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1. RESUMEN

El trastorno del espectro autista (TEA) es un desorden del neurodesarrollo muy
importante, sin embargo los mecanismos y manifestaciones de esta enfermedad siguen

siendo bastante desconocidos.

Si bien el TEA se diagnostica por la presencia de comunicacion social alterada y el
comportamiento repetitivo y estereotipado, también existen comorbilidades comunes
como la desregulacion inmune y los problemas gastrointestinales. Los vinculos entre
ciertos componentes de la microbiota intestinal y fenotipos relevantes para el TEA,
plantean la cuestion de si la disbiosis microbiana a nivel intestinal desempefia un papel

en el desarrollo o la presencia de sintomas del TEA.

El microbioma intestinal en humanos alberga una comunidad compleja de
microorganismos que influyen profundamente en muchos aspectos del crecimiento vy el
desarrollo, incluyendo el desarrollo del sistema nervioso. En esta revision se presentan
las evidencias cientificas méas aceptadas sobre la composicion del microbioma del
intestino humano, asi como las interacciones potenciales entre el microbioma y el
autismo. Se considera la investigacion sobre patrones atipicos de alimentacion y nutricién
en TEA, y como podrian interactuar con el microbioma, a través de estudios realizados
en roedores. Ademas la comprension mas profunda de esta interaccion puede ayudar al

desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento para este trastorno.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las poblaciones de microorganismos residen en todas las superficies del cuerpo humano
expuestas al medio ambiente, incluyendo piel, boca, cavidad nasal y vagina, pero es en el
intestino donde se encuentra la comunidad mas abundante y diversa (1).

El microbioma del intestino distal se analiza a través de las heces, constituyendo una
técnica no invasiva de muestreo, y ha proporcionado importantes datos sobre la
composicion y funcion del microbioma intestinal distal. Sin embargo es importante
reconocer que la microbiota residente en las superficies de la mucosa intestinal puede ser
diferente de la presente en materia fecal. El estudio de las especies adherentes de la

mucosa intestinal supone técnicas invasivas, caras e impracticables en estudios de
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investigacién a gran escala. Aun asi, se puede obtener bastante informacion a partir de la

secuenciacion gendmica de restos fecales de forma no invasiva. (1).
Composicion del microbioma intestinal

El andlisis metagenémico ha confirmado la presencia de bacterias como principal
componente de las heces. EI microbioma intestinal esta compuesto en su mayoria por
bacterias pertenecientes a dos filos, Firmicutes y Bacteroidetes, sequido de los filos;

Actinobacteria y Proteobacteria (Fig. 1A).

Ademas, el analisis bioinformatico de las especies bacterianas identificadas, realizando
un analisis multidimesional de conglomerados y de Componentes Principales (PCA),
revelaron tres grupos globales de microbiota distintos designados como “enterotipos” (2).
Cada uno de estos tres enterotipos se caracteriza por la mayor abundancia relativa en los
niveles de los siguientes géneros: Bacteroides (enterotipo 1), Prevotella (enterotipo 2) y
Ruminococcus (enterotipo 3) (Fig. 1B).
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Figura 1. a) Los 30 géneros y filos més abundantes encontrados en el intestino del ser
humano b) Abundancia de los principales géneros bacterianos que definen cada
enterotipo. Tomada de (2).

Los tres enterotipos no solo implican diferencias filogenéticas, también funcionales. El
enterotipo 1, integrado en su mayoria por el género Bacteroides, obtiene energia
principalmente de carbohidratos y proteinas a través de la fermentacion, ya que los genes
que codifican enzimas involucradas en la degradacion de estos sustratos (galactosidasas,
hexosaminidasas y proteasas). También participan en la glucolisis y en la via de las
pentosas fosfato. En cuanto al enterotipo 2, enriquecido en el género Prevotella, que
actla en sinergia con Desulfovibrio, mediante la desulfatacion, para degradar las
glucoproteinas de la mucina presente en la mucosa intestinal. Por dltimo en el enterotipo
3 el género Ruminococcus es el mas frecuente, encontrandose incrementada también la
presencia de Akkermansia, ambos géneros son capaces de degradar las mucinas. A su vez,
esta dotado de transportadores de membrana (en su mayoria azUcares), lo que da lugar a
la hidrolisis de la mucina, asi como la captacion de azUcares simples resultantes por estos

géneros. (2)

Se ha demostrado que los enterotipos dependen de la ingesta dietética a largo plazo,
permaneciendo estables hasta 10 dias, sin cambiar el tipo de ingesta (3) . Por ejemplo, el
tipo de dieta llevada a cabo por nifios europeos, siendo una dieta occidental tipica rica en
proteinas y grasas animales es comparado con nifios de Burkina Faso, que ingieren dietas
ricas en carbohidratos con bajo contenido en proteinas animales. EI microbioma europeo
estaba dominado por taxones tipicos del enterotipo Bacteroides, mientras que el

microbioma africano estaba dominado por el enterotipo Prevotella. (3)

Ademas de la dieta, la edad y otros factores ambientales, es muy probable que la genética

juegue un papel importante en el mantenimiento y establecimiento del enterotipo. (1)

Como muestra de la importancia de la microbiota intestinal, en un estudio, a través de la
secuenciacion metagenomica de muestras fecales de 124 individuos, se ha podido estimar
que el nimero de genes microbianos diferentes era de 3,3 millones (4). Para poner esto
en un contexto, se cree que todo el genoma humano contiene aproxiadamente 30000
genes codificantes de proteinas. Por lo tanto, el cuerpo humano alberga genes funcionales

gue complementan nuestra biologia (1).



Funciones del microbioma intestinal

o Funciones metabdlicas: La microbiota entérica metaboliza los sustratos o residuos

dietéticos no digeribles, el moco entérico y los detritus celulares (4).

El complemento genético colectivo del microbioma intestinal es 150 veces mayor
que el genoma humano (5). En base a esto, es sabido que el genoma humano
carece de enzimas para degradar muchos polisacaridos vegetales como pectina,
arabinosa y xilano, en contraste con el microbioma del intestino distal que

contiene mas de 80 familias de glucosidasas diferentes (6).
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La fermentacion de hidratos de carbono no digeribles por el huésped constituye
una fuente de energia importante para la proliferacion bacteriana, de hecho, se ha

estimado que hasta un 10 % de calorias presentes en la dieta occidental provienen
de la fermentacion microbiana de carbohidratos (1). También produce &cidos
grasos de cadena corta que el humano puede absorber, recuperando energia y
favoreciendo la absorcion de iones (Ca?*, Mg?*, Fe 2*) en el ciego. Ademas, las
funciones metabdlicas incluyen la produccion de vitaminas (K, B1z2, biotina, acido
folico y pantoténico), asi como la sintesis de aminoacidos a partir de amoniaco o
urea (4).

El metabolismo anaerobio de péptidos y proteinas (putrefaccion) se produce en

acia no se hace responsable de la in

segmentos mas distales del colon y también es fuente de &cidos grasos de cadena
corta, pero al mismo tiempo genera una serie de sustancias potencialmente toxicas

incluyendo amoniaco, aminas, fenoles, indoles (4).

o Funciones protectoras: La funcion defensiva de la microbiota incluye el efecto

“barrera”, por el que las bacterias ocupan un nicho ecldgico impidiendo la
implantacion de bacterias extrafas al ecosistema. Este efecto “barrera” se da por
la capacidad de ciertas bacterias de segregar sustancias antimicrobianas capaces
de inhibir la poliferacion de otras bacterias, evitando asi la competicion por los
recursos del sistema. Ademas la microbiota impide el sobrecrecimiento de

bacterias oportunistas que estan presentes en el intestino pero con proliferacion
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restringida. El equilibrio entre especies bacterianas residentes confiere estabilidad

al conjunto de la poblacion microbiana (4).
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o Desarrollo inmunoldgico: EI microbioma intestinal también puede servir como

clave del desarrollo inmunoldgico. Existe una compleja interaccion entre la
mucosa gastrointestinal y la microbiota comensal, mediada en gran parte por los

componentes del sistema inmune innato (7).

El sistema inmunitario intestinal es capaz de tolerar las bacterias beneficiosas a la
vez que lleva a cabo una respuesta inmune frente a especies patogenas (8). No se
sabe muy bien como han logrado esto, pero es muy probable que las bacterias
simbidticas hayan evolucionado para sobrevivir a las condiciones del lumen
intestinal, acumulando funciones que permitan la coexistencia con el sistema
inmune del huésped (1). Existen datos que apoyan esta hipdtesis, aportando
papeles definidos para especies bacterianas especificas, como por ejemplo la
fuerte influencia de bacterias filamentosas segmentadas (SFB), una especie
relacionada con Clostridium, en las células T intestinales de ratones. Sin la
presencia de SFB, las células T intestinales no son capaces de desarrollarse (9).
También se ha demostrado en ratones que la exposicion a un polisacarido
especifico producido por Bacteroides fragilis interactta con el sistema inmune del
huésped para inducir el desarrollo adecuado de células T, corregir los
desequilibrios Thl / Th2 y dirigir el desarrollo adecuado del bazo y otros tejidos

linfoides secundarios (10).

Por tanto, algunas anomalias en el desarrollo del sistema inmune podrian deberse
a defectos en la interaccion de la microbiota con los compartimentos inmuno-

competentes de la mucosa.
TEA 'y comorbilidades médicas

El trastorno del espectro autista, es una disfuncion del desarrollo neurolégico
caracterizado por la mala comunicacion social y los comportamientos repetitivos que se
combinan con varias comorbilidades médicas como las convulsiones, ansiedad, falta de

suefio y alteraciones metabdlicas (11).

Las causas exactas del TEA no se conocen pero se cree que implican una combinacion de
factores de riesgo ambientales y factores genéticos. Las mutaciones de novo en las células
germinales de los padres y los polimorfismos de nucle6tidos cortos, en secuencias del

genoma implicadas en el desarrollo de autismo, son causantes del 50 % del trastorno (12).



S
S
=
[e)
=
~
Y]
I
Y]
=~
S
~
S
I
)
—
~
S
)
Q
<
=
S
o~

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inf

El estudio post mortem de cerebros de pacientes autistas han permitido determinar:

- Mayor activacion de la microglia y astroglia en el cerebelo y la corteza cerebral,
junto con un aumento de citocinas proinflamatorias en el liquido cefalorraquideo
y regiones corticales del cerebro (13).

- Genes asociados al TEA que codifican caracteristicas del sistema inmunoldgico.
Las mutaciones en estos genes estan vinculadas con el fenotipo de TEA, que
incluyen pérdida de conectividad estructural y funcional de regiones cerebrales

importantes (11).

Es destacable que estudios paralelos revelen mayor prevalencia de trastornos y
alteraciones gastrointestinales en las poblaciones con TEA en comparacién con los
controles. Entre estos sintomas gastrointestinales se incluyen: diarrea, estrefiimiento,
reflujo géastrico, deficiente integridad del epitelio gastrointestinal y aumento de la
permeabilidad intestinal (14). Ademas, existen datos experimentales en animales que
revelan los efectos del microbioma sobre la inmunidad, el cerebro y el comportamiento.
Por todo ello, se puede considerar al microbioma como un instrumento importante para
la compresion de la disfuncion inmune y gastrointestinal en subgrupos de individuos
autistas (11).

3. OBJETIVOS

Revision bibliogréafica de los resultados obtenidos en la relacién del microbioma intestinal
humano con el trastorno de espectro autista. Este estudio se basa principalmente en la
comparacion del microbioma intestinal de nifios neurotipicos con el de nifios autistas.
Ademas se estudia la dieta en ratones durante el embarazo y cémo esto puede afectar al
desarrollo de trastornos neurol6gicos semejantes al autismo en la descendencia, asi como

los futuros tratamientos posibles para el TEA.
4. METODOLOGIA

Busqueda bibliogréafica de articulos en bases de datos informatizadas como Pubmed y S-

cielo, ademas de revision de revistas cientificas como Cell.
5. RESULTADOS Y DISCUSION

- Comparacion del microbioma intestinal en nifios autistas frente al de nifos

neurotipicos
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A menudo se ha expuesto que los nifios con autismo tienen problemas gastrointestinales

mas frecuentes y graves que nifios de la poblacion general (15).

Se han llevado a cabo una serie de estudios que comparan estos dos tipos de microbioma

intestinal:

Un estudio realizado en la universidad de Arizona, recluté 20 nifios neurotipicos y 20
nifios con TEA. Los sujetos estudiados tenian edades comprendidas entre los 3 y los 16
afios, los cuales no tomaron ningun tipo de antibidtico o antimicotico durante el mes antes

de la recogida de muestras (16).
Los nifios con TEA fueron evaluados a partir de diferentes test;

- Entrevista para el diagnostico de autismo (ADI-R) (16).

- Lista de evaluacién de tratamientos para el autismo (ATEC): Dividido en cuatro
subclases: 1) Discurso / lenguaje / comunicacién, 2) Sociabilidad, 3)

Capacidad sensorial / cognitiva, y 4) Salud / comportamiento fisico. Es la suma
de las puntuaciones de cada subclase (16).

- Escala de observacion para el diagnostico de autismo (ADOS): Basado en
comunicacion, social, juego / imaginacion, creatividad y comportamiento (16).

- Pervasive Developmental Disorder Behavior Inventory (PDD-BI): Esta basado en
la puntuacion que se obtuvo de las siguientes subcategorias: 1) Enfoque sensorial/
perceptivo, 2) Rituales/resistencia al cambio, y 3) Problemas sociales pragmaticos
(16).

También se llevaron a cabo encuestas con el fin de recoger algunos patrones sobre la
dieta, tales como: dieta libre de gluten/ caseina (GF/GD), uso de probi6ticos, consumo de

mariscos y uso de suplementos nutricionales como vitaminas y calcio (Tabla 1).

Se tomaron muestras fecales y se procedié la pirosecuenciaion de las regiones V2/V3 en
el ADNr 16S bacteriano para la comparacion del microbioma intestinal entre sujetos
neurotipicos y autistas (n=20 cada uno), con edades comprendidas entre 8,3 + 4,4y 6,7 +
2,7 afos respectivamente. Para estimar la gravedad de los sintomas gastrointestinales, se

dieron 6 categorias de indice de gravedad (6-GSl) (Tabla 1).
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Subject characteristic Neurotypical Autistic
Total # participants 20 20
Male/Female 17/3 18/2
Age (years) 83:44 6727
ADOS - 127+39
ATEC - 715 £234
PDD-BI - 52,8 +50,0
6-GSI 0,5+0,8 47+23

# of subjects using GF/CF diet 1 5

# of subjects using nutritional supplements 8 13
Probiotics (per week) 1626 33+34
Seafood (per week) 0405 12223 |

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de los sujetos a estudio, incluyendo patologia

gastrointestinal, indices de autismo y caracteristicas dietéticas. Tomada de (16).

Cuando se comparo la gravedad de de los problemas gastrointestinales con la gravedad
del autismo, las puntuaciones de 6-GSI no tuvieron fuertes correlaciones con ningln
indice de sintomas autistas, incluyendo el ADOS (coeficiente de correlacion de Pearson
/ Spearman r =-0,33/0,28), el ATEC (r=0,25/0,26), y el PDD-BI (r =0,15/0,09) (16).

Mantener la riqueza y diversidad bacterianas es importante para proporcionar a la
microbiota intestinal una buena funcionalidad y adaptabilidad ante los cambios
ambientales (6). Con un total de 987.801 secuencias clasificadas se llevaron a cabo 15.991
lecturas con el fin de estimar la riqueza y diversidad bacterianas. Se vio6 que los individuos
neurotipicos tienen mayor numero de especies bacterianas que los individuos autistas, en
base al nimero de OTUs (Unidad Taxondmica Operativa) identificadas, como se observa

en la (Figura 2).
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Figura 2. Comparacion de diversidad bacteriana en intestino entre nifios neurotipicos y
autistas. Gréfica que representa el nimero de OTU (Unidad Taxonémica Operativa) en
funcién del nimero de secuencias leidas. Tomada de (16).

Para los anlisis taxonomicos detallados, las secuencias individuales fueron clasificadas
por el software RDP (Remote Desktop Protocol) (17). Se asignd aproximadamente el 97%
de las secuencias totales a 15 filos conocidos; Firmicutes y Bacteroidetes fueron los dos
filos dominantes, como se informé en estudios anteriores (2). Proteobacteria,
Verrucomicrobia, y Actinobacteria también fueron relativamente abundantes Fig.3. Estos
cinco filos comprendieron un promedio de 97,2% del total de secuencias clasificadas a
través de las muestras. La comparacion de las abundancias medias entre ambos grupos
mediante la prueba t de Student demostro que los filos Proteobacteria y Verrucomicrobia

fueron mas comunes en los grupos neurotipicos que en los autistas (16).

80

1,88 P<0,05 0,93 P<0,05
3,37 P<0,05 2,57 P<0,05 8

20 40
Relative abundance (%)

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Verrucomicrobia
Actinobacteria
unknown_phylum

Frigura 3.) La abundancia relativa del microbioma del intestino a nivel de filos. Cajas

rojas: nifios autistas/ Cajas azules: nifios neurotipicos. Tomada de (16).

De los 214 géneros identificados, los 5 mas abundantes fueron: Bacteroides,
Faecalibacterium, Bifidobacterium, Akkermansia y Subdoligranulum. Estos cinco
géneros constituyeron el 40% y 56% de las secuencias totales, respectivamente (Fig 4A).
Curiosamente, el género Akkermansia estuvo presente en niveles muy altos en varios

sujetos autistas, representando hasta el 59% de todas las secuencias. El hecho de que este

11
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género se encuentre incrementado, contribuye a una menor diversidad microbiologica en

las muestras de nifios autistas (16).

La abundancia media de cada género se comparoé entre los grupos mediante la prueba t de
student y la prueba de Mann-Whitney. Estas pruebas demostraron que la familia
Veillonellaceae (con género desconocido) y el género Prevotella fueron
significativamente mas abundantes en el grupo neurotipico que en el autista (Fig 4B).
Ademas, la abundancia de Coprococcus también fue mayor en muestras neurotipicas,
mientras que por el contrario el género Lactobacillus fue ligeramente superior en
muestras autistas que en neurotipicos (Fig. 4B). Se verificaron los resultados de
Prevotella mediante gPCR, confirmando una menor abundancia de esta en nifios autistas
(Fig. 4C). A continuacion con el fin de medir la abundancia relativa de cada género se
empled la curva ROC (Caracteristica operativa del receptor), cominmente utilizada para
evaluar la clasificacion de potenciales biomarcadores. Se evalian midiendo el AUC (el
area bajo la curva) que representa tasas verdaderas frente a falsas positivas, donde un
valor de AUC de 0,5 corresponde a una clasificacion aleatoria y un valor de 1,0
corresponde a una clasificacion perfecta. Los géneros mencionados anteriormente
(Veillonellaceae, Prevotella y Coprococcus junto con Lactobacillus) mostraron los
valores de AUC mas altos entre todos los géneros, hasta 0,829 (Fig 4D).

Bacteroides | ", g
| Veilloneliaceae |{_* Provoteliaceae |f_*
Akkermans:a<‘{- n unknown genus |4 - 4 Prevotella |4 - -4
Faecalibacterium | _‘._ 8 2 21 0 1 2 8 2 -1 0 1 2
Bifidobacterium | g . . Lachnospiraceae |t [?.‘ Lactobacilaceae |+~ F1=l°
Coprococeus |o 4o 4 Lactobacillus . 4
Subdoligranulum | & = —— ——
| - - 2 4 o 1 2 8 2 - o 1 2
Oscillibacter | _I._ Log,(relative abundance in %) Log,(relative abundance in %)
Ruminococcus | :{- o
Parabacteroides | "_'_ D
| &
Blautia | g
| & Autistic
Colinsslla | gm- Neurotypical
0 10 20 30 40 50
Relative abundance (%) g‘
=z
c [ -4
&
__(GFOR - == Unknown Veillonellaceae (AUC = 0.829)
1 e {4 — P 1l =0.
Provotallacass g{ oot S revotella (AUC = 0.809)
Prevotella |4 - w== Coprococcus (AUC=0.800)
=== Lactobacillus(AUC=0.771)
o
8 -2 -1 0 1 2 o T T T T
Log,(relative abundance in %) 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

1 - Specificity

Figura 4. Distribucién de 40 sujetos basandose en la abundancia relativa. Cajas rojas:
nifios autistas/ Cajas azules: nifios neurotipicos A) Los 10 géneros mas abundantes. B)

Los 4 geéneros diferenciados méas abundantes. C) El género Prevotella obtenido por

12



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

analisis qPCR, y D) Caracteristica operativa del receptor (ROC) de los 4 géneros que

tienen mayor &erea bajo la curva (AUC). Tomada de (16).

Otros estudios del perfil bacteriano fecal en pacientes con TEA han demostrado una
mayor abundancia del género Clostridum, que dan lugar a toxinas que pueden ser
sobreexpresadas en el intestino del autista y alcanzar niveles sistémicos (18). Los
individuos con TEA tambien mostraron una disminucion en la relacion de los filos
Bacteroidetes/ Firmicutes y un aumento de las especies Lactobacillus y Desulfovibrio
que esta asociado con la gravedad de TEA (19). El nivel de gravedad esta relacionado
con la reduccion de acidos grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato) que son
modulados por estos microorgansmos gastrointestinales (19). Los géneros importantes
para la degradacion y fermentacion de carbohidratos, incluyendo Prevotella, Copococcus
y Veillonellaceae disminuyeron en pacientes con TEA, como se ha citado anteriormente
(16, (20). Por otro lado los pacientes con TEA mostraron una elevada abundancia de
Sutterella, que regula el metabolismo de la mucosa y la integridad epitelial (21). También
se ha detectado una disminucion en Akkermansia y un aumento en Ruminococcus, que

son degrdadores de la mucosa intestinal (21).

A pesar de estos informes de disbiosis microbiana en el TEA, hay poco consenso sobre
especies bacterianas especificas que se alteren de manera similar en estudios diferentes.
Es decir no se ha identificado ninguna linea microbiana definida para el TEA, aunque
muchos estudios describen diferencias microbianas dentro de cohortes independientes de
TEA y controles (11).

Cambios en el microbioma intestinal
de nifos autistas
Clostridium 1 Parracho HM, et al. (2005)

Bacteroidetes / Firmicutes |

Lactobacillus y Desulfovibrio 1 Tomova A, etal (2015)

Prevotella, Coprococcus y Williams BL, et al (2011)
Veillonellaceae | Kang DW, et al (2013)

Sutterella 1

Akkermansia | Wang L, et al (2013)

Ruminococcus 1

13
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- Dieta materna en ratones, relacionada con déficits sociales y sinapticos

inducidos en la descendencia

Existe una creciente evidencia epidemioldgica de que la obesidad materna aumenta el

riesgo de desarrollo de trastornos neuropsiquiatricos en la descendencia (19,(22).

En el afio 2016 se llevé a cabo un estudio en el Baylor College of Medicine (Houston,
Texas), para investigar como la obesidad inducida por la dieta materna afecta al desarrollo
neurolégico de la progenie (23). Conforme esto, se tom6 un grupo de ratones hembra, y
se dividieron en dos cohortes; Una cohorte fue alimentada con una dieta regular (MRD),
mientras que la otra siguio una dieta rica en grasa (MHFD), durante 8 semanas (23), un
tiempo estandar requerido para alcanzar un estado de obesidad inducido por la dieta en
ratones (24). A continuacion las hembras fueron emparejadas con machos para producir
descendencia, una vez pasado el periodo de destete se les volvio a administrar un dieta
regular (Fig 5 A).

Primero se evaluaron las interacciones sociales reciprocas registrando la cantidad de
tiempo que un par de ratones, que no estaban familiarizados entre si, pasaban
interactuando en un campo neutral (Fig. 2 B). Cuando se compard, la descendencia de
MHFD tuvo menos interacciones reciprocas que la de MRD (Fig. 5C-5D). A
continuacidn, se utilizé la prueba de tres camaras (25), para evaluar la sociabilidad al
comparar el tiempo que pasaban los ratones en una jaula de alambre vacia frente a una
gue contiene un raton. También se estudio la preferencia por la novedad social midiendo
el tiempo de los ratones pasaban interactuando con un familiar frente a un ratén

desconocido (Fig. 5E).

En consonancia con los resultados de las interacciones sociales reciprocas, los
descendientes de MHFD tuvieron una sociabilidad alterada y no mostraron preferencia
por la novedad social, es decir, que no tuvieron mayor afinidad por interactuar con un
ratén novel con respecto a un familiar (Fig. 5F-5G). Estos datos en conjunto indican que

los descendientes de MHFD muestran deficits sociales (23).
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Figura5. A) Esquema del régimen de la dieta materna y la cria. B) Esquema de interaccion
soial reciproca. C) Tiempo de interaccién (p <0,0001, t = 7,90 ) D) Duracién del contacto
(p <0,001, t = 5,89). E) Esquema de interaccién social a través del experimento de tres
camaras. M1: Raton conocido/ M2: Raton desconocido/ E: Jaula vacia. F -G) Medida de
sociabilidad y novedad social en la progenie de MRD y la de MHFD. H -1) Actividad
exploratoria representativa de los descendientes de MRD (H) y MHFD (1) en la prueba
de tres cAmaras. Tomada de (23).

Para examinar si MHFD induce disbiosis en la microbiota intestinal de la descendencia,
se analiz6 la composicién bacteriana y la estructura de la comunidad en las heces de
descendientes de MRD y MHFD, a través de la secenciacion de un gen codificante del
ARN ribosomal 16 S. Las comunidades microbianas en ambos descendientes (MRD y
MHFD), se compone de una microbiota tipica de intestino del raton, dominada por los
filos Bacteroidetes y Firmicutes. Por otra parte, la diversidad de la microbiota en la

descendencia MHFD se redujo en comparacion con la microbiota MR (23).

Para investigar qué especies bacterianas estaban ausentes en la microbiota de la
descendencia de MHFD, se realiz6 una una secuenciacion metagendmica shot gun de
muestras fecales de ambos descendientes (MHFD y MRD). El anélisis identifico varias
especies cuya abundancia relativa se redujo drasticamente en la microbiota descendiente

de MHFD (Tabla 4). Entre estos, Lactobacillus reuteri fue el mas destacado (9 veces
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menos) en la poblacion de microbiota MHFD comparada con la microbiota MRD (Tabla
4).

Spacies of Interost MRD Anprasentation MHFD Raprasentation Fald Changs MRIO/MHFD
Lactobacilus revtari 7.48 + 3.0 0.879 « 0.21 8.24 + 0.6B5
Parabaciaroides cdisiasomns 0.00709 + 0.0055 0.00126 + 0.0D011 563 +1.17
Halicobacter hepaticus T35 424 2.58 413 2.84 + D81
Bacteroides uniformis 540 4 2.2 2.07 + 0.7 2.65 + 0.56
isanals unclassifiod 0.230 + 0.064 0,121 « 0.031 1.90 « 0.38
Coifinsoia unclassiffed 0.0B6E + 0.031 0.0494 » 0.016 1.75 « 0.48
Bificobactonum psoudalongum 109.44 3.3 113224 1.71+ 0.27
Lactobaciius johnsoni 245 + 8.2 17.1 2 6.2 1.43 « 0,40

Tabla 4. Especies cuya abundancia es reducida en la microbiota intestinal de los
descendientes de MHD. Tomada de (21).

Se planted la hipdtesis de que la disminucién selectiva de L. reuteri en la microbiota de
la descendencia de MHFD estaba relacionada con sus déficits sociales. Para probar esta
hipétesis, se introdujo por un lado L. reuteri muerto (controles) y por otro lado L. reuteri
vivo (casos), en el agua potable de la descendencia de MHFD al destete, durante 4
semanas. Més tarde se midié su comportamiento (Fig 6A). Curiosamente, el tratamiento
con L. reuteri vivo mejord significativamente la sociabilidad y la preferencia por la
novedad social en la descendencia de MHFD (Fig 6). Por el contrario, el tratamiento con
L. reuteri no tuvo ningun efecto sobre la ansiedad en la descendencia de MHFD. Tomados
en conjunto, estos datos indican que la reconstitucion de L. reuteri rescata
especificamente los endofenotipos sociales, pero no otros conductuales asociados con el
TEA (23).
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Figura 6. A) Esquema del tratamiento con L. reuteri. B y C) Medida de sociabilidad y

novedad social en la progenie de MRD y la de MHFD tratados con L.Reuteri muerto y
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L.Reuteri vivo. D y E) Actividad exploratoria representativa de los descendientes de
MHFD tratados con L. reuteri muerto ( naranja) y con L. reuteri vivo (amarillo). Tomada
de (23).

Por otro lado, la interaccion social induce la potenciacién sinaptica a largo plazo (LTP)
en el area tegmental ventral (VTA) del cerebro. Ademas, se sabe que la oxitocina activa
las neuronas VTA tanto en ratones como en seres humanos, influyendo en el
procesamiento de sefiales socialmente relevantes (24, (26). Debido a que la oxitocina se
sintetiza principalmente en los nucleos paraventriculares (PVN) del hipotalamo, se
decidio comparar el nimero de células que expresan oxitocina en el PVN de los
descendientes de MRD y MHFD. La descendencia de MHFD tenia significativamente
menos neuronas inmunorreactivas de oxitocina en comparacién con la descendencia de
MRD. Se vio que en la progenie de MHFD tratada con L. reuteri, el nmero de células
que expresan oxitocina fue mayor que en la progenie MHFD tratada con control . Por lo
tanto, el nimero de neuronas inmunorreactivas de oxitocina en el PVN se reduce en

descendientes de MHFD, pero puede ser restaurado por el tratamiento de L. reuteri (Fig.7)

Maternal high-fat diet alters offspring
gut microbiome, social behavior, PVN
oxytocin levels, and VTA plasticity

& & Y Av
VW g r
@ \f<, >‘\./ -
Maternal Regular Diet VTA

(MRD) Offspring Normal Social Normal

@ o N

Maternal High-Fat Diet VTA
(MHFD) Offspring Dysbiosis Impaired Impaired

Precision microbial reconstitution in

@(:9 MHFD offspring restores social behavior,

oxytocin levels, and VTA plasticity

A/
MHFD Offspring A >U VTA

+ Lactobacillus reuteri Treated Social Restored

Figura 7. Resumen de la influencia de la dieta materna sobre el desarrollo de trastornos

sociales deficitarios. Tomada de (23).
6. CONCLUSIONES

El autismo estd estrechamente asociado con un microbioma intestinal diferente,

caracterizado por una riqueza y diversidad menores, asi como una composicion y una
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estructura microbiana alteradas. Existen varios estudios que revelan la composicion del
microbioma intestinal en nifios autistas, el dato mas significativo es la baja abundancia
de los géneros Prevotella, Coprococcus, Veillonellaceae en nifios autistas comparado con
nifios neurotipicos. Estos cambios microbianos estan mas relacionados con la presencia
de sintomas autistas que con sintomas gastrointestinales graves. Aun asi no existe una
composicion microbiana comun en nifios que sufren este tipo de trastornos. Estas
discrepancias podrian estar justificadas por varios factores como la heterogeneidad de las
cohortes estudiadas, la historia clinica, el estilo de vida, el tipo de dieta y la exposicion a
xenobidticos. Estos cambios microbianos estdn mas relacionados con la presencia de

sintomas autistas que con sintomas gastrointestinales graves.

También se muestran evidencias de que el tipo dieta materna puede influir directamente
sobre el desarrollo de trastornos del desarrollo neuroldgico en la descendencia . Mas
concretamente, una dieta rica en grasa suministrada a ratones hembra dio lugar a
progenitores con disbiosis microbiana y comportamientos sociales alterados. Este tipo de
ensayo serviria como primer paso para aplicarse clinicamente en humanos y demostrar

esta asociacion.

En cuanto al tratamiento, el autismo no se caracteriza por la existencia de medicamentos
que sean capaces de curar el TEA ni tratar los sintomas principales de este. Se ha visto
que el uso de probidticos como L.reuteri en ratones con sintomas de TEA, puede
reemplazar microorganismos ausentes y revertir ciertos comportamientos asociales que
se dan en autismo. La aplicacién de este tratamiento en ensayos en seres humanos puede
conducir a nuevas formas de tratar los problemas fisiologicos y de comportamiento

asociados a autismo.
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