. bifidum B. -0.240 .052 -0.245 0.127

pseudocatenulatum
B. bifidum Acido Acético -0.248 .105 -0.253 0.157
B. bifidum Acido Isobutirico 9.867x10-4 995 2'867" 10- 0154
B. bifidum Acido Butirico -0.478** .001 -0.521 0.160
B. bifidum Acido 2-metilbutirico -0.009 .951 -0.009 0.154
B. bifidum Acido Isovalérico 0.036 .815 0.036 0.155
B. bifidum Acido Valérico -0.251 .100 -0.257 0.157
B. bifidum Acido Caproico 0.050 .748 0.050 0.155
B. bifidum Acido Heptanoico 0.085 .581 0.086 0.155
B. breve B. adolescentis -0.169 176 -0.170 0.127
B. breve B 0.341% 005 0.356 0.128

pseudocatenulatum
B. breve Acido Acético -0.233 127 -0.238 0.157
B. breve Acido Isobutirico -0.062 .687 -0.062 0.155
B. breve Acido Butirico -0.432** .004 -0.463 0.160
B. breve Acido 2-metilbutirico -0.056 718 -0.056 0.155
B. breve Acido Isovalérico 0.004 .979 0.004 0.154
B. breve Acido Valérico -0.456** .002 -0.492 0.160
B. breve Acido Caproico -0.047 760 -0.047 0.155
B. breve Acido Heptanoico -0.016 919 -0.016 0.154
B. adolescentis B 0.185 137 0.187 0.127

pseudocatenulatum
B. adolescentis Acido Acético 0.250 101 0.256 0.157
B. adolescentis Acido Isobutirico 0.239 118 0.244 0.157
B. adolescentis Acido Butirico 0.323* .033 0.335 0.158
B. adolescentis Acido 2-metilbutirico 0.209 173 0.212 0.157
B. adolescentis Acido Isovalérico 0.252 .098 0.258 0.157
B. adolescentis Acido Valérico 0.219 152 0.223 0.157
B. adolescentis Acido Caproico -0.205 .182 -0.208 0.157
B. adolescentis Acido Heptanoico -0.142 .357 -0.143 0.156
B. Acido Acético 0.089 .564 0.090 0.155
pseudocatenulatum
2, Acido Isobutirico -0.010 .949 -0.010 0.154
pseudocatenulatum
B. Acido Butirico 0.387** .010 0.408 0.159
pseudocatenulatum
2, Acido 2-metilbutirico -0.062 691 -0.062 0.155
pseudocatenulatum
B. Acido Isovalérico -0.047 762 -0.047 0.155
pseudocatenulatum
2, Acido Valérico 0.140 .365 0.141 0.156
pseudocatenulatum
B. Acido Caproico 0.014 .929 0.014 0.154
pseudocatenulatum
2, Acido Heptanoico 0.081 .601 0.081 0.155
pseudocatenulatum
Acido Acético Acido Isobutirico 0.376** .003 0.396 0.133
Acido Acético Acido Butirico 0.548%* <.001 0.616 0.135
Acido Acético Acido 2-metilbutirico 0.381** .002 0.401 0.133
Acido Acético Acido Isovalérico 0.334** .008 0.347 0.133
Acido Acético Acido Valérico 0.157 223 0.158 0.131
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Spearman's Effect size SE
rho (Fisher's z) Effect
size

Acido Acético - Acido Caproico 0.044 734 0.044 0.130
Acido Acético - Acido Heptanoico 0.057 .660 0.057 0.130
Acido Isobutirico - Acido Butirico 0.241 .059 0.246 0.132
Acido Isobutirico - Acido 2-metilbutirico 0.982%** <.001 2.339 0.151
Acido Isobutirico - Acido Isovalérico 0.965%** < .001 2.019 0.148
Acido Isobutirico - Acido Valérico 0.558%** <.001 0.630 0.135
Acido Isobutirico - Acido Caproico 0.373** .003 0.392 0.133
Acido Isobutirico - Acido Heptanoico 0.223 .081 0.227 0.131
Acido Butirico - Acido 2-metilbutirico 0.253* .048 0.258 0.132
Acido Butirico - Acido Isovalérico 0.237 064 0.241 0.131
Acido Butirico - Acido Valérico 0.469*** <.001 0.509 0.134
Acido Butirico - Acido Caproico 0.117 365 0.118 0.130
Acido Butirico - Acido Heptanoico 0.102 .428 0.103 0.130
Acido 2-metilbutirico - Acido Isovalérico 0.969*** <.001 2.070 0.148
Acido 2-metilbutitico - Acido Valérico 0.54]** <.001 0.606 0.135
Acido 2-metilbutirico - Acido Caproico 0.337** .007 0.351 0.133
Acido 2-metilbutirico - Acido Heptanoico 0.186 147 0.189 0.131
Acido Isovalérico - Acido Valérico 0.532%* <.001 0.593 0.135
Acido Isovalérico - Acido Caproico 0.348** .006 0.363 0.133
Acido Isovalérico - Acido Heptanoico 0.188 144 0.190 0.131
Acido Valérico - Acido Caproico 0.549%** <.001 0.616 0.135
Acido Valérico - Acido Heptanoico 0.369** .003 0.387 0.133
Acido Caproico - Acido Heptanoico 0.610%** <.001 0.708 0.136

*p <.05 *p <.01,**p < .00l
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Anexo 4. Matriz de correlacién de Spearman del grupo control a los 12 meses. Los coeficientes de correlacion
presentan una escala de color (Azul -1; Rojo 1), los asteriscos indican nivel de significancia. Tabla de
elaboracién propia utilizando Jamovi.
Effect
Spearman's size SE
P < Effect
rho (Fisher's .
size
z)
B. longum subsp. B angum subsp. 0.594* 046 0.684 0.330
longum infantis
B. longum subsp. B. . on{molts subsp. 0168 604 0.169 0.320
longum animalis
B. longum subsp. B. 'onlmo/ls subsp. 0.349 266 0.364 0.323
longum lactis
b ermieim - SUes B. bifidum 0.273 391 0.280 0.322
longum
B. fongum  subsp. B. breve 0.042 904 0.042 0317
longum
B. longum  subsp. B. adolescentis -0.552 067 -0.622 0.328
longum
B. longum  subsp. B. -0.587* 049 0.674 0.329
longum pseudocatenulatum
b (g SUSsp; Acido Acético 0.133 744 0.134 0.381
longum
5 longum subsp. Acido Isobutirico 0.300 437 0.310 0.385
ongum
2 elelim - SUoER, Acido Butirico -0.050 912 -0.050 0.379
longum
B. longum  subsp. Acido 2-metilbutiico  0.167 678 0.168 0.382
longum
b (g SUSsp; Acido Isovalérico 0.267 493 0.273 0.384
longum
B. longum  subsp. Acido Valérico 0.200 413 0.203 0.382
longum
s Jemgn  SUsEe: Acido Caproico 0.200 613 0.203 0.382
longum
B.longum  subsp. Acido Heptanoico 0.274 476 0.281 0.384
longum
5. angum subsp. B. . ongmohs subsp. 0140 667 0141 0.319
infantis animalis
5. angum subsp. B. .onimolis subsp. 20229 473 0234 0.321
infantis lactis
= Jemgn - Susse: B. bifidum 0.098 766 0.098 0318
infantis
B. longum  subsp. B. breve 0.196 543 0.198 0.320
infantis
LS B. adolescentis 0210 514 0213 0.320
infantis
B. longum  subsp. B. 0350 266 0.365 0.323
infantis pseudocatenulatum
= Jemgu  SUBEE: Acido Acético 0.200 613 0.203 0.382
infantis
B. longum  subsp. Acido Isobutiico -0.450 230 0.485 0.389
infantis
= Jeme  SUSHe, Acido Butirico 0.167 678 0.168 0.382
infantis
B.  fongum  subsp. Acido 2-mefiloutiico  -0.667 059 10.805 0.395
infantis
= lomeim - SUSsR Acido Isovalérico 0.567 121 0.643 0.392

infantis
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Spearman's size SE
rho (Fisher's Effecf
Size
z)

B. longum  subsp. Acido Valérico 0.183 644 -0.185 0.382
infantis
5 lenguim SUegR. Acido Caproico 0.783+ 017 1.054 0.401
infantis
B. longum  subsp. Acido Heptanoico 0.548 127 0.615 0.391
infantis
B. . Clﬂ'ImCl/IS subsp. B. 'onlmolls subsp. 0.046 887 0.046 0.317
animalis lactis
B. animalis  subsp. B. bifidum -0.336 287 -0.349 0.323
animalis
L CimCE Ut B. breve 0.035 921 0.035 0317
animalis
B. animalis  subsp. B. adolescentis -0.070 834 -0.070 0318
animalis
B. animalis  subsp. 2 0.510 094 0.563 0.327
animalis pseudocatenulatum
B. animals  subsp. Acido Acético 0.083 843 0.084 0.380
animalis
L GGy SUBHR. Acido Isobutiico 0.167 678 0.168 0.382
animalis
B. animalis  subsp. Acido Butirico 0.317 410 0.328 0.385
animalis
B. animalis  subsp. Acido 2-metilbutiico  0.083 843 0.084 0.380
animalis
B. animals  subsp. Acido lsovalérico 0.150 708 0.151 0.381
animalis
5 enimely  suBHe. Acido Valérico 0.367 336 0.385 0.386
animalis
B. animalis  subsp. Acido Caproico -0.467 213 -0.506 0.389
animalis
B. “animalls  subsp. Acido Heptanoico 0.000 1000 0.000 0.378
animalis
B. animalls  subsp. B. bifidum -0.046 887 -0.046 0317
lactis
2, ciigeily - sUlese, B. breve -0.285 370 -0.293 0.322
lactis
B. animalls  subsp. B. adolescentis 0.661* 019 0.794 0.332
lactis
2, ciiiely - sUles, L -0.101 755 -0.101 0318
lactis pseudocatenulatum
B. animalls  subsp. Acido Acético -0.023 954 -0.023 0.378
lactis
5 emimiEls  SUes. Acido lsobutiico 0.593 092 0.683 0.393
lactis
B. animalls  subsp. Acido Butiiico 0.023 954 0.023 0378
lactis
/Bdc ﬁ;’”’mo”s subsp. Acido 2-mefilbutiico  0.707* 033 0.882 0.397
IE; . ﬁs"”’m"”s subsp. Acido Isovalérico 0.707* 033 0.882 0.397
5 emimiels  suese. Acido Valérico 0.228 555 0.232 0.383
lactis
B. animals  subsp. Acido Caproico -0.251 515 0257 0.384
lactis
L GiTEE  SUEHe. Acido Heptanoico -0.188 629 -0.190 0.382

lactis
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Effect
Spearman's size E]l‘zfect
rho (Fisher's .
) size

B. bifidum B. breve 0.175 .588 0.177 0.320
B. bifidum B. adolescentis 0.189 .558 0.191 0.320
B. bifidum pB)'seudocofenqufum -0.741** .008 -0.953 0.335
B. bifidum Acido Acético 0.033 .948 0.033 0.379
B. bifidum Acido Isobutitico -0.167 678 -0.168 0.382
B. bifidum Acido Butitico -0.067 .880 -0.067 0.379
B. bifidum Acido 2-metilbutirico -0.183 644 -0.185 0.382
B. bifidum Acido Isovalérico -0.167 678 -0.168 0.382
B. bifidum Acido Valérico -0.067 .880 -0.067 0.379
B. bifidum Acido Caproico 0.000 1.000 0.000 0.378
B. bifidum Acido Heptanoico -0.274 476 -0.281 0.384
B. breve B. adolescentis -0.154 .635 -0.155 0.319
B. breve g.seudocofenu/ofum -0.231 A71 -0.235 0.321
B. breve Acido Acético 0.400 291 0.424 0.387
B. breve Acido Isobutitico 0.183 644 0.185 0.382
B. breve Acido Butitico 0.300 437 0.310 0.385
B. breve Acido 2-metilbutirico 0.033 .948 0.033 0.379
B. breve Acido Isovalérico 0.067 .880 0.067 0.379
B. breve Acido Valérico -0.050 912 -0.050 0.379
B. breve Acido Caproico 0.317 410 0.328 0.385
B. breve Acido Heptanoico 0.000 1.000 0.000 0.378
B. adolescentis ;E;.seu docatenulatum 0.084 .800 0.084 0.318
B. adolescentis Acido Acético -0.517 162 -0.572 0.390
B. adolescentis Acido Isobutirico -0.717* .037 -0.901 0.397
B. adolescentis Acido Butitico -0.317 410 -0.328 0.385
B. adolescentis Acido 2-metilbutirico -0.517 162 -0.572 0.390
B. adolescentis Acido Isovalérico -0.600 .097 -0.693 0.393
B. adolescentis Acido Valérico -0.467 213 -0.506 0.389
B. adolescentis Acido Caproico -0.083 .843 -0.084 0.380
B. adolescentis Acido Heptanoico -0.411 272 -0.437 0.387
;%seudocofenulotum Acido Acético -0.133 744 -0.134 0.381
z'seudocarenulotum Acido Isobutitico -0.050 912 -0.050 0.379
g.seudocofenulotum Acido Butitico -0.200 613 -0.203 0.382
;Bo.seu docatenulatum Acido 2-metilbutirico 0.000 1.000 0.000 0.378
gseu docatonuiatom Acido Isovalérico 0083 843 0.084 0.380
2’5% docatenulaiom Acido Valérico 0117 776 0117 0.381
g.seudocafenulofum Acido Caproico -0.400 291 -0.424 0.387
g.seudocotenulotum Acido Heptanoico -0.137 .725 -0.138 0.381
Acido Acético Acido Isobutirico 0.350 .359 0.365 0.386
Acido Acético Acido Butitico 0.667 .059 0.805 0.395
Acido Acético Acido 2-metilbutirico 0.000 1.000 0.000 0.378
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Spearman's size SE
rho P (Fisher's Effecf
2 size

Acido Acético - Acido Isovalérico 0.100 .810 0.100 0.380
Acido Acético - Acido Valérico 0.667 059 0.805 0.395
Acido Acético - Acido Caproico 0.100 810 0.100 0.380
Acido Acético - Acido Heptanoico 0.548 127 0.615 0.391
Acido Isobutirico - Acido Butitico 0.100 810 0.100 0.380
Acido Isobutirico - Acido 2-metilbutirico 0.917** .001 1.568 0.411
Acido Isobutirico - Acido Isovalérico 0.950%** <.001 1.832 0.416
Acido Isobutirico - Acido Valérico 0.667 .059 0.805 0.395
Acido Isobutirico - Acido Caproico -0.417 .270 -0.444 0.388
Acido Isobutirico - Acido Heptanoico 0.137 725 0.138 0.381
Acido Butirico - Acido 2-metilbutirico -0.100 .810 -0.100 0.380
Acido Butirico - Acido Isovalérico 0.033 .948 0.033 0.379
Acido Butirico - Acido Valérico 0.617 086 0.720 0.394
Acido Butirico - Acido Caproico 0.283 463 0.291 0.384
Acido Butirico - Acido Heptanoico 0.548 127 0.615 0.391
Acido 2-metilbutirico - Acido Isovalérico 0.983*** <.001 2.390 0.427
Acido 2-metilbutitico - Acido Valérico 0.450 .230 0.485 0.389
Acido 2-metilbutirico - Acido Caproico -0.500 178 -0.549 0.390
Acido 2-metilbutitico - Acido Heptanoico -0.137 725 -0.138 0.381
Acido Isovalérico - Acido Valérico 0.567 121 0.643 0.392
Acido Isovalérico - Acido Caproico -0.433 .250 -0.464 0.388
Acido Isovalérico - Acido Heptanoico 0.000 1.000 0.000 0.378
Acido Valérico - Acido Caproico -0.267 493 -0.273 0.384
Acido Valérico - Acido Heptanoico 0.548 127 0.615 0.391
Acido Caproico - Acido Heptanoico 0.548 127 0.615 0.391

.001
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Anexo 5. Regresion Lineal CSBS - B. bifidum. con el método de Benjamini-Hochberg, los asteriscos indican nivel
de significancia. Tabla de elaboracién propia utilizando Jamovi.

Medidas de Ajuste del Modelo

Modelo R R2

1 0.634 0.401

Nota. Models estimated using sample size of N=43

Coeficientes del Modelo - B. bifidum

Predictor Estimador  EE t P el FDR
Constantea 0.3073 0.383 0.8026 428
Muestra:

APP — Control -0.7780 0.464 -1.6757 .103 275 275
Dimensidon Comunicacién:

Preocupante — No Preocupante 0.5475 0.436 1.2550 218 436 .403
Dimension Expresion:

Preocupante — No Preocupante -0.8789 0.496 -1.7710 .086 .344 276
Dimension Simbdlica:

No Preocupante — Preocupante 0.73%90 0.330 2.2368 .032 256 256
Prematuro:

Prem.Tardio (32-37) — A término (>=37)  -0.4585 0.393 -1.1658 .252 .403 .403

GranPrem (28-32) — A término (>=37) 0.0679 0.500 0.1358 .893 1 .931

ExtremPrem (<28) — A término (>=37) -0.0433 0.496 -0.0873 .931 .931 931
Sexo:

Mujer — Hombre -0.1298 0.302 -0.4302 .670 .893 .893

a Representa el nivel de referencia
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Anexo 6. Regresién Lineal CSBS - Acido heptanoico con el método de Benjamini-Hochberg, los asteriscos
indican nivel de significancia. Tabla de elaboracion propia utilizando Jamovi.

Medidas de Ajuste del Modelo
Modelo R R?

1 0.445 0.198

Nota. Models estimated using sample size of N=52

Coeficientes del Modelo - Acido Heptanoico

Predictor Estimador  EE t P el FDR
Constantea -1.2432 0.520 -2.3894 .021
Muestra:

APP — Control 0.4945 0.615 0.8038 426 1,136 .944

Dimension Comunicacion:

Preocupante — No Preocupante 0.0353 0.501 0.0705 .944 .944 .944
Dimension Expresion:

Preocupante — No Preocupante 0.4906 0.411 1.1928 .239 .956 .944
Dimension Simbdlica:

No Preocupante — Preocupante 0.8225 0.335 2.4579 .018 144 144
Prematuro:

Prem.Tardio (32-37) — A término (>=37)  0.3142 0.448 0.7013 .487 974 .944

GranPrem (28-32) — A término (>=37) 0.1802 0.471 0.3830 .704 1,126 .944

ExtremPrem (<28) — A término (>=37) -0.0906 0.529 -0.1711 .865 1,153 .944
Sexo:

Mujer — Hombre -0.0246 0.321 -0.0768 .939 1,073 .944

a Representa el nivel de referencia
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Anexo 7. Regresion logistica binomial - ASQ-3 Comunicacién con el método de Benjamini-Hochberg, los

asteriscos indican nivel de significancia. Tabla de elaboracion propia utilizando Jamovi.

Medidas de Ajuste del Modelo

Medidas Predictivas

Modelo

Desvianza

AIC

RZMCF

AUC

1

36.1

56.1

0.287

0.870

Nota. Models estimated using sample size of N=46

El punto de corte es 0.5

Coeficientes del Modelo - Comunicacién

Razdn

Intervalo de
Confianza al 95%

Predictor Estimador  EE VA P q FDR de Odds Mds bajo  Superior
Constante -3.381 1.63 - .039 0.0340 0.00138 0.841
7 2.065
4
B. longum subsp.  0.237 0.45 0.523 .601 751 751 1.2675 0.52151 3.081
longum 3 2
B. longum subsp.  -1.913 1.90 - 314 1 .657 0.1476 0.00356 6.117
infantis 0 1.006
9
B. animalis subsp.  -2.549 1.18 - .031 310 310 0.0782 0.00768 0.796
animalis 4 2.153
1
B. animalis subsp.  -0.443 0.47 - .354 885 .657 0.6420 0.25159 1.638
lactis 8 0.927
1
Prematuro:
Prem.Tardio 1.296 1.29 0.997 318 1 .657 3.6539 0.28662 46.580
(32-37) - A 8
término (>=37)
GranPrem (28-  -0.840 1.51 - .578 826 751 0.4319 0.02239 8.330
32) - A 0 0.556
término (>=37) 0
ExtremPrem 0.554 1.49 0.371 710 751 751 1.7405 0.09371 32.326
(<28) - A 1 7
término (>=37)
Muestra:
APP — Control 0.161 1.64 0.097 922 922 922 1.1743 0.04692 29.393
8
Sexo:
Mujer - 0779 0.91 0.852 .394 .657 .657 2.1786 0.36332 13.064
Hombre 4 1

Nota. Los estimadores representan el log Odds de "Comunicacién = Requiere monitorizacion"
vs. "Comunicacion = Desarrollo normal”
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Anexo 8. Regresion logistica binomial — ASQ-3 Motricidad Gruesa con el método de Benjamini-Hochberg, los
asteriscos indican nivel de significancia. Tabla de elaboracion propia utilizando Jamovi.

Medidas de Ajuste del Modelo Medidas Predictivas
Modelo Desvianza AIC R2mcr AUC
1 44.7 64.7 0.262 0.824

Nota. Models estimated using sample size of N=46  El punto de corte es 0.5

Coeficientes del Modelo - Motricidad Gruesa

Intervalo de
Confianza al 95%

Razén

Predictor Estimador EE VA P q FDR de qu Superior
bajo
Odds
Constante -2.029 1.27 - 1 0.131 0.0109 1.590
2 1.59 1
6
B. bifidum 0.748 0.49 1.50 13 410 297 2.114 0.7981 5.598
7 6 2
B. breve -0.129 0.45 - 77 876 876 0.879 0.3574 2.161
9 0.28 9
1
B. adolescentis -1.626 0.80 - .04 .396 297 0.197 0.0404 0.958
8 2.01 4
3
B. -0.959 0.60 - 1 .339 297 0.383 0.1172 1.253
pseudocatenulatu 4 1.58 3
m 7
Prematuro:
Prem.Tardio (32- 0.917 1.14 0.80 42 761 876 2.502 0.2660 23.539
37) = A término 4 2 3
(>=37)
GranPrem  (28- 0.412 1.20 0.34 73 1 876 1.510 0.1412 16.149
32) — A término 9 1 3
(>=37)
ExtremPrem -0.439 1.30 - 73 .948 876 0.645 0.0500 8.315
(<28) — A término 5 0.33 7
(>=37) 6
Muestra:
APP — Control 0.198 1.39 0.14 .88 .887 .887 1.219 0.0799 18.589
0 2 7
Sexo:
Mujer — Hombre 1.380 0.81 1.69 .09 410 297 3.977 0.8037 19.674
6 2 1

Nota. Los estimadores representan el log Odds de "Motricidad Gruesa = Requiere monitorizacion”
vs. "Motricidad Gruesa = Desarrollo normal’
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Anexo 9. Declaracion de transparencia ética sobre el uso de herramientas de |A

En la elaboracion del presente trabajo se ha recurrido a herramientas de |A, para optimizar
el proceso de busqueda y redaccién del contenido. Estas herramientas han resultado de gran
apoyo para garantizar la calidad y precisién de la informacion.

Redaccion académica:

- Herramienta: Gemini (version 1.5 Pro)

- Funciones: mejora de redaccion

- Prompt utilizado: “Mejora la redaccion del siguiente texto manteniendo su contenido
original y ofreciendo sugerencias de mejora. Mantén el lenguaje cientifico y claro, para
aportar mayor coherencia y cohesion”

Gestion de referencias:
- Herramienta: Mendeley

- Funciones: almacenamiento, organizacién y generacién de citas siguiendo el formato
APA 7 edicion.
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