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El trastorno del espectro autista (TEA) es un conjunto de patologias que se caracterizan
por alteraciones en la comunicacién social y patrones de comportamiento restringido o
repetitivo, con una etiologia multifactorial que adn no ha sido completamente
descifrada. En los ultimos afios, ha cobrado relevancia el papel del microbioma intestinal
en la modulacion de funciones neurobiolégicas, proponiéndose como un actor clave en
el eje intestino-cerebro y su posible implicacion en los mecanismos subyacentes al TEA.
Esta tesis doctoral aborda de manera integral la relacién entre el microbioma intestinal
y el TEA, combinando modelos experimentales, estudios meta-analiticos y enfoques

terapéuticos emergentes.

En el capitulo 1, se realizé un estudio prospectivo para analizar el efecto de la
microbiota intestinal de nifios con TEA sobre el sistema nervioso central (SNC) de
Drosophila melanogaster, en comparacién con la microbiota de sujetos neurotipicos. La
exposicion de las larvas a microbiota fecal de sujetos con TEA provocd un aumento
considerable en el nimero de sinapsis en la unién neuromuscular. Sin embargo, no se
detectaron alteraciones funcionales evidentes en términos de locomociéon en moscas
adultas, lo que sugiere que el nimero de sinapsis no necesariamente implica una

funcién neuronal adecuada.

En el capitulo 2, se realizd una revision sistematica y un metaanalisis sobre el
metabolito microbiano para-cresol en muestras bioldgicas, identificado como un
biomarcador potencialmente neurotéxico en individuos con TEA. Se seleccionaron 15
articulos que cumplieron los criterios de inclusién para el metaanalisis. Los resultados
mostraron una asociacioén significativa entre niveles elevados de para-cresol en orina 'y
la presencia de sintomas TEA, apoyando su implicacidon en la fisiopatologia del trastorno.
En las heces, el metaanalisis no fue concluyente; sin embargo, los niveles de p-cresol
fueron consistentemente mas altos en el grupo con TEA, aunque sin alcanzar

significancia estadistica.

Finalmente, en el capitulo 3, se ha realizado un estudio piloto de un caso clinico
pediatrico para explorar la modulacién del microbioma intestinal mediante el uso de

psicobidticos. Para ello se evalué el perfil del microbioma intestinal, asi como la
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produccién de metabolitos microbianos y neurotransmisores, antes y después de la
administracion de los psicobidticos. Los analisis metatranscriptémicos revelaron un
aumento significativo en la expresidon de genes asociados al metabolismo del butirato
asociado a una mayor abundancia de especies como Faecalibacterium prausnitzii y
Bifidobacterium spp. Durante la intervencidn, se observd una mejora clinica significativa

en los sintomas gastrointestinales y centrales del sujeto.

En conjunto, esta tesis contribuye al entendimiento de los mecanismos por los
cuales el microbioma intestinal puede influir en la neurobiologia del TEA, y resalta el
valor de integrar modelos animales, estudios clinicos y aproximaciones terapéuticas en
el estudio del eje intestino-cerebro. Los hallazgos aqui presentados abren nuevas
perspectivas para la identificacién de biomarcadores microbianos y el desarrollo de

intervenciones basadas en la modulaciéon del ecosistema intestinal.



Autism Spectrum Disorder (ASD) is a group of conditions characterized by impairments
in social communication and restricted or repetitive patterns of behavior, with a
multifactorial etiology that has not yet been fully elucidated. In recent years, the role of
the gut microbiome in modulating neurobiological functions has gained prominence,
proposing it as a key player in the gut-brain axis and its potential involvement in the
underlying mechanisms of ASD. This doctoral thesis comprehensively addresses the
relationship between the gut microbiome and ASD, combining experimental models,

meta-analyses, and emerging therapeutic approaches.

In Chapter 1, a prospective study was conducted to analyze the effect of the gut
microbiota from children with ASD on the central nervous system of Drosophila
melanogaster, compared to the microbiota of neurotypical subjects. Larval exposure to
fecal microbiota from individuals with ASD resulted in a significant increase in the
number of synapses at the neuromuscular junction. However, no evident functional
alterations in locomotion were observed in adult flies, suggesting that an increased

number of synapses does not necessarily correlate with proper neuronal function.

In Chapter 2, a systematic review and meta-analysis were performed on the
microbial metabolite p-cresol in biological samples, identified as a potentially neurotoxic
biomarker in individuals with ASD. Fifteen articles meeting the inclusion criteria were
selected for the meta-analysis. The results demonstrated a significant association
between elevated urinary p-cresol levels and the presence of ASD symptoms, supporting
its role in the disorder’s pathophysiology. In fecal samples, the meta-analysis was
inconclusive; however, p-cresol levels were consistently higher in the ASD group, though

not reaching statistical significance.

Finally, in Chapter 3, a pilot case study of a pediatric patient was conducted to
explore gut microbiome modulation via psychobiotics. The gut microbiota profile, along
with microbial metabolite and neurotransmitter production, was assessed before and
after psychobiotic administration. Metatranscriptomic analyses revealed a significant
increase in the expression of genes associated with butyrate metabolism, coinciding

with a higher abundance of species such as Faecalibacterium prausnitzii and
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Bifidobacterium spp. During the intervention, significant clinical improvements were

observed in both gastrointestinal and central symptoms of the patient.

Overall, this thesis advances the understanding of the mechanisms by which the
gut microbiome may influence the neurobiology of ASD and highlights the value of
integrating animal models, clinical studies, and therapeutic approaches in the study of
the gut-brain axis. The findings presented here open new perspectives for the
identification of microbial biomarkers and the development of interventions based on

modulating the intestinal ecosystem.
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I. EL TRASTORNO DEL ESPECTRO AUTISTA

1. DEFINICION

El TEA comprende un conjunto de condiciones del neurodesarrollo que se manifiestan
tipicamente durante los primeros tres afios de vida. Se caracteriza por alteraciones en
la intersubjetividad y la cognicion social, con impactos en el lenguaje y las funciones
ejecutivas. Asimismo, las personas con TEA suelen presentar una atencion sostenida y

selectiva, asi como dificultades en el aprendizaje y la integracidn sensorial (1).

Actualmente, no disponemos de marcadores bioldgicos validados para el
reconocimiento del TEA, y el diagnéstico es fundamentalmente clinico y requiere
colaboracién multidisciplinar, ya que muchos de los sintomas tienden a solaparse con
otras patologias como los trastornos de déficit de atencidn con/sin hiperactividad, con
trastornos obsesivo-compulsivos, con discapacidad intelectual, asi como otros
trastornos de personalidad (1). Es prioritario disponer de sistemas de clasificacién
eficaces y con validacidn cientifica, asi como de instrumentos de evaluacidn especificos
para lograr un diagndstico certero y precoz del TEA. Estos, ademas deben estar
estandarizados, validados cientificamente y con procedimientos especificos para su

aplicacion que eviten las diferencias debidas al evaluador.

2. HISTORIA Y DESCUBRIMIENTO

El concepto de TEA ha evolucionado desde sus primeras referencias histdricas hasta la
actualidad, impulsado por cambios en las percepciones sociales, los criterios
diagnésticos y los métodos de ensefianza. Las primeras referencias datan de finales del
siglo XIX, cuando John Langdon Down, conocido por su descripcion del Sindrome de
Down, fue uno de los primeros médicos en senalar que algunos nifios presentaban
dificultades significativas en la comunicacién social y mostraban aislamiento emocional,
caracteristicas distintas a la discapacidad intelectual clasica. La expresién Dementia
praecocissima, atribuida al psiquiatra italiano Sante De Sanctis, fue utilizada para
describir casos de demencia en edades tempranas. En esta misma linea, observé vy

documentd casos de nifios con retrasos mentales atipicos, acompafados de trastornos
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afectivos y conductuales que no encajaban en las clasificaciones convencionales
actuales (2). Posteriormente, Theodor Heller acufié el término demencia infantil para
describir un cuadro regresivo en nifios previamente desarrollados, caracterizado por la
pérdida de capacidades cognitivas, linglisticas y sociales (3). Aunque inicialmente
asociado a formas tempranas de esquizofrenia, este cuadro prefigurd lo que mas tarde
seria conocido como el Trastorno Desintegrativo Infantil, actualmente integrado en el

TEA (1).

En 1911, Eugen Bleuler introdujo por primera vez el término autismo (del griego
autos, uno mismo, e ismos, modo de ser), como un sintoma de algunos casos de
esquizofrenia severa. Lo definid6 como un retraimiento hacia el mundo interior, con
desconexion de la realidad externa. Posteriormente, su discipulo Carl Gustav Jung
amplié el enfoque psicoanalitico, introduciendo los conceptos de extroversion e
introversion. Desde esta perspectiva, una persona con autismo seria alguien con una
introversion severa, que disfruta de la soledad y de su mundo interno, en el contexto de
la esquizofrenia (4). No seria hasta 1925 cuando se definié de manera mas completa el
concepto actual de autismo, gracias a las contribuciones de la psiquiatra infantil
soviética Grunya Sukhareva. A pesar de la precision y modernidad de sus observaciones,
gue anticiparon muchos criterios diagndésticos actuales, sus trabajos pasaron

desapercibidos hasta hace poco, momento en el que se reconoce su papel fundamental

(5).

Una década después, el conocimiento sobre el autismo emergié con los trabajos
de Leo Kanner en Estados Unidos (EE.UU.) (1943) y Hans Asperger en Austria (1944).
Con la publicacidon de su primer articulo, Kanner delimitdé el trastorno y le asigné la
denominacién de autismo infantil precoz. Destacaba como caracteristicas principales la
obsesidn, los déficits en la interaccion social y una cierta uniformidad en el estilo de vida
del nifio (6). Un afio después, de forma independiente, Hans Asperger publico
observaciones similares, aunque sus trabajos permanecieron en el olvido durante afos,
probablemente por el idioma en que estaban escritos. No fue hasta los afios 80 que
estos estudios fueron ampliamente reconocidos, gracias a las traducciones realizadas

por Lorna Wing (6).
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Por otra parte, las teorias del psicoanalista Bruno Bettelheim, que atribuian el
autismo a la crianza fria y ausente de las madres, las llamadas “madres nevera”, fueron
desacreditadas posteriormente. Estas ideas, apoyadas inicialmente por Leo Kanner,

causaron un impacto devastador en muchas familias (6).

En la década de 1960, las investigaciones comenzaron a adoptar enfoques basados
en la neurociencia y la psicologia del desarrollo. Entre los destacados en este periodo se
encuentra Bernard Rimland, un psicdlogo estadounidense que propuso que el autismo
era un trastorno del desarrollo cerebral. Defendié la importancia de investigar causas

de origen bioldgico y de fundamentar los tratamientos en evidencia cientifica sdélida (3).

Con el fin de unificar y estandarizar los criterios diagndsticos en salud mental, en
los afios 50 se crearon dos principales clasificaciones internacionales: el Manual
Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM, en inglés), publicado por la
Asociacion Americana de Psiquiatria, y la Clasificacion Internacional de Enfermedades
(CIE o ICD, en inglés), de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Mientras las
primeras ediciones del DSM mantenian una orientacién influida por el psicoanalisis, la
tercera edicion publicada en 1980 (DSM-III) supuso un cambio hacia una clasificacion
mas empirica, descriptiva y basada en criterios observables. En esta version, se introdujo
el término Trastorno Autista Infantil, que se incluyé dentro de los Trastornos

Generalizados del Desarrollo (6).

Por otra parte, en ese mismo periodo, las investigadoras Lorna Wing y Judith
Gould propusieron el concepto de espectro autista, con el objetivo de agrupar las
distintas manifestaciones clinicas del autismo. Establecieron tres areas principales de
afectacién: la interaccién social, la comunicacién y flexibilidad del pensamiento y del
comportamiento. Sus estudios epidemiolégicos demostraron que la prevalencia del
autismo era mucho mayor de lo que se pensaba, lo que motivé cambios importantes en

los criterios diagndsticos y en las estrategias de intervencién (6).

Las sucesivas revisiones del DSM ajustaron los criterios diagndésticos hasta
consolidar todas las subcategorias en un Unico diagndstico llamado Trastorno del

Espectro Autista en la quinta edicidon del manual, conocida como DSM-5 (7).
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Finalmente, cabe destacar la contribucidn de Uta Frith a principios del siglo XXI.
Esta psicdloga y especialista en desarrollo cognitivo propuso teorias innovadoras sobre
las bases cognitivas del autismo y ha tenido un impacto importante en el desarrollo de
intervenciones y estrategias educativas adaptadas a las necesidades de las personas con

TEA (8).

3. SISTEMAS DE CLASIFICACION DIAGNOSTICAS: DSM-5 Y CIE-11

DSM-5

La quinta ediciéon del DSM (DSM-5) publicada en 2013, unifica en la categoria de TEA a
varias condiciones previamente consideradas por separado: el Trastorno Autista, el
Trastorno de Asperger, el Trastorno Desintegrativo de la Infancia y el Trastorno
Generalizado del Desarrollo sin especificar. Esta actualizaciéon proporciona criterios
estandarizados que facilitan el diagndstico preciso del autismo (Tabla 1) y aclara

aspectos tanto practicos como conceptuales importantes (7).

El diagndstico del TEA se basa en déficits en las habilidades sociales y en la
comunicacién, ademas de intereses fijos y comportamientos repetitivos. Un cambio
relevante en esta version fue la inclusién de las alteraciones sensoriales, que pueden
manifestarse como hiperreactividad o hiporreactividad a estimulos sensoriales. En
conjunto, el TEA es considerado un trastorno del desarrollo neurolégico presente desde
la infancia o la niflez temprana. Sin embargo, en algunos casos, su deteccién puede
retrasarse hasta edades posteriores, debido a la menor demanda social en los primeros

anos y al apoyo que reciben los cuidadores y la familia en esa etapa (7).
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Tabla 1. Criterios de diagnéstico para TEA. Adaptada de DSM-5 (7).

Categoria

Descripcion

Ejemplos (no exhaustivos)

A. Déficits persistentes
en la comunicacion e
interaccion social en
multiples contextos

Manifestados actualmente
o a través del historial.
Deben cumplirse los tres
puntos siguientes:

Al

Déficits en la reciprocidad
socioemocional

Desde acercamiento social
anormal y fallo en la
conversacion, hasta ausencia
de interés en compartir
emociones o responder a
interacciones sociales

mantenimiento v
comprensién de relaciones

A2 Déficits en conductas | Problemas con el contacto
comunicativas no verbales | visual, lenguaje corporal, uso
de gestos o falta total de
comunicacion no verbal
A3 Déficits en desarrollo, | Dificultades para ajustar el

comportamiento social,
compartir juegos
imaginativos 0  mostrar

interés por otros

B. Patrones restrictivos
y repetitivos de
comportamiento,
intereses o actividades

Manifestados actualmente
o a través del historial.
Deben cumplirse al menos
dos de los siguientes:

estimulos sensoriales

B1 Comportamientos Movimientos, uso de objetos,
estereotipados o | ecolalia, frases idiosincraticas
repetitivos

B2 Insistencia en la | Malestar ante  cambios,
invariabilidad rituales, necesidad de rutinas

estrictas

B3 Intereses muy restringidos | Preocupacion por objetos
o fijacién intensa inusuales o intereses

excesivamente circunscritos

B4 Hiper o hiporreactividad a | Indiferencia al

dolor/temperatura,
respuesta a sonidos/texturas,
fascinacién por luces o
movimiento
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En las ultimas décadas y con la transicion de DSM-IV-TR a DSM-5, el diagndstico
TEA ha experimentado un aumento considerable (9). Este incremento puede atribuirse
a diversos factores, como una mayor conciencia social, la ampliacién de los criterios
diagnésticos, y la mejora en los métodos de deteccidon temprana. Ademas, la inclusion
del autismo dentro del espectro y la mayor disponibilidad de recursos diagndsticos han
contribuido a identificar mas casos que en el pasado permanecian sin diagndstico o
subdiagnosticados. Este fendmeno ha llevado a que la prevalencia comunicada sea
mucho mayor de lo que se habia estimado anteriormente, impactando en la

planificacion de servicios y en la comprension del trastorno (6).

El diagndstico del TEA se basa principalmente en entrevistas a familiares y en
pruebas de observacidn directa utilizando instrumentos estandarizados. En primer
lugar, se realiza una entrevista de cribado, dirigida a padres y cuidadores de los nifos,
con el objetivo de detectar signos tempranos de riesgo de TEA a partir de los 18 meses
de edad. Una herramienta especialmente util en la deteccién temprana es el
Cuestionario M-CHAT Revisado que consta de 20 preguntas relacionadas con el
comportamiento social, la comunicacién y los intereses restringidos o repetitivos

(www.mchatscreen.com). Si los resultados indican posible riesgo, el nifio es derivado a

un especialista en neurodesarrollo para realizar una evaluacion mas exhaustiva (7).

Esta evaluacién incluye la recogida de informacion sobre el embarazo, el parto, el
periodo postnatal y el desarrollo psicomotor, comunicativo y afectivo durante los
primeros afos de vida. Ademas, se buscan antecedentes familiares y personales de
problemas médicos o psiquidtricos (10). Una de las herramientas mas valoradas y
utilizadas tanto en investigacion como en clinica es la Entrevista para el Diagndstico del
Autismo Revisada. Como complemento al diagndéstico, también se realiza una
exploracion y valoracidn sistematica del nifio, junto con pruebas especificas que
concentran su analisis en las areas afectadas. Entre estas, la mas empleada es la Autism
Diagnostic Observation Schedule-Generic, considerada un instrumento de referencia en
protocolos de investigacion, ya que ofrece puntuaciones de corte para el diagndstico de

TEA (1).
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La evaluacién integral concluye con una estimacion del desarrollo cognitivo
mediante las pruebas estandarizadas dirigidas a la poblacion general, con versiones para
todas las edades. Algunas de las mas utilizadas son “las Escalas de Inteligencia de
Wechsler”, “las Escalas McCarthy de Aptitudes y Psicomotricidad para Nifios” o “la
Escala Manipulativa Internacional de Leiter-R, revisada y ampliada”. La eleccién se basa

en la edad cronoldgica y de la presencia o no de lenguaje verbal funcional (7).
CIE-11

Del mismo modo, la OMS publicé la undécima edicién de la CIE (CIE-11), que entrd en
vigor en 2022 y recoge el diagndstico de TEA de forma muy similar a la clasificacién
norteamericana. Categoriza el TEA en los trastornos del neurodesarrollo, incluye las
mismas caracteristicas y agrupa las manifestaciones clinicas en dos areas principales
como el DSM-5. Sin embargo, la CIE-11 ofrece una subdivisidon de la gravedad de los
trastornos del espectro distinta a la clasificacion descriptiva propuesta por el manual
americano (Tabla 2). A diferencia del DSM-5, la CIE-11 no incluye hiper o
hiporreactividad a los estimulos sensoriales, ni tampoco incluye intereses inusuales en

los aspectos sensoriales del entorno (11).

Tabla 2. Clasificacion del TEA (CIE-11: 6A02) (11).

Cdédigo | Trastorno del desarrollo intelectual | Deficiencia del lenguaje funcional
6A02.0 Sin trastorno Sin trastorno o muy leve
6A02.1 Con trastorno Sin trastorno o muy leve
6A02.2 Sin trastorno Con trastorno

6A02.3 Con trastorno Con trastorno

6A02.4 Sin trastorno Ausencia de lenguaje funcional
6A02.5 Con trastorno Ausencia de lenguaje functional

Nota: Existen dos categorias adicionales, no descritas (6A02.Y / 6A02.Z): para “otro”
trastorno especificado del espectro autista; y para un trastorno “no especifico” del
espectro autista.

Trastornos asociados al autismo

La practica clinica pone de manifiesto las dificultades que existen en el diagndstico

diferencial del TEA, especialmente en edades tempranas, respecto a otros trastornos del
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INTRODUCCION

neurodesarrollo como el trastorno de déficit de atenciéon con/sin hiperactividad o la
discapacidad intelectual. Esta complejidad diagndstica se acentla aun mas cuando se
plantea la posibilidad de un trastorno especifico del lenguaje, debido a la superposicién

de sintomas entre estas condiciones (7,11).

4. EPIDEMIOLOGIA GLOBAL DEL TEA

La prevalencia global del TEA ha experimentado un aumento en las Ultimas décadas, que
puede ser el resultado de una mayor concienciacidn social, asi como a los avances en los
criterios y métodos diagndsticos. Con el objetivo de actualizar las estimaciones, la
revisidn sistematica mas reciente hasta la fecha publicé una prevalencia mundial que
oscila entre el 0,01% vy el 4,36%, con una mediana de 1 caso cada 154 personas. Los
estudios incluidos contaron con tamanos muestrales amplios, llegando hasta los 50
millones de participantes. Aunque la mayoria de los estudios se realizaron en EE.UU. y
en paises del norte de Europa, esta revisiéon incorpord también datos de regiones

anteriormente subrepresentadas como Africa y Oriente Medio (12) (Figura 1).

Suecia

 HAd -3
LA tslandia Finlandia

76

Noruega
42

v

: Canadd _ o
152

Turquia
Dinamarca 125L .

60
\
Reino Unido \ »~—Alemania 38
16 3 7 Polona 35
Francia 73 h A r
Espana 123 »
Portugal 9 S / “ l
Italia 95

EVA
185

; Japén 181

\__  Coreadel Sur264
México

Ty
87 ' China 70
Venezuela 17 Qatar — Vietnam 75

14
Ecuador 11 4 Uganda / India |
68 — 5 mo |
man
20 Indonesia
12
Arabia Saudita
Argentina 27 — ' 4
Sudafrica Australia g
8 4
-50 50-100 +100

por cada 10,000 personas

Figura 1. Prevalencia global del TEA. Disponible en

21


http://www/

El TEA se diagnostica con mayor frecuencia en varones que en mujeres, con una
proporcién de 4 a 1, lo que ha llevado a proponer la hipétesis del “efecto protector
femenino” (13). Esta teoria sugiere que las diferencias neurobiolégicas relacionadas con
el sexo podrian hacer que las mujeres requieran sintomas mas intensos para ser
diagnosticadas, presentando a menudo casos mas graves. Aunque las razones de esta
disparidad no estan completamente claras, se han planteado varias explicaciones: las
nifias suelen tener mejores habilidades sociales y comunicativas, lo que puede ocultar
los sintomas; los instrumentos de deteccién y diagndstico actuales no estan
suficientemente adaptados para identificar el TEA en mujeres; y los sesgos de género en
las evaluaciones clinicas pueden llevar a los profesionales a diagnosticar otras

condiciones en nifias y mujeres adultas (13-16).
Epidemiologia en EE.UU.

Los ultimos datos comunicados por los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades aportados por la Red de Vigilancia del Autismo y las Discapacidades del
Desarrollo han revelado cifras mas altas que las estimadas anteriormente, con una
prevalencia de 1 por cada 36 nifios de 8 afios de edad (2,8%), sin discriminacion seguin

razon o nivel econémico (17).
Epidemiologia en Europa

Entre 2015y 2020, se llevé a cabo un estudio en 11 paises europeos, que incluyd a nifios
de entre 5y 18 afos. Los resultados mostraron una prevalencia mediana del 1% y una
media del 1,97%. Islandia, Reino Unido y Rumania presentaron los indices mas altos
(>1,3%), mientras que Francia, Polonia y Lituania los mas bajos (>0,7%). En el caso de

Espaia, la prevalencia se situé en un rango entre 0,7% y 1,0% (18).

Las limitaciones de esta revisidn son similares a las observadas en estudios previos
sobre la poblacidon de EE.UU., y podrian atribuirse a las desigualdades en el registro y
seguimiento de pacientes, influenciadas por las politicas sanitarias de cada pais.
Ademas, la inclusidn de solo nueve articulos originales en esta revision reduce la solidez

de los resultados obtenidos.
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Epidemiologia en Espafiia

En Espafia, no existe un registro oficial centralizado que permita hacer un seguimiento
exhaustivo de los casos y conocer la prevalencia exacta a nivel nacional. Sin embargo, se
han realizado varios estudios epidemioldgicos (10,19-26) y se estan impulsando

iniciativas como el Registro de Personas con TEA (https://retea.isciii.es), cuyo objetivo

es mejorar tanto la calidad de vida como el funcionamiento psicosocial de los nifios y

sus familias.

Las cifras obtenidas en Espafia se asemejan a las comunicadas a nivel mundial y se
refleja también en los datos estadisticos sobre alumnado no universitario escolarizado
en ensefianzas obligatorias que ha publicado el Ministerio de Educacion, Formacion
Profesional y Deportes a lo largo de los ultimos 11 cursos escolares. Segun los datos del
periodo 2022-2023, 1 de cada 4 nifios presentan criterios de diagndstico TEA, situando
a los TEA como la categoria mas numerosa (29%) dentro del alumnado con necesidades
educativas especiales por discapacidad. De este grupo, el 82,2% son nifios y el 17,8%

nifas en educacion no universitaria (27).

A pesar de este crecimiento en el nUmero de diagndsticos, el autismo sigue siendo
una condicién desconocida para gran parte de la poblacién espafiola. Esta falta de
conocimiento tiene un impacto negativo en la calidad de vida de las personas TEA y sus
familias, limitando su participacién en la sociedad y su acceso a la igualdad de
oportunidades. Solo a través de una mayor comprension de la singularidad y
especificidad de la condicidn, sera posible identificar las necesidades de las personas
gue lo padecen, asi como ser capaces de proporcionar los recursos y apoyos necesarios
gue precisan para mejorar su calidad de vida y promover su inclusién en todos los

ambitos de la sociedad.

5. FACTORES DE RIESGO: GENETICOS Y AMBIENTALES

A pesar de los avances vy las investigaciones llevadas a cabo sobre el TEA desde su
categorizacion vy clasificacidn, la etiologia sigue sin comprenderse plenamente a nivel
cientifico. Aunque se acepta la presencia de causas multifactoriales, con base genética

y una amplia variedad de fenotipos observados, los factores ambientales han adquirido
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relevancia. Ademas, no existen dos nifos con TEA con la misma sintomatologia,
existiendo notables diferencias de afectacién incluso en el caso de gemelos (28). En los
ultimos afios, numerosos grupos de investigacién centran sus estudios en la posible
implicacion de la microbiota intestinal en el desarrollo del TEA que puede justificar todo

lo anterior.

La investigaciéon de las bases del autismo ha ido muy ligada a los avances
tecnoldgicos de los ultimos 30 aifos. De manera que, con el auge de la genética, todos
los esfuerzos se centraron en buscar una base genética que justificase la condicidn,

aunque esto solo explica el 16-17% de los casos (29).

Con la aplicacion de las técnicas de secuenciacidn al andlisis de la microbiota junto
con la importancia que se les ha otorgado a los microorganismos comensales, se ha
empezado a dar relevancia a la implicacion de la microbiota intestinal y los factores que

contribuyen a su desestabilizacién para justificar la etiologia del TEA.

Factores genéticos

Durante la ultima década, se ha producido un avance significativo en el estudio genético
del autismo gracias al uso de tecnologias como la secuenciacion del genoma, la
bioinformatica y la biologia computacional. Estas herramientas han permitido analizar
variaciones en el dcido desoxirribonucleico (ADN) para identificar vinculos entre ciertos
genes, caracteristicas clinicas y fenotipos observados en personas con autismo. Estudios
como los de asociacion a nivel gendmico han sido clave para descubrir interacciones
entre genes y proteinas, rutas bioldgicas implicadas y funciones moleculares relevantes

para el desarrollo del sistema nervioso.

En el caso del TEA, varios estudios han estimado una heredabilidad entre el 40% vy
el 90% (30,31). El valor mas aceptado en la actualidad se situa alrededor del 80%,
indicando una fuerte contribucion genética (32). Las personas con antecedentes
familiares de TEA suelen presentar mutaciones genéticas, aunque no siempre se
detectan alteraciones cromosdmicas en los analisis con microarrays (33). Esta técnica
permite detectar variaciones en el nimero de copias del ADN, incluyendo aquellas que

no son visibles en un cariotipo convencional, y es referencia en el diagndstico de genes

24



involucrados en el TEA. Sin embargo, la tecnologia de secuenciacion masiva permite
identificar otros cambios genéticos mas sutiles. Se estima que aproximadamente un 20%
de los casos de TEA presentan deleciones que afectan uno o varios genes, asi como

mutaciones puntuales de novo (29).

Los estudios genéticos han identificado asociacién con mas de 2.000
polimorfismos agrupadas en ciertas regiones del genoma (loci de riesgo). Ademas, estas
zonas estan repartidas por todos los cromosomas humanos, en un genoma que contiene
aproximadamente 20.000 genes (33). Muchos genes asociados a TEA presentan
alteraciones en el cromosoma X (33) y estan involucrados en funciones esenciales del
neurodesarrollo como la sinaptogénesis y la plasticidad sinaptica (CNTNAP2,
Neuroligina-3-4, DAT, mGluR), la dindmica del citoesqueleto (SHANK3, NBEA, ANK3), la
sintesis y degradacion de proteinas (mTOR, TSC2, UBE3A, PAM/MYCP2), la remodelacion
de la cromatina (POGZ, G9a, GLP, DISC1), la transcripcidn y la homeostasis lipidica
(ABCA13) (33-35). Otras variantes genéticas se asocian a genes codificantes para
neurotransmisores y sus receptores, transportadores, oncogenes, proteinas de
sefalizacidon y de la via de la ubiquitina, moléculas de adhesion celular neuronal y

epigenéticas.

En cuanto a los sindromes genéticos, destacan el sindrome de X fragil, asociado a
una mutacion en el gen Fragile X Mental Retardation gene 1 (FMR1) con una afectacion
mas grave en hombres que en mujeres; el sindrome de Rett, causado por la mutacién
de pérdida de funcion del gen methyl-CoG-binding protein 2 que ocurre casi
exclusivamente en el sexo femenino; y el sindrome de Angelman asociado a una
mutacion de pérdida de funcidn del gen que codifica para la proteina ubiquitina ligasa.
Finalmente, el complejo de esclerosis tuberosa es una enfermedad autosdmica
dominante causada por mutaciones en el gen TSC1 o TSC2 que codifican para proteinas
gue actian como complejo que inhibe a mTOR, y se caracteriza por la aparicion de

tumores benignos en el cerebro (33,34).

Aunque los polimorfismos genéticos no explican la mayoria de casos de TEA
(alrededor del 3% en poblacién general) (36), tienen un enorme valor en la investigacion.

Ayudan a comprender cédmo se desarrolla el autismo a nivel bioldgico, lo cual puede
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orientar futuros diagndsticos e intervenciones. De hecho, una sola mutacién de novo
gue inactiva un gen clave puede tener mds impacto en el riesgo de autismo que la
combinaciéon de muchas variantes genéticas comunes que, juntas, aumentan el riesgo

de esquizofrenia.
Factores ambientales

Aunque la influencia genética es relevante, diversos estudios han sefialado la influencia
de los factores ambientales en el riesgo de desarrollo TEA. La variacién en un rasgo
puede ser debida a factores genéticos, ambientales o una combinacion de ambos. En
este contexto, se ha estimado que los factores ambientales son determinantes en un
40-50% de los casos (35). Entre estos factores se incluyen la edad parental, la nutricién

materna y el entorno fetal, la exposicién a medicamentos y sustancias toxicas (35,37).

Uno de los factores ambientales mas estudiados es la edad avanzada de los
padres, particularmente la paterna (37,38). Asimismo, otros factores prenatales,
natales y perinatales (39) asociados con estados de hipoxia han demostrado
incrementar la susceptibilidad al TEA tales como el parto por cesarea, la induccién del
parto, el parto prematuro (inferior a 36 semanas de gestaciéon) o el embarazo
postérmino (superior a 42 semanas de gestacién) y condiciones de sufrimiento fetal (38).
Estos hechos coinciden con la existencia de tres regiones cerebrales particularmente
vulnerables a la falta de oxigeno: hipocampo, ganglios basales y ventriculos laterales;

gue se encuentran comunmente afectadas en individuos con autismo (37,40).

La salud materna desempeiia un papel crucial en el riesgo de desarrollar TEA,
especialmente el sistema inmunoldgico materno (41). Mds alld de la presencia de
infecciones o enfermedades autoinmunes especificas, se ha evidenciado que la
elevacién de marcadores inflamatorios y anticuerpos durante el embarazo puede tener
un impacto significativo en el riesgo de padecer TEA. Estados de desnutricidn, dietas
restrictivas o deficientes en nutrientes esenciales y/o micronutrientes como vitaminas
y oligoelementos, e incluso intervalos cortos entre embarazos, han sido identificados
también como factores de riesgo. Recientemente, se ha prestado atencién al papel de
la vitamina D, el hierro, cromo, manganeso y, especialmente, el zinc debido a su

participacidén en procesos clave del neurodesarrollo. El zinc interviene en la formacién
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del tubo neural y la regulacidon del sistema inmunoldgico. Ademas, participa en la
neurotransmisién, siendo liberado en las terminales presinapticas y transportado a
neuronas postsindpticas a través de canales como los receptores ionotrépicos de
glutamato y canales dependientes de calcio. Su deficiencia se ha relacionado con la
aparicién de sintomas del TEA, mientras que la suplementacién durante el embarazo ha
demostrado beneficios potenciales, como la reduccidn del riesgo de defectos del tubo

neural (35).

Algunas enfermedades metabdlicas en la madre como el sobrepeso y la obesidad
también han mostrado una asociacién con el TEA, aumentando el riesgo en un 28% vy
36%, respectivamente (35). Del mismo modo, la presencia de otras comorbilidades
como Diabetes mellitus, tabaquismo, consumo de alcohol y el uso de ciertos fdrmacos
durante la gestacién puede incrementar significativamente dicho riesgo (38). En el caso
de la diabetes, el riesgo aumenta hasta un 62%, alcanzando un 74% en la forma

pregestacional y un 43% en la gestacional (35,38).

Por ultimo, la seguridad de los medicamentos administrados durante el embarazo
continuda siendo un desafio. El consumo de acido valproico y antidepresivos inhibidores
selectivos de la recaptacidon de serotonina se ha asociado con un mayor riesgo de
malformaciones congénitas, retraso en el desarrollo y disfunciones cognitivas,
estimandose un incremento del riesgo de hasta el 50 % en el caso de los inhibidores de
la recaptaciéon de serotonina (37). Asimismo, varios estudios epidemiolégicos han
mostrado que el consumo de antibidticos en los primeros afios de vida del nifio puede
incrementar el riesgo de padecer enfermedades del neurodesarrollo (42—-44). Ademas,
la exposicion prenatal a xenobidticos toxicos, metales pesados, organofosforados y
contaminantes ambientales, tanto no persistentes como los ftalatos y el bisfenol A,
como persistentes como los bifenilos policlorados y pesticidas organoclorados, se ha
vinculado con toxicidad mitocondrial y alteraciones en mecanismos moleculares

involucrados en el neurodesarrollo (45).

6. TRATAMIENTO DEL TEA
El TEA representa la principal causa de discapacidad en nifios menores de cinco afosy,

con frecuencia se acompaiia de un elevado sufrimiento de los familiares, asi como una
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demanda constante de apoyos especializados y recursos intensivos en la comunidad.
Esta situacién implica una considerable carga emocional, fisica y econdmica tanto para
las familias como para el sistema sociosanitario. Ademas, la variabilidad interindividual

es un desafio para el desarrollo de protocolos terapéuticos estandarizados y eficaces.

La terapia actual se basa en un abordaje multimodal e interdisciplinario,
incluyendo intervenciones conductuales (andlisis conductual aplicado, modelo Denver
de intervencion temprana), psicoeducativas (entrenamiento en habilidades sociales),
del lenguaje y la comunicacién (terapia del habla y lenguaje, sistemas aumentativos y
alternativo de comunicacién), ocupaciones y sensoriales, apoyo familiar vy
psicoeducacién vy, solo cuando estd indicado, apoyo farmacoldgico (antipsicoticos

atipicos, estimulantes y antidepresivos) (46).

La complejidad y heterogeneidad clinica inherente al TEA limita la eficacia de las
terapias actuales, y aunque estan orientadas a mejorar la calidad de vida, no han
demostrado resultados concluyentes en términos de eficacia (47). Esta diversidad
constituye un factor critico que condiciona tanto el disefio de intervenciones
terapéuticas como la orientacion de las investigaciones futuras. Las tendencias actuales
basadas en la medicina personalizada persiguen optimizar las intervenciones con la
adaptacion a los perfiles clinicos especificos de cada sujeto. Recientemente, se ha
puesto de manifiesto la elevada prevalencia de las comorbilidades gastrointestinales en
el TEA, relacionandose también con la implicacion del microbioma intestinal en la
etiologia. Algunas de estas intervenciones incluyen dietas libres de gluten y/o caseina,
suplementacion con probidticos y transferencia de microbiota fecal (48). Aunque todas
estas intervenciones son cuestionadas por su limitada evidencia cientifica, se detallan a

continuacion.
6.1 Dietas libres de gluten y caseina

Una dieta libre de gluten y caseina es aquella que elimina todos los granos de los
cereales que puedan contener gluten, como trigo, centeno, cebada, espelta y algunas
variedades de avena, asi como sus derivados, incluyendo harinas, sémolas, almidones y

féculas. De igual modo, se excluyen todos los productos lacteos que contengan caseina.

28



La eficacia de estas dietas en el TEA continla siendo objeto de debate, y los
metaanadlisis recientes han sugerido que esta intervencién dietética puede contribuir a
la reduccidon de determinados sintomas, particularmente aquellos relacionados con
comportamientos estereotipados y restrictivos, dificultades en la interaccién social y
alteraciones comunicativas (49). Entre las principales hipdtesis establecidas que
intentan explicar estos efectos se incluyen el exceso de péptidos con actividad opioide
derivados del gluten y la caseina, la alteracién del microbioma intestinal y el potencial

alérgeno de las proteinas del gluten y la caseina.

La hipotesis de los péptidos opioides postula que, tras la hidrélisis de las proteinas
del gluten, particularmente la gliadina, y la caseina, se generan péptidos bioactivos con
funcién similar a los opioides enddgenos. Estos compuestos atraviesan la mucosa
intestinal, especialmente si existe un aumento de su permeabilidad, condicién comudn
en nifios con TEA, y estimulan el sistema inmune desencadenando una serie de
reacciones proinflamatorias con liberacién de citoquinas y otros mediadores. Esta
inflamacidén intestinal promueve la disfuncion de la barrera epitelial, permitiendo que
péptidos y toxinas accedan al SNC, contribuyendo potencialmente a la neuroinflamacion

y consecuente aparicion de sintomas central del TEA (50).

Asimismo, estos derivados opioides contribuyen activamente a la alteraciéon del
microbioma intestinal caracterizado por un incremento en la abundancia de
Bacteroidota, Clostridium, Caloramator, Sarcina, Desulfovibrio, y Lactobacillus, y una
reduccion de Haemophilus parainfluenzae y Bifidobacterium (51). Dicha alteracién
contribuye a amplificar la permeabilidad intestinal y perpetuar el ciclo de inflamacién,

neurotoxicidad y manifestacion de sintomas en el TEA.

Por otro lado, estos compuestos también interfieren con los mecanismos de
detoxificacion endogena, inhibiendo sistemas antioxidantes como el glutatién y la S-
adenosil-metionina (50,52), lo que puede favorecer la acumulacion de toxinas vy

contribuir a procesos de neurotoxicidad y neuroinflamacion persistente.

Finalmente, tanto el gluten como la caseina son reconocidos como potentes
alérgenos capaces de inducir respuestas inmunes mediadas por inmunoglobulinas IgA e

IgG, estados inflamatorios que perpetuan la disfuncidn de la barrera intestinal (49).
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En conjunto, estos mecanismos fisiopatoldgicos sustentan la teoria de que un
intestino permeable facilita la translocacion de sustancias neurotdxicas y
proinflamatorias. Esta exposiciébn crénica podria estar relacionada con Ila
neuroinflamacion sostenida y con la manifestacién de sintomas caracteristicos del TEA.
Si reducimos la cantidad de sustancias nocivas, tanto para nuestro tracto
gastrointestinal como para nuestro SNC, una dieta libre de gluten mejoraria tanto los

sintomas centrales como los digestivos (53).
6.2 Prebidticos, probioticos y transferencia de microbiota fecal

En los ultimos afios se han publicado estudios de intervencién basados en la utilizacion
de prebidticos, probidticos, simbidticos (combinacién de prebidticos y probidticos) y
terapia de transferencia de microbiota fecal (54-58). La comunidad cientifica pretende
conocer el alcance de este tipo de intervenciones a nivel de la restauracion de la
microbiota intestinal, la reduccién de sintomas gastrointestinales, asi como los sintomas

centrales.

Los prebiodticos son ingredientes fermentados selectivamente tales como almidén
resistente, polisacdridos no almidonados, oligosacaridos, galactooligosacaridos y
xilooligosacdridos. Se trata, por lo tanto, de fibras dietéticas funcionales que estimulan
el crecimiento de una o varias cepas bacterianas que habitan el tracto gastrointestinal,
modificando su composicién y actividad, logrando asi una mejora en la salud vy el
bienestar del huésped (54). Los probidticos son microorganismos vivos que confieren
efectos saludables cuando se administran en cantidades adecuadas. Los probidticos
utilizados habitualmente son las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium,
Saccharomyces cerevisiae y algunas especies de Escherichia coli y Bacillus (59). La
transferencia de microbiota fecal es un procedimiento que consiste en administrar la
microbiota intestinal de un donante sano, obtenida a partir de sus heces, a un sujeto
receptor. En los primeros afios, se administraba mediante colonoscopia o sonda
nasogastrica, pero cada vez se orienta mads hacia la administracién oral por capsulas y se

utilizan las heces de donantes universales (60).
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Los resultados publicados en metaanalisis recientes (55,56,61) demuestran que
estas intervenciones provocan cambios en los sintomas cognitivos, intestinales y en la

composicién de la microbiota intestinal.

Los estudios con prebidticos en el TEA son escasos y los productos empleados son
polvo de zanahoria, goma guar parcialmente hidrolizada, vitamina A vy
galactooligosacaridos. Los resultados encontrados muestran distintas opiniones sobre
la mejora significativa en la sintomatologia cognitiva. Se encontrd una disminucion
significativa en la diversidad microbiana, y reduccidn de citoquinas proinflamatorias (IL-
1B, IL-6 y TNF-a), tras la aplicaron de la dieta prebidtica basada en goma guar y B-
endoglucanasa producida por una cepa de Aspergillus niger (62). Por otro lado, se ha
reportado un aumento significativo de la familia Lachnospiraceae, ademas de cambios
significativos en los metabolitos fecales y urinarios, y en el comportamiento antisocial
de los niflos con TEA después de la intervencidn prebidtica basada en
galactooligosacaridos (63). Otro estudio también ha encontrado un aumento
significativo en la proporcién Bacteroidota/Bacillota después de un suplemento de

vitamina A (64).

Los estudios con probidticos son limitados y con resultados dispares en relacién
con sus efectos en la sintomatologia TEA, gastrointestinal, diversidad microbianay sobre
el sistema inmune. Las cepas probidticas utilizadas en los diferentes ensayos se basan
en los géneros bacterianos Lactobacillus vy Bifidobacterium. Algunos estudios
encuentran mejoras significativas en la gravedad del TEA al administrar Lactobacillus
acidophilus,  Lactiplantibacillus  plantarum, Lacticaseibacillus  rhamnosus vy
Bifidobacterium longum (64—67). Otros, demuestran mejoria de los sintomas
gastrointestinales (65,68—70) y en combinacién con un programa de entrenamiento
conductual (68). Con respecto a los efectos sobre la composicion de la microbiota
intestinal, algunos estudios observan un aumento significativo de la abundancia de
Bifidobacterium y Lactobacillus, una reduccion del género Clostridium y Candida, y una
normalizacién del ratio Bacteroidota/Bacillota (65,67,69,71,72). Por ultimo, en cuanto a
los efectos sobre el sistema inmune, algunos encuentran mejoras en los marcadores
inflamatorios (70,72). El ultimo meta-andlisis realizado hasta la fecha (56) sostiene que
la utilidad de la terapia con probidticos reside en modular la respuesta inflamatoria del

31



organismo, reduciendo los marcadores proinflamatorios como TNF-a. En este contexto,
los psicobidticos han surgido como una subcategoria de probidticos con capacidad de
modular el eje microbiota-intestino-cerebro (MIC), ejerciendo efectos sobre el
desarrollo cerebral y el comportamiento (73). Estas bacterias no solo modifican la
composicion del microbioma intestinal, sino que también poseen propiedades
antiinflamatorias e inmunomoduladoras, y participan en la regulacién de hormonas,

metabolitos y neurotransmisores clave implicados en el funcionamiento cerebral (74).

Los psicobidticos han sido evaluados en el tratamiento de trastornos como la
ansiedad, la depresion y, mas recientemente, en enfermedades del neurodesarrollo
como el TEA (56,61,74,75), asi como en enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer y el Parkinson (73,75-77). Los mecanismos de accién se han descrito tanto en
modelos murinos como en ensayos clinicos en diversas poblaciones. Varios ensayos
clinicos han evidenciado que la suplementaciéon con psicobidticos puede reducir los
niveles de ansiedad, depresion e inflamacién sistémica. Asimismo, se han observado
mejoras en funciones cognitivas, salud mental general, trastornos del movimiento y en
la sintomatologia gastrointestinal (77). Hasta la fecha, no se han reportado efectos
adversos relevantes (56), aunque persisten importantes limitaciones y controversias en

torno a su uso clinico.

Por ultimo, otros trabajos demuestran el impacto positivo de la transferencia de
microbiota fecal sobre los perfiles metabdlicos, los sintomas gastrointestinales, TEAy la
diversidad microbiana (78). Se ha comunicado mayor abundancia de Bifidobacterium,
Prevotella (79,80) y Desulfovibrio (79) y disminucidon de Bacteroides fragilis (81). No
obstante, los efectos de estas intervenciones suelen ser de corta duracion, ya que, al

poco tiempo de concluir el tratamiento, el individuo regresa a su estado inicial.

En conclusidn, debido a la heterogeneidad de los resultados obtenidos en las
distintas intervenciones analizadas, resulta dificil establecer conclusiones definitivas. La
mayoria de los estudios presentan limitaciones importantes, entre las que destacan la
falta de uniformidad en los criterios de inclusién, el reducido tamafio muestral y la
amplia variabilidad en el tipo de intervenciones aplicadas. Por ello, los resultados deben

interpretarse con cautela, ya que la evidencia empirica disponible aiin no es suficiente
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ni concluyente. Se requieren estudios futuros que aborden estas limitaciones
metodoldgicas, tal como han sefialado diversos metaanalisis (55,56,61), con el fin de

avanzar hacia una comprension mas sélida y sistematica en este campo de investigacion.
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II. EL MICROBIOMA INTESTINAL HUMANO

1. HISTORIA Y RELACION CON LA SALUD Y LA ENFERMEDAD

El vinculo entre la microbiota intestinal y la homeostasis se ha contemplado desde la
antigliedad; ya en el siglo IV a.C. Hipdcrates anticipaba esta conexién al afirmar que
“toda enfermedad comienza en el intestino”. Siglos mds tarde, el premio Nobel de
Medicina y Fisiologia llia Mechnikov propuso que el envejecimiento y las enfermedades
cronicas estaban influenciados por las toxinas producidas por bacterias intestinales y
sugirid el uso de probidticos, en concreto, bacterias acido-lacticas como estrategia

terapéutica (82).

Durante el siglo XX, el estudio de los microorganismos intestinales tomé un rumbo
mas sistemdtico gracias al trabajo de Sidney Finegold, quien clasific6 numerosas
bacterias anaerobias intestinales y sentd las bases de la Microbiologia Clinica actual. Sus
investigaciones revelaron la importancia de estos microorganismos en la salud humana,
y contribuyeron significativamente al conocimiento del género Clostridium, siendo

pionero en observar su relacion con el TEA (83).

Posteriormente, el término microbioma fue introducido y difundido con la
connotacién moderna en 2001 por el genetista y también premio Nobel Joshua
Lederberg para describir la comunidad ecolégica de microorganismos comensales,
simbidticos y patégenos que comparte un nicho ecolégico, marcando un cambio de

paradigma al reconocer su papel funcional en la fisiologia del hospedador (84).

Actualmente, la comunidad cientifica define a la microbiota como el conjunto de
microorganismos vivos (bacterias, hongos, arqueas, virus y parasitos) residentes en un
nicho ecolégico determinado; y al microbioma que engloba los genes y metabolitos de
todos los microorganismos (84—86). Esta distincién conceptual, a menudo empleada
indistintamente, ha desembocado en una visién contemporanea de la microbiota no
s6lo como una comunidad simbidtica, sino como un érgano metabdlicamente activo y
un regulador clave de la fisiologia del hospedador, con implicaciones profundas en
procesos como la regulacion de la inmunidad, el metabolismo, el desarrollo neurolégico

y la salud mental (87).
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Los avances en las tecnologias de secuenciacidon, combinados con el desarrollo de
herramientas bioinformaticas especializadas, han facilitado una caracterizacién mas
precisa y asequible de la microbiota. Gracias a estos progresos, ha sido posible
dimensionar con mayor exactitud su verdadera magnitud: actualmente se estima que la
relacidon entre células microbianas y humanas es de aproximadamente 1,3:1 (88) y que
el nimero de genes microbianos en el organismo humano supera los 10 millones

(89,90).

Los microorganismos colonizan diversas zonas del cuerpo humano, siendo las
principales la piel, el tracto respiratorio superior, el tracto genitourinario v,
especialmente, el tracto digestivo. El intestino alberga la mayor poblacidn microbiana
del organismo e incluye levaduras, arqueas, helmintos, virus y protozoos (88). No
obstante, hasta la fecha, la poblacién bacteriana es la mas ampliamente caracterizada.
Entre las bacterias intestinales, predominan dos filos: Bacillota (anteriormente
Firmicutes), que representan aproximadamente el 60 % de la comunidad bacteriana, y
Bacteroidota (anteriormente Bacteroidotes), con cerca del 25 %. En menor proporcion,
se detectan otros filos como Pseudomonadota (anteriormente Proteobacteria),
Verrucomicrobiota, Fusobacteria, Cyanobacteria, Actinobacteria y Spirochaetes (91). Se
estima que la mayor densidad de microorganismos del tracto gastrointestinal se localiza
en el ciego, observdndose un gradiente creciente de diversidad a lo largo del tubo
digestivo. Este patrdn podria atribuirse tanto a factores ambientales especificos de cada
6rgano como a la propia capacidad adaptativa de los microorganismos (92,93). Existen
diferencias significativas en cuanto a la diversidad alfa y beta entre las regiones mucosa
y luminal del intestino delgado y grueso. En este contexto, el filo Bacillota predomina en
la mucosa tanto del intestino delgado como del grueso, asi como en el lumen del
intestino grueso, mientras que Pseudomonadota es mas abundante en el lumen del
intestino delgado (93). Estas diferencias podrian explicarse por las variaciones del pH, la
concentracion de sales biliares y la composicién de mucina a lo largo del tracto intestinal

(92), ademas de la disponibilidad de oxigeno.

En 2011, los andlisis metagendmicos realizados con muestras procedentes de tres
continentes permitieron clasificar la microbiota en tres enterotipos basados en su

composicion taxonémica. El enterotipo 1 se caracteriza por el predominio del género
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Bacteroides; el enterotipo 2, por Prevotella; y el enterotipo 3, por Ruminococcus (94). Si
bien esta clasificacion ha sido considerada simplista y frecuentemente criticada por
ocultar variaciones microbianas potencialmente importantes, puede resultar una
herramienta Util para establecer asociaciones directas con enfermedades, realizar
estratificaciones prospectivas en estudios clinicos, e incluso disefiar terapias

personalizadas dirigidas a la modulacion del ecosistema intestinal (95).

Este ecosistema microbiano complejo se encuentra en un estado dinamico de
cambio a lo largo de la vida. La microbiota, que se adquiere desde el nacimiento, sigue
un proceso de desarrollo paralelo y mantiene una estabilidad temporal, asi como una
diversidad, durante la adultez hasta el final de la vida. En las etapas de la infancia
temprana y la vejez, la microbiota intestinal exhibe diferencias caracteristicas tanto en
la diversidad de los microorganismos presentes como en su abundancia en comparacion
con la microbiota de los adultos. Estos periodos de transformacion podrian resultar
especialmente influenciables por factores externos y, por tanto, potencialmente
modulables mediante intervenciones, que ademds podria ejercer un fuerte impacto
sobre la salud del hospedador (96). Son muchos los factores que afectan a la
composicién de la microbiota siendo los principales la dieta, la genética y epigenética,

factores ambientales, el ejercicio, los farmacos y el modo de nacimiento (97).

El tracto gastrointestinal se divide funcional y anatémicamente en cavidad oral,
esofago, estomago, intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon) y grueso (ciego, colon
y recto). Las caracteristicas inherentes a estas regiones tales como el pH, las enzimas, la
presencia de iones, oxigeno, sales biliares y moco van a diferenciar la composicion del
microbioma, asi como sus funciones (92). Las funciones de la microbiota humana se
clasifican en metabdlicas, protectoras, estructurales y neuroldgicas (98). La microbiota
intestinal desempena un papel fundamental en la digestion de nutrientes, siendo
responsable de la fermentacién del 85% de los hidratos de carbono, de la degradacién
entre el 66% y el 95% de las proteinas y aminodcidos, asi como de la totalidad de las
grasas. En el intestino grueso, esta microbiota fermenta las fibras no digeribles
transformandolas en acidos grasos de cadena corta (AGCC), 4cidos orgdnicos, alcoholes

y gases. Asimismo, las proteinas son degradadas en péptidos, aminodacidos y metabolitos
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con capacidad neuroactiva, como el éxido nitrico, la triptamina y la feniletilamina, o con

potencial patogénico, como los compuestos aromaticos (fenol, para-cresol e indol) (99).

La dieta del individuo influye directamente en la composicion de la microbiota
intestinal, favoreciendo el crecimiento de determinados géneros bacterianos vy, en
consecuencia, la produccion de metabolitos especificos. Las bacterias intestinales
anaerobias (como Bacteroides, Eubacterium y Clostridium grupos XIVa y Xl), aerdbicas
(como Actinobacteria y Proteobacteria) y acido-lacticas (como Lactobacillus vy
Bifidobacterium) aportan las enzimas hidrolasas necesarias para la deconjugacién de
acidos biliares, produciendo acidos biliares secundarios como el deoxicolato, el

ursodeoxicolato y el litocolato (100).

Se han identificado al menos ocho especies de bacterias intestinales implicadas en
la metabolizacion de la colina, un nutriente hidrosoluble esencial, en acetaldehido y
trimetilamina (TMA). Este Gltimo posteriormente se oxida en el higado, por las enzimas
flavinas monooxigenasas, en N-6xido de trimetilamina (TMAOQO), asociado a procesos

aterosclerdticos y enfermedades cardiovasculares (101).

Desde el punto de vista estructural, la microbiota contribuye al mantenimiento de
la integridad de la barrera intestinal y a la preservacién de la capa mucosa protectora,
funciones que estdn intimamente relacionadas con su papel protector frente a la
colonizacién o invasidn por patdgenos potenciales. El sistema inmunitario intestinal,
compuesto por el tejido linfoide asociado al intestino y las placas de Peyer, se desarrolla
como resultado de una estrecha interaccién con los microorganismos comensales (102).
Esta barrera inmunitaria, junto con diversos mecanismos inmunoldgicos, limita el

contacto directo de los microorganismos comensales con la superficie epitelial.

Finalmente, la composicidon microbiana intestinal es clave para el mantenimiento
de la homeostasis inmunoldgica, mediante la regulacidn del equilibrio entre linfocitos T
reguladores y células T CD4+ efectoras en la mucosa intestinal. Cualquier alteracion
significativa de esta microbiota puede inducir una respuesta inflamatoria mediada por
células Thl, Th2 y Th17, lo que provoca la liberacién de citoquinas proinflamatorias, y

con ello un incremento en la permeabilidad intestinal (103).
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A nivel neurolégico, la comunicacién bidireccional entre el intestino y el cerebro,
conocida como eje intestino-cerebro, ha demostrado tener una gran repercusién a nivel
digestivo y cognitivo (104). Entre las consecuencias fisiopatoldgicas derivadas de una
disfuncién en este eje, destacan la exacerbacion de trastornos inflamatorios
intestinales, respuestas alteradas al estrés agudo y crénico, asi como la aparicion de
alteraciones conductuales (105). Como resultado, el eje intestino-cerebro se perfila
como un objetivo prometedor para el desarrollo de terapias personalizadas dirigidas a
un amplio espectro de patologias, incluyendo enfermedades neurodegenerativas y del
neurodesarrollo, obesidad, y trastornos gastrointestinales como la enfermedad

inflamatoria intestinal o el sindrome del intestino irritable.

2. EL EJE MICROBIOTA-INTESTINO-CEREBRO: MECANISMOS DE COMUNICACION

Los recientes avances en el campo de la Microbiologia, desde un enfoque clasico
centrado principalmente en el estudio de microorganismos patégenos causantes de
infecciones agudas, hacia las tecnologias de secuenciacién masiva, han permitido
dimensionar y caracterizar con mayor profundidad la complejidad de la microbiota
intestinal humana. Esta evolucion ha transformado la manera en que entendemos la

relacion entre los microorganismos y la salud del hospedador.

En paralelo a los avances en el campo de la secuenciacion masiva en Microbiologia,
la Neurociencia ha empezado a integrar estos descubrimientos, dando paso a un
enfoque multidisciplinar que une Microbiologia, Neurologia, Inmunologia,
Endocrinologia y Psicologia permitiendo construir una visidn mas integral de los
procesos fisioldgicos y patoldgicos que conectan el intestino con el cerebro. Esta sinergia
ha sido fundamental para el desarrollo del concepto del eje MIC, una compleja red de
comunicacién bidireccional que involucra sefiales nerviosas, inmunoldgicas,

metabdlicas y endocrinas (Figura 2) (106).
2.1 Via neuronal: Sistema nervioso auténomo

El sistema nervioso autonomo conecta funcionalmente el SNC con los érganos
periféricos a través del sistema nervioso periférico, y permite controlar procesos

fisioldgicos involuntarios como la respiracién, el ritmo cardiaco, la presion arterial y la
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digestion. Las neuronas preganglionares del sistema nervioso auténomo se originan en
el SNC, especificamente en el encéfalo y la médula espinal, y se proyectan hacia ganglios
auténomos en el sistema nervioso periférico, donde hacen sinapsis con neuronas
posganglionares que inervan los drganos efectores (107). Este sistema autonomo se
divide anatémicamente en simpatico, parasimpadtico y entérico. En combinacién con el
eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal, constituye una compleja red responsable de
mantener la homeostasis fisioldgica, asi como de responder a seiiales endocrinas,

motoras, autdnomas y conductuales (108).
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Figura 2. Eje MIC. Esquema que describe las diversas vias bidireccionales conocidas de
comunicacidon entre la microbiota intestinal y el cerebro. Esta interaccidon incluye
conexiones neuronales directas a través del nervio vago, el sistema nervioso entérico,
los nervios espinales, asi como la participacidn de neurotransmisores y metabolitos
neuroactivos. También intervienen mediadores como los AGCC, las citocinas y los
aminodcidos esenciales provenientes de la dieta; la modulacién de los sistemas
inmunitarios innato y adaptativo, y la sefializacién enteroendocrina, que influye en
células dendriticas con capacidad de modular la actividad inmune y microglial. Ademas,
participa el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal. AGCC (SCFAs), célula enteroendocrina

(EEC), célula enterocromafin (EC), célula dendritica (DC), serotonina/5-hidroxitriptamina
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(5-HT), acido y-aminobutirico (GABA), interferén gamma (IFNy). Tomada de O’Riordan
etal. 2025 (97).

Mientras que el sistema simpdtico responde a un estado de actividad general
elevada y aumento de atencién, el parasimpatico promueve procesos de descanso y
digestion. Por su parte, el sistema nervioso entérico, esta compuesto por vias reflejas
gue controlan la motilidad intestinal, la secrecién y absorcién y el flujo sanguineo. A

través del nervio vago puede inducir cambios en el intestino modulados por el SNC (108).

El nervio vago, también conocido como el par craneal X, constituye
aproximadamente el 75% del sistema parasimpatico e inerva la mayoria de las visceras
toracicas y abdominales. Las fibras parasimpaticas sacras inervan el colon descendente,
sigmoide y el recto. Presenta cuatro cuerpos neuronales (nucleo dorsal, nicleo ambiguo,
nucleo solitario y nucleo espinal trigeminal) situados en el bulbo raquideo que
transmiten la informacion de numerosos tractos nerviosos ascendentes y descendentes.
Esta conexion permite que sefales microbianas y metabdlicas modulen respuestas del
SNC, afectando a funciones como el estado de animo, el estrés, la inflamacién y el

comportamiento (109).

Las neuronas presinapticas de los sistemas simpatico y parasimpatico emplean
acetilcolina como neurotransmisor. Sin embargo, las neuronas postsinapticas simpaticas
generalmente produciran noradrenalina; mientras que las neuronas postsinapticas
parasimpadticas liberan acetilcolina (107). Los neurotransmisores implicados en el
sistema entérico son diversos y seran detallados mas adelante. Asimismo, la microbiota
también puede modular la actividad del sistema auténomo mediante la produccién de
metabolitos como AGCC, neurotransmisores (catecolaminérgicos, serotoninérgicos,
GABA y dopamina) y otros compuestos que activan receptores neuronales en el

intestino (99).

El sistema nervioso entérico inerva el tracto gastrointestinal a través de 200-600
millones de neuronas localizadas entre las capas musculares longitudinales y circulares
del intestino o también llamadas plexo mientérico (de Auerbach), y el plexo submucoso
(de Meissner), que controla la secrecion y el flujo sanguineo intestinal (Figura 3). El plexo

mientérico regula la motilidad intestinal al estar compuesto por neuronas motoras
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excitadoras e inhibidoras, que controlan las contracciones musculares; interneuronas,
gue transmiten las sefiales dentro del plexo; y neuronas aferentes primarias intrinsecas,
gue detectan distensidon y cambios quimicos. El plexo submucoso esta compuesto por
neuronas sensoriales de conduccién lenta que detectan estimulos luminales;
interneuronas y neuronas secreto-motoras y vasodilatadoras. Aunque este sistema
presente una autonomia funcional, esta modulado por el SNC a través del nervio vago y

los nervios esplacnicos (107).

Mucosa Musculo circular  \sculo longitudinal

Figura 3. El sistema nervioso entérico. Adaptada de Waxenbaum et al. 2025 (107).

Existe una amplia variedad de neurotransmisores implicados en la regulacién de
las funciones intestinales que refleja la gran complejidad funcional del sistema entérico.
La acetilcolina es el principal neurotransmisor excitador, mientras que el éxido nitrico
participa en el control de esfinteres y en la coordinacién del peristaltismo. El péptido
vasoactivo intestinal estimula la secrecion de agua y electrolitos en el intestino, relaja el
musculo liso y actia como vasodilatador local. La sustancia P aumenta la motilidad
intestinal y la permeabilidad vascular. La serotonina, sintetizada mayoritariamente en el
intestino (110), actua sobre los receptores 5-HT3 y 5-HT4 participando en la activacién
de reflejos peristalticos y en la regulacién de la secrecidon y sensibilidad intestinal. La
somatostatina inhibe la secrecidn, la motilidad y el flujo sanguineo intestinal. El GABA vy
el glutamato intervienen en la modulacién local de la actividad neuronal entérica (111).
Ademas, otros péptidos y neuromoduladores como la colecistoquinina, neurotensina,

galanina y bombesina también estan implicados en este complejo sistema.
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Las neuronas entéricas expresan receptores Toll-like (TLR) para los cuales los
componentes microbianos son agonistas y representan un mecanismo de comunicacion
inmunoldgica y metabdlica entre los microorganismos y el hospedador. Esta relacion le
otorga un papel clave en la modulacién de la inflamacidn intestinal, la percepcién del

dolor visceral e incluso en las funciones cognitivas del cerebro (112).

Las toxinas bacterianas pueden condicionar la funcién neuronal por diferentes
mecanismos. Las enterotoxinas en particular, como la toxina colérica o la toxina
termolabil de E. coli, pueden afectar al sistema entérico estimulando el reflejo secreto-
motor e incluso ser diana de las neuronas sensitivas de la mucosa intestinal derivando
en alternaciones gastrointestinales. La toxina A producida por Clostridioides difficile
(C. difficile) incrementa la actividad de las neuronas tipo AH y S de los plexos intestinales
contribuyendo a los sintomas clinicos de hipersecrecién, inflamacidon o dismotilidad

intestinal asociados a las infecciones por esta bacteria anaerobia (112).
2.2 Via inmune/hematogena

El tracto gastrointestinal alberga la mayor concentracion de células inmunitarias del
organismo y se encuentra en constante comunicacidon con nuestro microbioma
intestinal. Existen dos tipos de respuestas inmunitarias que actuan de manera
coordinada y entre los que existen nexos que permiten potenciar la respuesta: la

inmunidad innata y la inmunidad adaptativa (113).

El epitelio intestinal contiene diversos tipos de células, siendo las mas abundantes
los enterocitos. También se encuentran las células secretoras (caliciformes, células de
Paneth y células neuroendocrinas), células madre intestinales, células M o microfold y
células en cepillo (114). Gracias a la presencia de células caliciformes, situadas en el
plexo submucoso, que secretan una capa de moco protector y viscoso, actia como
barrera fisica frente a los microorganismos. Los enterocitos expresan TLRs y otros
receptores de reconocimiento de patrones como los receptores NOD-like y los
receptores de manosa (lectina tipo C), que reconocen patrones moleculares asociados
a patogenos (PAMPs) o a dafio celular (DAMPs) y permiten la interaccién entre el
hospedador y los microorganismos, otorgando una respuesta inmune innata. La

activacion del sistema inmune innato va a activar la expresion de genes que codifican
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citocinas proinflamatorias, entre las que se incluyen TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 e IL-8. Por
otro lado, el tejido linfoide asociado a la mucosa del intestino permite una respuesta
adaptativa mas especifica, siendo mayoritariamente de isotipo IgA. Las células de
Paneth, secretan defensinas y otros péptidos antimicrobianos, que ayudan a proteger
frente a infecciones; y las células neuroendocrinas liberan compuestos como la grelina,

somatostatina, colecistoquinina, péptido YY y serotonina, entre otros (102).

Através de la liberacién de metabolitos y estimulacion directa del sistema inmune,
la microbiota intestinal tiene la capacidad de modular el estado inmunoldgico sistémico.
Actualmente, se ha establecido que el SNC no constituye un compartimento
inmunolégicamente privilegiado, sino que se reconoce que estas sefiales procedentes
del microbioma pueden atravesar la barrera hematoencefdlica, promoviendo la
activacién o regulacion de las células inmunitarias del cerebro (115,116). Finalmente,
con el reciente descubrimiento de los vasos linfaticos durales, se ha podido tener una
visién actualizada de las interacciones entre el SNCy el sistema inmune. Estos vasos son
parte del sistema linfatico, situado en la duramadre, que permiten el drenaje del liquido
intersticial cerebral, eliminando productos de desecho, como las proteinas amiloides
humanas, a los ganglios linfaticos periféricos y manteniendo la homeostasis del cerebro

(116,117).
Inmunidad innata

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa contra los patégenos,
elaborando una respuesta rdpida y eficaz mediante células derivadas de la linea

mieloide, mastocitos y células natural killer, ademas del sistema de complemento (113).

El sistema inmune cerebral se compone principalmente de las células de la
microglia (microgliocitos) y células de la glia (astrocitos y oligodendrocitos). La microglia
pertenece al Sistema Fagocitico Mononuclear, son poblaciones de células mieloides de
la inmunidad innata altamente especializadas. Restringidas al SNC, representan del 5%
al 12% de todas las células del cerebro. Una vez diferenciadas, la microglia madura
coloniza el parénquima cerebral, donde permanecen durante toda la vida gracias a una
renovacion gradual y auténoma, sin necesidad de reclutar otras células mieloides del

sistema inmune (118). Diferentes estimulos pueden activar a los macréfagos para que
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evolucionen a poblaciones que poseen distintas funciones (119). Los metabolitos
bacterianos y las citocinas, en particular el IFN-y, promueven un perfil proinflamatorio
con la produccién de TNF-a, citocinas (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18) y quimiocinas
proinflamatorias (IL-8) que muestran una intensa actividad fagocitica y microbicida
(activacién clasica M1) y una mayor capacidad para actuar como células presentadoras
de antigeno. En cambio, las citocinas IL-4 e IL-13, producidas por los linfocitos Th2,
activan a los macréfagos en un perfil antiinflamatorio (activacion alternativa M2)
produciendo altos niveles de IL-10 y TGF-B, y muy bajos niveles de citocinas
inflamatorias. De esta manera actian controlando la inflamacién y promueven la
reparacion tisular y la fibrosis. Este equilibrio entre la activacidon cldsica M1 y la
alternativa M2, es un factor clave en la defensa apropiada del ser humano frente a

infecciones o al dafio tisular (108,113,116).

Sin embargo, la microglia desempefia funciones fundamentales que trascienden
la respuesta inmune, siendo esenciales en el desarrollo del SNC. Durante la
embriogénesis, son las primeras células gliales en colonizar el SNC en formacién,
regulando procesos clave como la neurogénesis y la diferenciacidn celular, a través de
la liberacion selectiva de factores neurotréficos o neurotdéxicos que modulan la
supervivencia y maduracién de los progenitores neuronales. Ademas, en la etapa
postnatal, interviene en procesos de plasticidad neuronal, siendo clave en la poda
sindptica, un proceso critico para la formacion adecuada de las conexiones sinapticas.
Cualquier alteraciéon en estos mecanismos, ya sea en estadios tempranos o avanzados
del neurodesarrollo, puede tener un impacto significativo en la funcidn cognitiva del

recién nacido (119-121).

Los astrocitos son el tipo de célula glial mas abundante, representando del 20% al
25% del volumen de la mayor parte de las areas del encéfalo. Al igual que las células de
microglia, presentan una amplia variedad de funciones entre las que se incluyen el
control de la barrera hematoencefilica, regulacién del flujo sanguineo, soporte
metabdlico y antioxidante a las neuronas, reciclaje de neurotransmisores y contribuir a
la homeostasis cerebral (sinaptogénesis y transmisién sindptica) (115). Una posible

activacidon sostenida de los astrocitos podria justificar la neuroinflamacién y ser
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potencialmente responsable de enfermedades neurodegenerativas y del

neurodesarrollo (121).
Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa es evolutivamente mds reciente y reconoce al antigeno
mediante mecanismos especificos. La base del reconocimiento de los diferentes
patdégenos es la existencia de una gran variabilidad de receptores (TCR y BCR), del orden
de 10°-10*! diferentes. Elabora una respuesta lenta y autolimitada, y su eficacia aumenta
tras exposiciones repetidas al mismo antigeno (memoria inmunolaégica). En condiciones
normales, ese caracteriza por la ausencia de reactividad frente a lo propio

(autotolerancia) (116).

Los linfocitos T y B constituyen los elementos celulares que participan en los
mecanismos de reconocimiento de antigenos y determinantes antigénicos o epitopos
(116). Las células dendriticas son células presentadores de antigenos profesionales que,
a diferencia de los linfocitos B y los macréfagos, son las Unicas capaces de activar a los
linfocitos T naive, desencadenando la respuesta inmune adaptativa. Expresan en su
membrana receptores de reconocimiento de PAMP y DAMP vy, en respuesta a su
activacién, migran a los ganglios linfaticos cervicales representando un nexo entre la
inmunidad innata y la adaptativa. Se han observado la coexistencia de las dos
subpoblaciones de células dendriticas, las convencionales o mieloides y las
plasmocitoides, en diversos compartimentos del SNC (122). Las células inmunitarias
adaptativas, no sdlo desempefian funciones protectoras y homeostaticas, sino que
también participan en procesos de neurogénesis y plasticidad neural. La deficiencia de

linfocitos T provoca una neurogénesis hipocampal defectuosa y déficits cognitivos (116).
2.3 Via neuroendocrina: eje hipotadlamo-hipofisario-adrenal

Este eje es una via neuroendocrina fundamental en la regulacién de la respuesta al
estrés y la homeostasis sistémica, cuyo inicio se situa en neuronas del nucleo
paraventricular del hipotdlamo. Este eje se activa en respuesta a estimulos fisicos o
emocionales, que provocan la liberacion de la hormona liberadora de corticotropina y

la hormona antidiurética. Ambos péptidos actian sobre la adenohipéfisis, estimulando
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la secrecidon de hormona adrenocorticétropa, la cual accede a la circulacién sistémica 'y
alcanza las glandulas suprarrenales donde induce la sintesis y liberacién de

glucocorticoides, principalmente cortisol en humanos (123).

El cortisol influye en el eje MIC a través de multiples mecanismos. De forma
directa, actua sobre receptores de glucocorticoides expresados en células intestinales,
incluyendo células epiteliales, inmunitarias y enteroendocrinas. Indirectamente, altera
la motilidad intestinal, incrementa la permeabilidad de la barrera epitelial y afecta la
capacidad de absorcidon de nutrientes, lo que conlleva a cambios en la composicién y
funcionalidad del microbioma intestinal. A nivel central, diversas regiones cerebrales
como el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal expresan receptores para
glucocorticoides, permitiendo una accién directa del cortisol. Ademas, este puede
modular funciones cerebrales de forma indirecta mediante la activacién del nervio vago

y de neuronas sensoriales del sistema nervioso entérico (124).

A nivel fisiolégico, las funciones de los glucocorticoides no sélo se limitan a mejorar
la disponibilidad energética y modular la respuesta cardiovascular y metabdlica ante
situaciones de estrés. También desempefian funciones fundamentales en el organismo
como modular la respuesta inmune, participar en el ritmo circadiano y presentar un
efecto retroalimentador negativo sobre el hipotalamo y la hipéfisis para inhibir su propia
produccién, como sistema regulatorio (125). En el sistema nervioso, contribuyen al
desarrollo normal de procesos de plasticidad neuronal y mantienen la homeostasis con
efectos sobre la memoria y la conducta. La activacion de los receptores
mineralocorticoides es necesaria para el proceso de evaluacidn y la recuperacion de la
memoria, mientras que los glucocorticoides favorecen la consolidacién de la memoria 'y

la adaptacion conductual (126).

Sin embargo, el estrés crénico o prolongado puede conducir a una desregulacién
de este eje con repercusiones negativas sistémicas. Niveles elevados de cortisol
producen alteraciones de la microbiota intestinal y de sus metabolitos, aumentando la
permeabilidad intestinal y favoreciendo la sobreestimulacién del sistema inmune. Todo

ello, conlleva un estado de inflamacion tanto a nivel intestinal como neuronal que, de
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forma sostenida, actuaria como factor predisponente de enfermedades inflamatorias

intestinales, y contribuiria a otras patologias del SNC (124).

3. METABOLITOS MICROBIANOS: PRODUCCION Y FUNCIONES

El creciente interés por caracterizar no solo la composicién taxondmica de la microbiota
intestinal, sino también su genoma completo y su perfil metaboldmico, el microbioma
en su totalidad, ha permitido profundizar en su posible implicacién en la etiopatogenia
de trastornos relacionados con el SNC. Esta aproximacion funcional ha impulsado la
identificacion de metabolitos neuroactivos microbianos, algunos de los cuales han
mostrado capacidad moduladora sobre el eje intestino-cerebro, abriendo nuevas lineas
de investigacién sobre los mecanismos moleculares implicados en esta comunicacion

bidireccional.
3.1 Acidos grasos de cadena corta (AGCC)

Como se ha mencionado previamente, los AGCC (acetato, propionato, butirato,
isobutirato, valerato, isovalerato y hexanoato) son acidos grasos saturados producidos
exclusivamente por bacterias a partir de la fermentacién de la fibra dietética, siendo
Roseburia, Eubacterium rectale, F. prausnitzii y Clostridium grupo IV y XIVa los
principales géneros productores (127). Los AGCC predominantes son el acetato, el
butirato y el propionato. El acetato, el mas abundante, circula en sangre y sirve como
fuente energética para tejidos periféricos, ademas de participar en procesos de
lipogénesis y biosintesis de colesterol en el higado. El butirato es el principal sustrato
energético para los colonocitos, interviene en la produccidon de cuerpos cetdnicos y
dioxido de carbono y regula la homeostasis intestinal (128,129). Por su parte, el
propionato es absorbido por los colonocitos y transportado al higado, donde puede ser

metabolizado y cumplir funciones similares a las del acetato (130).

Es bien conocido que los AGCC son capaces de modular la permeabilidad intestinal
a través de las uniones estrechas que conforman la capa mucosa intestinal, asi como de
la barrera hematoencefdlica, ensalzando la idea de que una alteracidon de la barrera

intestinal puede afectar de la misma manera a la permeabilidad cerebral (131).
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Los AGCC se postulan como mediadores clave en la comunicacién bidireccional del
eje MIC (132). Se ha propuesto que los AGCC influyen en el funcionamiento psicolégico
a través de su interaccion con receptores acoplados a proteinas G (131,133) o mediante
la inhibiciéon de histonas desacetilasas (134,135), ejerciendo sus efectos sobre el cerebro
por vias humorales directas, rutas hormonales e inmunolégicas indirectas, asi como
mecanismos neuronales. Los estudios de intervencion dietética sugieren de forma
indirecta un papel mediador de los AGCC en procesos cognitivos y emocionales (132),
por lo que se recomienda su cuantificacion en circulacion sistémica cuando estos
aspectos sean objeto de estudio. Los modelos animales han aportado evidencia directa
sobre su capacidad de regular procesos de neuroinflamacién que involucren al sistema
inmune y el impacto en trastornos neuropsiquiatricos y el funcionamiento psicoldégico
(118,136). Sin embargo, los estudios en humanos son escasos, presentan restricciones
metodolégicas y ofrecen resultados inconsistentes. En ultima instancia, podrian
considerarse como agentes terapéuticos prometedores para modular las interacciones

del eje microbiota—intestino—cerebro en humanos (132).
3.2 Metabolitos derivados de proteinas y aminodacidos

En el intestino delgado, las proteinas no digeridas son metabolizadas por accién
enzimatica en péptidos, aminodcidos y una variedad de metabolitos, principalmente
mediante proteasas y peptidasas producidas por géneros como Clostridium, Bacteroides
y Lactobacillus. Estos metabolitos pueden ser clasificados en: AGCC (isobutirato, 2-
metilbutirato e isovalerato), compuestos neuroactivos (6xido nitrico, triptamina y
feniletilamina), derivados del azufre, compuestos aromaticos (fenol, para-cresol e

indol), aminas biégenas (espermina, espermidina y cadaverina) y amonio (137).

La microbiota intestinal esta fuertemente influenciada por el patron dietético. Una
dieta proteica promueve la abundancia de Bacteroides y Clostridia, mientras que reduce
la presencia de Bifidobacterium adolescentes (138). Ademads, la fuente de proteina
también modula el perfil microbiano: la proteina de origen animal aumenta la presencia
de los géneros antes mencionados, mientras que la proteina de origen vegetal favorece
la proliferacién de Bifidobacterium y Lactobacillus. Por su parte, la proteina de suero ha

demostrado disminuir la abundancia de B.fragilis y Clostridium perfringens,
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microorganismos patégenos implicados en la disrupcion de la barrera intestinal y la

produccién de toxinas proinflamatorias (139,140).

La interaccion entre los aportes proteicos de la dieta y los microorganismos
comensales no sélo condiciona la eleccion alimentaria, sino que también influye en el

comportamiento y funciones reproductivas (97).

La proporcién de proteinas y carbohidratos puede activar o inhibir rutas
catabdlicas especificas. El catabolismo de proteinas, mediado por ciertos géneros
bacterianos, genera aminodacidos, en especial tirosina, fenilalanina y triptéfano, que
participan en la biosintesis de neurotransmisores como el GABA (Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus), noradrenalina (Escherichia, Bacillus), dopamina
(Bacillus), histamina y serotonina (Streptococcus, Escherichia, Enterococcus). Este
proceso también contribuye al equilibrio del metabolismo del nitrégeno en el huésped

(98,141).

El triptdéfano es un precursor esencial para la sintesis de serotonina, triptamina,
niacina (vitamina B3), cofactores redox NAD(P)+ y otros metabolitos derivados del indol.
Puede ser metabolizado por hasta seis rutas metabdlicas (quinurenina, quinolinato,
indol, acido indolacético, acido indolpropidnico y triptamina). Se han identificado cinco
filos capaces de realizar estas rutas: Actinobacteriota, Bacillota, Pseudomonadota,
Bacteroidota y Fusobacteriota, los cuales podrian influir significativamente en el
metabolismo de este aminodacido. A nivel de género, se observd que Clostridium,
Burkholderia, Pseudomonas, Streptomyces y Bacillus mostraban una alta capacidad para
generar metabolitos neuroactivos derivados del triptdfano, destacando los dos primeros
por su mayor potencial. Los niveles en la circulacidn sistémica de este aminodacido van a
condicionar la inhibicién de rutas de sintesis de neurotransmisores en el SNC en favor
de otras relacionadas con la produccién de otros metabolitos neuroactivos, como el
indol, y sus derivados neurotdxicos, como el para-cresol (p-cresol) (142). En el apartado
4 de la presente tesis se profundizara en el papel del p-cresol y cédmo afecta a

enfermedades del neurodesarrollo.
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3.3 Metabolitos derivados de la colina: TMA y TMAO

La colina es un nutriente esencial cuyo mayor aporte al organismo procede de la dieta.
Existe una pequefia produccién de colina a nivel endégeno en el higado y en otras partes
del cuerpo como en el cerebro a través de la via fosfatidiletanolamina N-transferasa
hepatica. La colina se aporta en la dieta de dos maneras que difieren en su solubilidad.
En la forma liposoluble (esfingomielina o fosfatidilcolina) mayoritaria y en la forma

hidrosoluble (colina libre, fosfocolina o glicerofosfocolina) (101).

A pesar de que la sintesis de colina en el cerebro no estd bien esclarecida, sabemos
gue existen actividades enzimaticas de la colina acetiltransferasa y fosfatidiletanolamina
N-transferasa en los terminales neuronales, asi como tres fuentes de colina esenciales:
la colina libre almacenada en las membranas neuronales como fosfatidilcolina que
atraviesa la barrera hematoencefdlica, la colina que surge de la degradacién de la
acetilcolina por la enzima acetilcolina esterasa y la hidrélisis de la fosfatidilcolina debido

a la actividad especifica de las fosfolipasas (101).

Entre las funciones bioldgicas de la colina destaca su participacién como precursor
en la sintesis de fosfolipidos esenciales; donador de grupos metilo y en la sintesis de
acetilcolina, regulando la neurotransmisién en diversas regiones del cerebro, entre las
gue se encuentran el control muscular, la regulacién del estado de animo y la memoria

(101).

Su absorcidon y metabolismo en el intestino dependen en gran parte de su
estructura quimica y de la propia microbiota intestinal. En términos generales, el
metabolismo de la colina comprende cuatro vias: la sintesis de betaina y dimetilglicina,
fosfolipidos, TMA y acetilcolina. Por su relevancia en el contexto de la presente tesis, se
desarrolla en detalle la via de la TMA. La colina que no se absorbe en el intestino
delgado, alcanza el intestino grueso donde se metaboliza en TMA por bacterias
intestinales de los géneros Anaerococcus, Clostridium, Escherichia, Proteus, Providencia,
y Edwardsiella (143). Tras su absorcion es oxidada por las enzimas en TMAO y por los
géneros Prevotella, Mitsuokella, Fusobacterium, Desulfovibrio, Methanobrevibacter

smithii; y algunas especies de las familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae (137).
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Las metilaminas han sido relacionadas tanto con efectos beneficiosos como
perjudiciales para el organismo. En particular, concentraciones elevadas de TMAO se
han asociado con un mayor riesgo de cancer colorrectal, aterosclerosis y enfermedades
cerebrovasculares. Estos procesos cobran especial relevancia en el ambito neuroldgico,
ya que patologias neurodegenerativas como la demencia y la enfermedad de Alzheimer
presentan una fuerte relacién con dichos eventos vasculares. Entre los efectos
beneficiosos atribuidos al TMAO se encuentran la regulacién de la insulina plasmatica,
el control de la glucemia y la atenuacion de la inflamacién en el tejido adiposo. De
manera mas especifica, en el contexto de enfermedades neurodegenerativas vy
trastornos vinculados al mal plegamiento proteico, se ha demostrado que el TMAO
podria ejercer un efecto terapéutico al corregir defectos de plegamiento de proteinas
parcialmente desnaturalizadas y estabilizar entrépicamente sus conformaciones nativas

(143).
3.4. Metabolitos derivados de la fenilalanina

Los polifenoles alimentarios metabolizados por la microbiota intestinal pueden ejercer
efectos tanto beneficiosos como perjudiciales sobre la neurotransmisién. Entre los
metabolitos beneficiosos se encuentran el acido 3-hidroxibenzoico (3-HBA), el acido 3-
(3-hidroxifenil)-propidnico (3-HPPA) y el acido 3,4-dihidroxibenzoico (3,4-diHBA) (144).
En cambio, otros metabolitos como el acido 3-(3-hidroxifenil)-3-hidroxipropidnico
(HPHPA), el acido 3-hidroxifenilacético (HPA) y el acido 3-hidroxihipurico (HHA) se han

asociado a efectos perjudiciales (145-148).

Los polifenoles ingeridos con los alimentos son transformados por la microbiota
intestinal humana en compuestos fenélicos como 3-HPPA, 3-HBA y 3,4-diHBA. Gracias a
su capacidad para atravesar la barrera hematoencefilica, estos metabolitos pueden
acumularse en el tejido cerebral y modular procesos de mal plegamiento, agregacion y
neurotoxicidad de proteinas como la a-sinucleina y el péptido B-amiloide, tanto in vitro
como en modelos animales(144,149). En este sentido, los metabolitos de los polifenoles
derivados de la microbiota podrian tener un papel protector frente a la agregacion

proteica neurotéxica y a trastornos neurodegenerativos como el Alzheimer y el
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Parkinson. No obstante, debe considerarse que gran parte de la evidencia proviene de

estudios in vitro y ex vivo, lo que limita la extrapolacién directa a humanos.

Por otro lado, los metabolitos HPHPA, HPA y HHA se consideran productos
alterados del metabolismo de la fenilalanina, relacionadas con el sobrecrecimiento de
bacterias del género Clostridium, especialmente C. botulinum y C. difficile, especies
productoras de neurotoxinas y esporas resistentes a la mayoria de los antibidticos que
se utilizan (145). En este contexto, la fenilalanina de la dieta es convertida inicialmente
en metil-tirosina, orto-tirosina y 2,3-dihidroxifenilalanina. La orto-tirosina actia como
sustrato en la sintesis de neurotransmisores catecolaminérgicos (dopamina,
noradrenalina y adrenalina, mientras que la metil-tirosina puede ser transformada en
acido fenilpropidnico o metil-tiramina, dependiendo de si primero ocurre una reaccién

de desaminacién o de descarboxilacién respectivamente.

Estudios en modelos murinos han demostrado que la acumulacién de metiltirosina
produce neurotoxicidad (146). Asimismo, se ha observado que otros metabolitos
derivados de este sustrato, como HPHPA y HHA, se asocian a alteraciones conductuales
y comportamientos estereotipados, lo que sugiere un posible vinculo con enfermedades

del neurodesarrollo y neurodegenerativas.
3.5. Proteinas amiloides

Las proteinas amiloides bacterianas se ensamblan en fibras amiloides altamente
organizadas, ricas en estructuras B-plegadas. En bacterias cumplen funciones
adaptativas beneficiosas para ellas (150). Los polimeros amiloides con estructura de
[damina beta cruzada (cross—beta-sheet) como curli en E. coli o TasA en Bacillus subtilis,
proporcionan estructura mecanica y adhesion en los biofilms, aumentando su
resistencia frente a factores ambientales adversos (151). Se ha demostrado que algunos
géneros del microbioma humano son capaces de ensamblar amiloides extracelulares,
incluidos Streptococcus, Staphylococcus, Salmonella, Mycobacteria, Klebsiella,
Citrobacter y Bacillus (150,152,153). Otra funcionalidad que presentan es favorecer la
colonizacién facilitando la adhesion inicial de las bacterias a las células humanas o

incluso dispositivos médicos. Ademas, pueden activar receptores del sistema inmune
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como TLR2 y TLR1/6 promoviendo respuestas proinflamatorias por citoquinas dando

lugar a una inflamacidn crénica o alterar la respuesta inmune del huésped (154).

El hecho de que estas fibras se parezcan estructural y bioquimicamente a los
amiloides patolégicos humanos, como B-amiloide, a-sinucleina, tau y la proteina
transactive response DNA-Binding protein , ha dado lugar a numerosas investigaciones
gue plantean la hipdtesis de que algunas enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer, Parkinson o la esclerosis lateral amiotréfica tengan su origen en la microbiota

intestinal (153).

La forma de transmisién de las proteinas amiloides es muy similar a la de los
priones. Los priones se propagan mediante mecanismos de self-seeding, en la cual una
proteina en conformacion pridnica induce a otra molécula de la misma proteina a
adoptar una conformacién amiloide. Este mecanismo acelera la fase cinética inicial de
la amiloidogénesis (155). Ademas, el eje MIC juega un papel fundamental para poder
entender la via de entrada de estos agentes. Las enfermedades neurodegenerativas
cursan con comorbilidades gastrointestinales como el estrefiimiento o diarrea, que
aparecen incluso antes de ser diagnosticadas, y se han encontrado depdsitos de
proteina amiloide en el nudcleo motor dorsal del nervio vago (156). La exposicién a
amiloides microbianos en el intestino podria favorecer la nucleacién cerebral de
agregados de B-amiloide (152). Se ha demostrado que las proteinas patoldgicas, como
la a-sinucleina o el B-amiloide, pueden presentar especificidad de cepa, de manera
analoga a las cepas en las enfermedades pridnicas, lo que podria explicar los distintos

fenotipos observados en trastornos neurodegenerativos (153).

4. P-CRESOL

4.1. Caracteristicas bioquimicas y fuentes. Sintesis y metabolismo

El p-cresol (4-metilfenol, 4-cresol, para-hidroxitolueno) con férmula molecular C;HgO,
es un compuesto quimico perteneciente a la familia de los cresoles, derivados del
tolueno con un grupo hidroxilo (-OH) unido al anillo bencénico. Especificamente, en p-
cresol, el grupo metilo (-CHs) y el grupo hidroxilo estan en posicién opuesta (1,4) en el

anillo aromatico. En su estado fisico se presenta como un liquido incoloro o ligeramente
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amarillento, estable a temperatura ambiente pero oxidable en presencia de oxigeno. En
cuanto a sus propiedades fisicoquimicas, debido a su naturaleza lipofilica, es
moderadamente hidrosoluble y altamente soluble en solventes organicos (etanol y
éter). Es un acido débil (pKa=10,26), lo que influye en su grado de ionizacién a diferentes

pHy, por tanto, en su biodisponibilidad y comportamiento en medios bioldgicos (157).

Los cresoles (orto-, meta-, p-cresol) estdan ampliamente distribuidos en la
naturaleza y se encuentran en plantas, alquitran de hulla, petréleo y en procesos
volcanicos. La industria quimica contribuye a la exposicion ambiental mediante la
produccién de herbicidas, desinfectantes, antioxidantes, colorantes, resinas y perfumes.
Existen alimentos que contienen distintos isdmeros de cresoles como los tomates, el
kétchup, los esparragos, quesos, mantequilla, tocino y ahumados, asi como bebidas
como el vino tinto, el café (tanto crudo como tostado) y el té negro en concentraciones
muy bajas (0,01 a 0,2 mg/l). (158). También se emiten desde incineradoras, durante la
combustién de carbdn y madera, a través de los gases de escape de vehiculos, refinerias
de petréleo y en el humo de los cigarrillos. La exposicidon a p-cresol a partir del humo de
tabaco ambiental se ha estimado en 0,41 pg/m3 en adultos no fumadores (158). Por
tanto, las vias de exposicidn humana son bastante comunesy, entre ellas, se encuentran
la inhalacion de vapores, el contacto dérmico y a través del agua y/o alimentos. Sin
embargo, la principal fuente de exposicion es endégena y proviene de la actividad
metabdlica de la microbiota intestinal, a partir de la fermentacién de los aminoacidos
aromaticos tirosina y fenilalanina o a partir de tolueno (159). Comprender estas
interacciones es clave para poder intervenir de forma dirigida sobre el microbioma en
contextos clinicos como el TEA, donde el p-cresol parece desempefiar un papel

patogénico relevante.

La tirosina es transformada por bacterias intestinales en 4-etilfenol y p-cresol, los
cuales pueden ser metabolizados en 4-etilfenol sulfato y p-cresol-sulfato,
respectivamente (160,161). En el caso de la fenilalanina, su metabolismo sigue una ruta
similar, aunque carece del grupo 4-hidroxilo en su estructura. Este aminoacido puede
ser hidroxilado a tirosina, lo que le permite ingresar a la misma via metabdlica de sintesis
de p-cresol y 4-etilfenol. Inicialmente, se pensaba que sdlo determinadas bacterias
intestinales, concretamente aquellas que expresan la enzima 4-hidroxifenilacetato
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descarboxilasa, como algunas especies de Clostridioides y una del género Lactobacillus,
eran capaces de llevar a cabo la sintesis de p-cresol a partir de aminoacidos aromaticos
(159). Sin embargo, el creciente interés en los intermediarios metabdlicos de esta ruta,
como el acido 4-hidroxifenilacético (4-HPA) y el acido 4-hidroxifenilpropidnico (4-HPPA),
ha permitido conocer que la capacidad de metabolizar tirosina y fenilalanina no esta
restringida a esas especies bacterianas. Actualmente, se ha identificado la participacion
de aproximadamente 10 géneros bacterianos en la produccién de uno o ambos
intermediarios. Entre estos se incluyen Clostridioides, Peptostreptococcus, Bacteroides,
Bifidobacterium, Anaerostipes, Butyrivibrio, Roseburia, Faecalibacterium, Ruminococcus
y Eubacterium (160). Este hecho refuerza la idea de que se trata de una ruta metabdlica
abundante presente en el microbioma intestinal humano. La segunda via conocida de
produccién es a partir de la tolueno monooxigenasa expresada por varias especies del
orden Pseudomonadales (Pseudomonas mendocina y Stutzerimonas stutzeri) (159).
Debido a la mayor disponibilidad endégena de tirosina y fenilalanina en comparacién
con el tolueno, esta ruta microbiana se considera la via principal de produccién de p-
cresol en humanos. Ademas, se han propuesto otras rutas metabdlicas que aun no han
sido demostradas. Una de ellas es la desaminacién de la Tyr en acido para-cumarico,
gue podria ser descarboxilado a para-vinilfenol y posteriormente reducirse a 4-etilfenol
(Figura 4). Ambos productos podrian ser usados como precursores del p-cresol y 4-

etilfenol (159,160,162).

Una vez que el p-cresol se absorbe a través de la mucosa intestinal y entra en la
circulacidn portal es metabolizado principalmente por el higado y, en menor medida,
por las células epiteliales del colon (158). En el higado, se conjuga mediante enzimas de
fase Il para convertirse en metabolitos mas hidrosolubles y facilitar su eliminacién. La
via metabdlica predominante es catalizada por sulfotransferasas que transforman
aproximadamente el 95% del p-cresol en p-cresol-sulfato (159). Un 4% es glucuronizado
por accién de la UDP-glucuronosiltransferasa, aunque una pequeiia fraccion, alrededor
del 1%, permanece en forma libre (163). Otras vias metabdlicas secundarias incluyen la
oxidacion de la cadena lateral para formar el acido para-hidroxibenzoico, y la formacién

de una quinona altamente reactiva (158). Por ultimo, las tres formas (p-cresol, p-cresol-

55



sulfato y p-cresol-glucoronizado) son filtradas desde la sangre por el glomérulo renal y

excretadas a través de la orina y las heces (159).
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Figura 4. Sintesis de p-cresol y sus derivados a partir de la tirosina y/o fenilalanina.

Adaptada de Zheng et al. 2021 (160).
4.2 Bacterias implicadas en la produccion de p-cresol y/o sus precursores

La conversién de tirosina en p-cresol puede implicar varias etapas metabdlicas
intermedias, como la generacion de 4-HPA y 4-HPPA, y diferentes microorganismos
pueden participar en pasos especificos de esta via, de forma directa o mediante

mecanismos de alimentacién cruzada.

Uno de los grupos mas estudiados en relacién con esta ruta metabdlica es la
familia Clostridiaceae, particularmente las especies del género Clostridioides. En este
contexto, C. difficile ha sido identificada como un productor destacado de p-cresol,
gracias a la expresidn de la enzima 4-HPA descarboxilasa, que cataliza la conversién de
4-HPA en p- cresol (164,165). Esta actividad confiere a la bacteria una ventaja ecoldgica
frente a otras especies intestinales, ya que el p-cresol posee efectos antimicrobianos
selectivos (166). No obstante, C. difficile no es la Unica especie involucrada. Hasta el
momento se han identificado al menos otras 11 especies como C. bartlettii,
P. bifermentans, C. butyricum, C. clostridioforme, C. paraputrificum, C. perfringens,

C. saccharolyticum, C. scatologenes, C. septicum y C. sporogenes y una del género
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Peptostreptococcus (P. anaerobius) con capacidad para producir p-cresol o sus

precursores a partir de aminoacidos aromaticos (160,167,168).

Mas alld del filo Bacillota, especies del género Bacteroides (familia
Bacteroidaceae) también han demostrado capacidad para participar en esta ruta.
Algunas, como B. fragilis, B. thetaiotaomicron y B. uniformis, pueden generar p-cresol
directamente a partir de tirosina, aunque en concentraciones significativamente mas
bajas. Otras especies como B. ovatus parecen intervenir en pasos previos, mediante la
produccién de intermediarios como el 4-HPA. A pesar de su limitada produccidn directa,
la contribucién de estos microorganismos podria ser importante desde una perspectiva
ecoldgica, especialmente considerando su abundancia en el microbioma intestinal.
Paraddjicamente, algunos estudios en modelos animales han mostrado que ciertas
especies de Bacteroides tienen efectos beneficiosos sobre la sintomatologia del TEA,
posiblemente al modular otros metabolitos como el 4-etilfenilsulfato, cuya reduccién se

ha asociado con mejoras conductuales (161).

Las bacterias de la familia Bifidobacteriaceae han sido histéricamente
consideradas como beneficiosas en el contexto del eje MIC. Algunas especies como
B. bifidum, B. adolescentis, B. infantis y B. pseudolongum fueron inicialmente sefialadas
como posibles productoras de p-cresol (160). Sin embargo, investigaciones posteriores
matizaron estos hallazgos, sugiriendo que, si bien pueden generar pequeiias cantidades
de 4-HPA, no participan directamente en la descarboxilacién de p-cresol (169). Su papel
podria estar mas vinculado a una modulacién indirecta del entorno intestinal o a

interacciones metabdlicas con otros taxones productores.

En el caso de la familia Lachnospiraceae, aunque la evidencia aun es escasa,
ciertos géneros como Anaerostipes (A. caccae, A. hadrus), Butyrivibrio (B. fibrisolvens) y
Roseburia (R. intestinalis, R. inulinivorans) han mostrado capacidad para producir
p- cresol y 4-HPA (160). La abundancia relativa de estas bacterias se ha observado
aumentada en algunos estudios de microbiota en pacientes con TEA, tanto en humanos
como en modelos murinos, lo que sugiere una posible implicacion en la generacion de

compuestos fendlicos asociados a disfuncion neuroldgica (161,170). No obstante, estos
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resultados aun no alcanzan significacidn estadistica consistente, por lo que su relevancia

funcional requiere de una mayor investigacién (171).

Por su parte, algunas bacterias de la familia Ruminococcaceae, como R. obeum,
R. torques y Faecalibacterium prausnitzii, también pueden contribuir a la produccién de
p-cresol y 4-HPA a partir de la fermentacion de tirosina. Ademads, estas especies son
capaces de metabolizar fenilalanina, generando otros compuestos aromaticos que
podrian influir indirectamente en esta via. Este perfil metabdlico hace que su rol en la

modulacion del entorno neuroactivo intestinal sea particularmente interesante (172).

Finalmente, especies del género Eubacterium (familia Eubacteriaceae), como
E. rectale, E. cylindroides y E. hallii, también han sido identificadas como potenciales
productoras de 4-HPA y p-cresol, aunque en niveles muy bajos (169,172). Su impacto
podria ser relevante en el contexto de comunidades microbianas complejas, donde
incluso pequefias cantidades de metabolitos pueden tener efectos fisioldgicos

significativos si actlan en sinergia con otros factores.

En conjunto, esta caracterizacion sugiere que la producciéon de p-cresol en el
intestino humano es el resultado de una colaboracion metabdlica entre multiples
especies, algunas de las cuales pueden actuar de forma directa, y otras como

proveedoras de precursores o moduladoras del entorno fermentativo.

4.3 Mecanismos de accidon propuestos del p-cresol y sus metabolitos. Potenciales

efectos sobre la fisiopatologia TEA

El p-cresol y sus principales metabolitos, especialmente el p-cresol-sulfato, no solo
alcanzan circulacion sistémica, sino que también muestran una notable actividad
bioldgica multisistémica. Estas moléculas estdn clasificadas como toxinas urémicas de
tipo fendlico, y su acumulacién se ha asociado con alteraciones funcionales en érganos

clave (160).

Tanto el p-cresol libre como la versién sulfato han demostrado tener capacidad
para interferir con procesos fisiolégicos en diversos sistemas, incluyendo el SNC, el
tracto gastrointestinal, el sistema inmune, el sistema cardiovascular y la funcién

mitocondrial, ademas de inducir estrés oxidativo. Su presencia se ha relacionado con
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procesos de neuroinflamacion, desregulacion inmunoldgica, alteracion de la barrera
hematoencefdlica, y disfuncién en Ila comunicacién neuroglial, todos ellos

potencialmente implicados en la fisiopatologia del TEA (173-175).

Aunque los mecanismos moleculares exactos aun no se han dilucidado por
completo, estudios in vitro y en modelos animales han permitido proponer diversas vias
implicadas, incluyendo la modulacion de receptores neuronales y de sefalizacidn
inmunitaria, la afectacién del metabolismo energético celular y la influencia sobre

sistemas de detoxificacidn y respuesta antioxidante.

En este apartado se revisan los principales mecanismos de accién propuestos para
el p-cresol y sus derivados, junto con los efectos fisiopatolégicos observados, con
especial atencién a su posible papel en el desarrollo y mantenimiento de sintomas
relacionados con el TEA (Figura 5).
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Figura 5. Efectos fisiopatoldgicos del p-cresol y p-cresol sulfato. Adaptada de Flynn et

al. 2025 (178).
4.3.1 Efectos sobre la mitocondria

Las mitocondrias desempefan un papel central en la homeostasis celular, no solo como
fuente principal de produccién de ATP mediante la fosforilacidn oxidativa, sino también

como reguladoras clave de procesos como la apoptosis, la sefalizacion celular, la
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homeostasis del calcio intracelular y la produccion de especies reactivas de oxigeno

(176-179).

En el contexto del TEA, diversos estudios han documentado alteraciones
funcionales mitocondriales, que incluyen desde deficiencias en la actividad de los
complejos de la cadena respiratoria hasta una mayor produccion de especies reactivas
de oxigeno, lo que sugiere una contribucion directa a la etiopatogenia del trastorno.
Durante la fosforilacién oxidativa, una pequeia fraccién de electrones escapa de la
cadena de transporte de electrones y reacciona con el oxigeno, generando especies
reactivas de oxigeno. En condiciones fisioldgicas, estos radicales libres son
contrarrestados por sistemas antioxidantes. Sin embargo, se ha observado que tanto el
p-cresol y la version sulfato interfieren en la funcionalidad mitocondrial, promoviendo
un aumento en la fuga electrénica y, por tanto, en la produccién de especies reactivas
de oxigeno, especialmente en células neuronales e intestinales (179). El exceso de
especies reactivas de oxigeno puede inducir daiio estructural y funcional mitocondrial,
afectando al ADN mitocondrial, proteinas y lipidos de membrana, lo cual exacerba la
disfuncién y perpetua un ciclo de retroalimentacidon negativa. Ademas, la reduccién en
la actividad de los complejos |, lll y IV, particularmente en tejidos cerebrales, musculares
y células tubulares renales, compromete la produccién de ATP, lo que puede afectar a
procesos criticos como la maduracion neuronal, la sinaptogénesis, la plasticidad
cerebral, asi como funciones metabdlicas en drganos periféricos como el rifion

(176,179,180).

Esta disfuncion mitocondrial incluye también alteraciones en los procesos
dindmicos de fusidén y fisidén mitocondrial, esenciales para la adaptacidn al estrés celular.
Asimismo, se ha observado una disminucion en la actividad de enzimas antioxidantes
mitocondriales, como la superdxido dismutasa mitocondrial, que incrementa la

vulnerabilidad celular frente al estrés oxidativo (178,179).

Este desequilibrio entre la produccién de especies reactivas de oxigeno vy la
capacidad antioxidante mitocondrial da lugar a un estado de estrés oxidativo crénico,
caracterizado por dafio oxidativo en lipidos, proteinas y ADN, procesos ampliamente

implicados en la disfuncién neuronal y sistémica observada en el TEA (52,177).
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4.3.2 Efectos nefrotdxicos

En pacientes con TEA se ha objetivado una elevada prevalencia de enfermedad renal
crénica. Cerca del 25% de los adultos con TEA y discapacidad intelectual presenta algin
grado de enfermedad renal crénica, lo que sugiere una posible asociacion entre la
acumulacion de toxinas urémicas y el desarrollo o agravamiento de complicaciones
sistémicas propias del TEA. Por este motivo la toxicidad renal inducida por p-cresol ha

cobrado especial interés en el contexto del TEA (181).

En pacientes urémicos, p-cresol y su variante sulfato, se acumulan en pulmon,
higado, sangre, orina y, especialmente, en el rifdn donde ejercen efectos téxicos locales
y sistémicos (157). De hecho, el p-cresol-sulfato y el indoxil sulfato son frecuentemente
utilizados como biomarcadores prondsticos, ya que niveles elevados se asocian con

mayor riesgo de mortalidad en pacientes con enfermedad renal crénica (182).

El p-cresol-sulfato entra en las células del tubulo proximal renal mediante los
transportadores de acidos orgdnicos OAT3, lo que permite su acumulacion intracelular
y facilita también su paso a través de la barrera hematoencefalica (183). Una vez en el
interior celular, el p-cresol-sulfato estimula la produccién de especies reactivas de
oxigeno, desencadenando un estado de estrés oxidativo persistente, que dafa
componentes clave de la célula renal, incluidas mitocondrias, membranas lipidicas y
ADN (176,180). Se ha evidenciado una alteracién de la filtracidon glomerular y la funcién
tubular, comprometiendo la capacidad depurativa del rifidn y perpetuando un circulo

vicioso de acumulacion de toxinas y deterioro progresivo de la funcién renal (182).

Ademas, otros metabolitos relacionados, como el 4-etilfenol y, su derivado
sulfatado, 4-etilfenol sulfato, comparten similitudes estructurales con el p-cresol y el p-
cresol-sulfato, respectivamente, confiriéndoles efectos bioldgicos similares, incluida la
nefrotoxicidad. Aunque sus mecanismos de accién aun no se han dilucidado
completamente, se ha reportado su implicaciéon tanto en el dafio renal como en
alteraciones conductuales, incluyendo conductas relacionadas con la ansiedad vy el

déficit de socializacion (184).
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La evidencia acumulada sugiere que los efectos nefrotdxicos del p-cresol, p-cresol-
sulfato y sus andlogos no solo comprometen la funcién renal, sino que también podrian
contribuir indirectamente a la disfuncién sistémica y neuroldgica observada en el TEA,
al interferir con los procesos de detoxificacion, metabolismo energético y regulacion

inmune.
4.3.3 Efectos hepaticos. Interferencia con rutas de detoxificacion hepaticas

El p-cresol y sus derivados ejercen efectos hepatotodxicos relevantes que se manifiestan
principalmente a través de la alteracién de la funcién mitocondrial hepatica y del
metabolismo oxidativo. Se ha demostrado que interfieren con la respiracion
mitocondrial asociada a NADH y succinato, componentes directos e indirectos de la
cadena de transporte de electrones, lo que puede desencadenar una disfuncién
mitocondrial acompafada de respuesta inflamatoria en el higado. Este estudio sugiere
gue esta disfuncion podria deberse al incremento en la masa mitocondrial o a una
activaciéon anomala de la fosfolipasa A2, enzima implicada en el metabolismo de acidos
grasos, lo que conlleva alteraciones en la homeostasis lipidica hepdtica (185). Ademas,
el p-cresol puede sufrir una oxidacién de su cadena lateral para dar lugar a compuestos
secundarios como el acido para-hidroxibenzoico, o convertirse en quinonas altamente
reactivas mediante rutas metabdlicas alternativas gracias a las enzimas hepaticas del
sistema citocromo P450. Estas quinonas presentan una elevada afinidad por grupos
nucleofilicos, particularmente los grupos tiol presentes en el glutation, proteinas y
acidos nucleicos. En condiciones fisiolégicas normales, el glutatién actia como principal
sistema de defensa antioxidante celular, neutralizando estas especies reactivas. Sin
embargo, cuando los niveles de glutatién son insuficientes, estas quinonas forman
aductos covalentes toxicos con proteinas de membrana, lo que contribuye al dafio
hepatico y a la disfuncion celular (185). Cuando alcanzan otros tejidos, como el SNC
donde se ha planteado su implicacion en procesos de neurotoxicidad vy
neuroinflamacion, particularmente si se acumulan en concentraciones elevadas
(158,185). La sobrecarga del sistema de desintoxicacidon hepatico puede amplificar el
estrés oxidativo sistémico, contribuir a la neuroinflamacién, y exacerbar procesos

patoldgicos en el contexto del TEA y otras enfermedades crénicas.
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4.3.4 Efectos gastrointestinales

Aproximadamente el 40% de los nifios con TEA presentan algun tipo de trastorno
gastrointestinal crénico, siendo el mds comun el estrefiimiento funcional (186).
Diversos estudios han identificado niveles elevados de p-cresol-sulfato en pacientes con
TEA, correlacionados con disminucién de la motilidad intestinal y presencia de

estrefiimiento crénico (163,187).

El p-cresol parece contribuir a estos sintomas mediante multiples mecanismos,
entre ellos sus efectos antimicrobianos. Este compuesto actia como un antibidtico
enddgeno, inhibe selectivamente a bacterias Gram-negativas y elimina bacterias
productoras de butirato en el colon (166). Por otro lado, las bacterias productoras de p-
cresol como C. difficile muestran alta tolerancia al compuesto, lo que les otorga una

ventaja ecolégica competitiva y favorece su persistencia e infecciones recurrentes (165).

A nivel celular, la presencia de p-cresol en el colon ha demostrado inducir
genotoxicidad en células epiteliales intestinales, promoviendo mutaciones
potencialmente asociadas con procesos carcinogénicos (178). Ademas, este compuesto
puede afectar la expresién y funcion de proteinas de unién estrecha, como claudinas y
ocludinas, comprometiendo la integridad de la barrera intestinal y aumentando su
permeabilidad. Este fendmeno de intestino permeable ha sido propuesto como un
factor relevante en la fisiopatologia del TEA, al facilitar el paso de metabolitos téxicos y
antigenos microbianos hacia la circulacién sistémica, exacerbando la neuroinflamacién

y la disfunciéon inmunoldgica (188-190).
4.3.5 Efectos neurotoxicos

La evidencia actual sugiere que muchos de los efectos neurotdxicos asociados al p-
cresol y p-cresol-sulfato no solo resultan de su accidn directa sobre el SNC, sino también
de su impacto sobre otros sistemas fisioldgicos clave. La disfuncidn mitocondrial, el
dafio hepatico, el deterioro de la barrera intestinal y la alteracién de la funcidén renal,
ya discutidos, contribuyen de forma indirecta a un entorno neuroinflamatorio y
neurotdxico, facilitando la entrada y acumulacién de estas toxinas en el SNC. Estas

interacciones sistémicas, generan un escenario propicio para la alteracién del
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neurodesarrollo, el desequilibrio redox cerebral y la neuroinflamacién, procesos que se

han relacionado con los sintomas TEA y otras patologias neuroldgicas.

Varios estudios en modelos murinos (175,182,191,192) han evidenciado que la
exposiciéon al p-cresol puede inducir alteraciones conductuales y neurobioldgicas
compatibles con los sintomas TEA. Entre los cambios mas representativos se encuentran
el aumento de la actividad locomotora, comportamientos de ansiedad, deterioro de
las habilidades sociales, pérdida neuronal y neuroinflamacion (175,182,191,192). Estos
efectos se han asociado, en gran medida, con disfunciones en el hipocampo, una regién

clave para la memoria, la socializacién y el procesamiento emocional (175,182).

A nivel molecular, se han identificado alteraciones en la expresion de genes
implicados en la neurotransmisidn y el estrés oxidativo. Uno de ellos es el receptor
NMDA, receptor de glutamato, fundamental para la plasticidad sinaptica, la maduracion
neuronal y la transmisidn glutamatérgica (193). La sobreestimulacién de este receptor
puede provocar excitotoxicidad, un mecanismo patolégico que conduce a dafio
neuronal. En modelos animales y estudios post mortem en individuos con TEA, se han
descrito modificaciones en la expresion de una subunidad del receptor, lo que apoya su
implicacidn en la fisiopatologia del trastorno. Asimismo, se ha observado una disrupcién
en la via KEAP1-NRF2, esencial para la respuesta antioxidante celular. La proteina
asociada a Kelch ECH 1 (KEAP1) es una proteina que actua inhibiendo el factor de
transcripcién nuclear eritroide (NRF2), el cual regula genes antioxidantes de defensa.
Bajo condiciones de estrés oxidativo, una alteracién en esta via puede agravar la

disfuncién mitocondrial y aumentar la vulnerabilidad neuronal al dafio oxidativo (182).

Desde el punto de vista celular, el p-cresol ha mostrado efectos neurotdxicos
directos sobre neuronas hipocampales. Se ha registrado un incremento de marcadores
apoptéticos y un aumento de la neuroinflamacion en esta region tras la exposicion al
compuesto. Ademas, en lineas celulares neuronales (Na2 y PC-12), se ha documentado
una reduccion dosis-dependiente en el nimero y longitud de las dendritas primarias y
secundarias, asi como una disminucién en la arborizacion dendritica, lo que indica un

impacto negativo sobre la morfologia y la conectividad neuronal (175).
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Un estudio explord el efecto de bajas concentraciones de p-cresol, reportando
una posible respuesta adaptativa, con potenciacién de la diferenciacion neuronal
mediada por el factor neurotréfico derivado del cerebro, junto con la modulacién de la
expresion de neurofilamentos. Este efecto se interpretdé como una respuesta
compensatoria frente a un estrés oxidativo leve inducido por el p-cresol, mediada por
vias opioidérgicas y parcialmente revertida por oxitocina. Aun asi, esta remodelacién
estructural puede comprometer la maduracién sindptica y la funcionalidad de redes

neuronales (193).

Ademas, se ha documentado que la acumulacion cerebral de p-cresol-sulfato,
junto con otras toxinas urémicas como el indol sulfato y el amoniaco, puede contribuir
al desarrollo de encefalopatias y disfunciones neuroldgicas mds amplias, exacerbando

los efectos deletéreos sobre el SNC (194,195).

Por ultimo, desde una perspectiva neuroquimica, estos compuestos pueden
inhibir la actividad de la dopamina B-hidroxilasa, enzima responsable de convertir
dopamina en noradrenalina. Esta inhibicién favorece un exceso de dopamina y de sus
metabolitos, como el dcido homovanilico (196), lo que alteraria la sintesis y el equilibrio

de las catecolaminas cerebrales (Figura 6) (197).
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Figura 6. Inhibicion de la enzima dopamina B-hidroxilasa por el p-cresol y los

compuestos intermediarios de su sintesis. Adaptada de Saha et al. 2023 (196).
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4.3.6 Efectos inmunoldgicos

Aunque la capacidad inmunosupresora del p-cresol ha sido objeto de debate, dado que
este compuesto es rdpidamente metabolizado por el organismo, diversos estudios
sugieren que puede ejercer efectos directos sobre el sistema inmunoldgico intestinal,
en especial sobre componentes como el tejido linfoide asociado al intestino y las placas
de Peyer. En este contexto, se ha descrito una reduccion en la funcionalidad de los
leucocitos, afectando procesos esenciales como la fagocitosis y la produccién de

citocinas proinflamatorias (160).

La fagocitosis, llevada a cabo principalmente por macréfagos y neutrdfilos,
representa un mecanismo esencial para la eliminacién de patdgenos y restos celulares.
Asimismo, la produccién de citocinas proinflamatorias por macréfagos, como TNF-a o
IL-6, es crucial para la activacion y modulacion del entorno inmunoldgico.
Paralelamente, la expresion de moléculas de adhesidon endotelial, como la Molécula de
Adhesion Intercelular 1y Molécula de Adhesién Celular Vascular 1, inducidas por sefiales
inmunoldgicas, permite el reclutamiento y trafico de leucocitos hacia los tejidos
afectados, facilitando asi una respuesta localizada y eficaz. Estudios in vitro han
demostrado que el p-cresol puede interferir con cada uno de estos procesos, debilitando

la respuesta inmunitaria (173,198,199).

El p-cresol-sulfato, por su parte, muestra un comportamiento dosis-dependiente.
A bajas concentraciones (10-25 pg/mL) estimula la fagocitosis y la produccion de
especies reactivas de oxigeno, mientras que a concentraciones intermedias (50 pg/mL),
reduce la capacidad de respuesta inmune frente a endotoxinas bacterianas como los
lipopolisacdridos. Finalmente, a altas concentraciones (250-1000 uM), suprime la
respuesta inmune mediada por la sobreestimulacion de interleucina-10, una citoquina
antiinflamatoria que inhibe la sintesis de interleucina-12 y bloquea la respuesta

adaptativa Th1 (160).

Estudios recientes han implicado al p-cresol-sulfato en la regulacion inmune
cerebral a través de su interaccion con la microglia. En modelos in vitro, se ha
demostrado que inhibe la respuesta inflamatoria inducida por lipopolisacaridos

mediante la reduccidn de los niveles de metaloproteinasas de membrana involucradas
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en el corte de proteinas transmembrana, incluidas citocinas y receptores clave en la
sefializacion inflamatoria. Esta inhibiciéon conlleva una menor liberacién de citocinas
proinflamatorias y un aumento de la actividad fagocitica microglial. Tales alteraciones
en la actividad de estas enzimas se han asociado con una disfuncién sinaptica y una
conectividad cerebral andmala en individuos con TEA. De hecho, estudios in vivo han
detectado niveles elevados de p-cresol-sulfato y su metabolito conjugado en sangre,

acompafados de una desregulacién de estas enzimas (200).
4.4 Implicacidn del p-cresol y p-cresol-sulfato en otras patologias relacionadas con TEA

Los sujetos con TEA presentan una mayor prevalencia de enfermedades concurrentes
en comparacion con la poblacién general. Entre las comorbilidades mas frecuentes se
encuentran la enfermedad de Parkinson y la epilepsia. La prevalencia de enfermedad
de Parkinson en adultos jovenes con TEA se ha estimado entre el 40% y el 80% (201) lo
gue representa una proporcion significativamente elevada. Esta asociacion podria
explicarse, al menos en parte, por los altos niveles de p-cresol observados tanto en
pacientes con TEA como con enfermedad de Parkinson. Ademas, se ha descrito un
aumento de la actividad de las monoamino oxidasas en pacientes parkinsonianos, lo
cual podria influir en el metabolismo de neurotransmisores clave como la dopamina
(195). Es relevante destacar que los pacientes con Parkinson también presentan con
frecuencia trastornos gastrointestinales, especialmente estrefiimiento crénico, que
suelen preceder a la apariciéon de los sintomas neurolégicos. Esta coincidencia refuerza
la hipdtesis de que la microbiota podria desempefiar un papel en la fisiopatologia de

ambas condiciones (202).

La epilepsia es también frecuente en personas con TEA, particularmente en
aquellos casos que cursan con discapacidad intelectual (203). Como se ha descrito
anteriormente, el p-cresol puede inhibir la conversion de dopamina a noradrenalina al
interferir con la enzima dopamina B-hidroxilasa, alterando asi el equilibrio
catecolaminérgico cerebral. Asimismo, puede afectar el metabolismo del glutamato.
Estudios en modelos murinos (193) y humanos (203) han propuesto que los niveles
elevados de p-cresol podrian contribuir a la aparicion de convulsiones en personas con

TEA y epilepsia. En modelos animales, la exposicién al p-cresol ha inducido episodios
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convulsivos relacionados con alteraciones en la expresion de las subunidades GIuN2A
y GIuN2B de los receptores NMDA. Estos cambios se han observado en el hipocampo y
el nucleo accumbens, regiones clave para la regulacion de la conducta y la excitabilidad
sindptica. La disrupcion en el equilibrio de estas subunidades puede alterar la
homeostasis glutamatérgica, favoreciendo un estado de hiperexcitabilidad neuronal

gue incrementa el riesgo de crisis convulsivas (193).

5. MICROBIOTA Y NEURODESARROLLO

Como se ha sefialado, la microbiota ha acompanado al ser humano a lo largo de su
historia evolutiva, constituyéndose como un ecosistema dindmico e integral para la
salud. Este fluctia constantemente a lo largo de la vida. Aunque en un mismo individuo
pueden observarse variaciones diarias en su composicion microbiana (204), estas
alteraciones son especialmente notorias cuando se consideran desde una perspectiva

del desarrollo vital.

En las distintas fases de la vida, la microbiota intestinal atraviesa transiciones
criticas que la hacen especialmente susceptible a influencias internas y externas. Se han
identificado tres periodos clave de transformaciéon o “ventanas sensibles” en los que
cualquier disrupcidn microbiana puede tener repercusiones relevantes: la infancia, la
adolescencia y la vejez. Desde una perspectiva neurocientifica, estos periodos son
también fases del desarrollo del SNC caracterizados por una mayor plasticidad vy, al
mismo tiempo, mayor vulnerabilidad a influencias ambientales (Figura 7) (205).
Procesos fundamentales como la neurogénesis, la sinaptogénesis y la poda sinaptica
estan programados genéticamente y se manifiestan en marcos temporales especificos,
coincidiendo con estas ventanas. Aplicados originalmente al desarrollo de diferentes
sistemas sensoriales, hoy se sabe que estos periodos también afectan funciones

cognitivas superiores, como el lenguaje y la cognicion (205,206).

Comprender estas coincidencias requiere primero caracterizar los principios que
gobiernan el neurodesarrollo (207). Este proceso se sustenta en una estructura
jerarquica en la que funciones basicas como el control motor se desarrollan primero y

constituyen la base para funciones mds complejas, como el lenguaje. Asi, las
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INTRODUCCION

capacidades emergentes dependen de las anteriores, lo que subraya la secuencialidad y

dependencia del desarrollo.

Sin embargo, esta progresion no es lineal ni predecible: pequefios cambios en
fases tempranas pueden generar efectos amplificados o atenuados posteriormente.
Este principio de no linealidad refleja una propiedad propia de sistemas complejos, en
los cuales surgen propiedades nuevas o emergentes que no pueden explicarse
Unicamente por la suma de componentes previos. Es decir, el desarrollo conlleva

transformaciones cualitativas, no meramente acumulativas.
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Figura 7. Microbiota y neurodesarrollo a lo largo de la vida. Grafico cronolégico
que refleja procesos neuronales concomitantes con cambios en la diversidad
microbiana desde el nacimiento hasta la vejez, incluyendo la infancia, nifiez,
adolescencia y edad adulta. La profundidad de la barra azul representa el periodo
de tiempo en el que los procesos indicados son mas intensos. Adaptada de Borre

et al. 2014 (96).

El neurodesarrollo es un proceso ordenado, secuencial y orientado, con una
direccion definida hacia metas funcionales especificas. Se espera una progresion

relativamente paralela entre las diferentes areas funcionales (motora, cognitiva,
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linguistica, social-emocional); la disociacién entre estas dimensiones puede sefalar

alteraciones del desarrollo, como ocurre en los trastornos del neurodesarrollo.

Otra caracteristica fundamental es su irreversibilidad relativa: si bien existen
mecanismos compensatorios, una vez alcanzado un determinado nivel de organizacion,
no suele revertirse completamente. Asimismo, el neurodesarrollo estda marcado por
principios de epigénesis y emergencia, lo que implica que no estd completamente
predeterminado por los genes, sino que surge como producto de la interaccidn dindmica
entre factores bioldgicos, ambientales y experienciales. En este sentido, el organismo
"se construye a si mismo" de forma progresiva, generando nuevas formas de

organizacién a medida que se desarrolla.

5.1 Primeros afios de vida: desarrollo neurobioldgico y establecimiento de la

microbiota

El desarrollo cerebro humano atraviesa etapas criticas que se extienden desde el
periodo embrionario hasta la infancia temprana (208). Durante este intervalo,
especialmente en los primeros afios de vida, el sistema nervioso experimenta una
notable expansién estructural y funcional. En el primer ano, el tamafio de las neuronas
aumenta significativamente, impulsado por el crecimiento del citoplasma, Ia
proliferacién glial, la sinaptogénesis y la vascularizacion cerebral. A los seis afos, el
cerebro ha alcanzado aproximadamente el 90% de su volumen adulto, aunque los
procesos de maduracion, como el remodelado de la sustancia gris y blanca, contindan
hasta la tercera década de la vida (209). Durante esta etapa temprana, el desarrollo
cerebral se caracteriza por la formacién de nuevas conexiones sinapticas, que
posteriormente seran refinadas a través de fendmenos como la poda sinaptica y la
apoptosis. Asimismo, se lleva a cabo la mielinizacion progresiva de los axones, lo que
mejora la eficiencia de la transmisiéon neuronal (208). Estos procesos, enmarcados
dentro de la neuroplasticidad, permiten la adquisicién gradual de funciones especificas.
Inicialmente se desarrollan capacidades sensoriales, seguidas por el lenguaje, y mas
tarde se consolidan habilidades cognitivas complejas como el pensamiento abstracto o
la cognicion social, fundamentales para la comprension del entorno y las relaciones

interpersonales (208).
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En este periodo de alta sensibilidad al entorno, la microbiota intestinal también
comienza a establecerse y desempefia un papel clave en la modulacidn del desarrollo
cerebral. Existen evidencias experimentales que sustentan esta relaciéon; por ejemplo,
un estudio in vivo demostré que la presencia de microbiota intestinal reduce la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica e incrementa la expresion de proteinas
de unién estrecha. La comunicacion bidireccional entre el SNCy la microbiota intestinal

se inicia durante la gestacion y persiste a lo largo de la vida (210).

Como se sefiald anteriormente, los factores prenatales desempefian un papel
determinante en la adquisicion de la diversidad microbiana inicial. Sin embargo, la
cronologia exacta del comienzo de la colonizacién microbiana del tracto gastrointestinal
es aun objeto de debate. Algunos estudios han propuesto la existencia de una
microbiota intrauterina, postulando la colonizacién del Gtero y la placenta (211-213).
No obstante, estas afirmaciones han sido posteriormente cuestionadas por atribuirse a
contaminacién ambiental o técnica debido a la ausencia de controles adecuados,
defendiendo que estos érganos serian, en condiciones normales, estériles (214-216).
Con las técnicas de secuenciacién actuales, no es posible confirmar de manera
concluyente la presencia de microbiota placentaria, ya que la mayoria de las secuencias

obtenidas pueden explicarse por multiples fuentes de contaminacién (217).

La adquisicion de las primeras especies que colonizan nuestro intestino va a influir
en la composicidn de la microbiota a largo plazo. En este sentido, la via de nacimiento
constituye un factor determinante. En partos vaginales, el neonato entra en contacto
con la microbiota vaginal y perianal materna, favoreciendo la transmision vertical de
bacterias como Lactobacillus, Bifidobacterium y Bacteroides (218). En contraste, el
nacimiento por cesarea expone al recién nacido principalmente a la microbiota de la piel
y del entorno hospitalario, con una mayor prevalencia de Staphylococcus spp.(219) y
una reduccidon de bacterias beneficiosas como Bifidobacterium y Lactobacillus (220).
Diversos estudios han asociado este procedimiento con una disminucidn de la diversidad
y rigueza microbiana (218,221,222), asi como con un mayor riesgo de infecciones
neonatales por Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (219) o C. difficile (220).
Ante estas implicaciones, se han propuesto estrategias como la siembra vaginal o la
suplementacion con probidticos y prebidticos para mitigar los posibles efectos adversos
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del nacimiento por cesarea. Sin embargo, los resultados en términos de recuperacion
de la microbiota y sus efectos a largo plazo sobre la salud infantil ain no son

concluyentes.

En términos generales, la microbiota neonatal se caracteriza por una dominancia
de Enterobacteriaceae, Bifidobacteriaceae y Clostridiaceae, con niveles reducidos de las
familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae (223,224). A medida que el nifio crece,
especialmente durante los primeros tres afios de vida, la introduccién progresiva de
alimentos sélidos propicia una transicién hacia un ecosistema intestinal mas complejo y
diverso, caracteristico de la microbiota adulta (225). Esta adaptacién es clave no solo
para la maduracién del sistema inmune, sino también para la prevencion de trastornos

inflamatorios y del neurodesarrollo.

No obstante, conviene matizar que, incluso en edades escolares (6—12 afios), la
microbiota intestinal de los nifios continda siendo funcional y composicionalmente
distinta a la del adulto. Esta se encuentra adaptada a las necesidades metabdlicas
propias de su etapa de crecimiento y desarrollo, incluyendo rutas como la sintesis de

folato y de vitaminas, asi como funciones inmunomoduladoras (225).
5.2 Adolescencia

La adolescencia es una etapa de transicidn caracterizada por una intensa transformacion
bioldgica, psicoldgica y social. Durante este periodo, se producen cambios acelerados
tanto en el cuerpo como en el cerebro, impulsados en gran parte por las fluctuaciones
hormonales propias de la pubertad. Desde el punto de vista cerebral, la adolescencia se
acompafia de una profunda remodelacién estructural y funcional, que incluye procesos
de poda sinaptica, mielinizacién, cambios volumétricos en regiones clave y
reconfiguracién de la conectividad funcional (226). Estas modificaciones estructurales
contribuyen al desarrollo de funciones cognitivas avanzadas, aunque también aumentan

la vulnerabilidad a trastornos emocionales y psiquiatricos (227).

Este periodo coincide con el aumento de la independencia del individuo, lo que se
traduce en cambios significativos en los habitos de vida, como las rutinas alimenticias,

el patrén de suefio y, en algunos casos, las primeras exposiciones al consumo de alcohol
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y otras sustancias psicoactivas. Ademas, la adolescencia marca el inicio de un mayor
riesgo para la aparicion de trastornos psiquidtricos, entre ellos la depresion, cuya
prevalencia se incrementa significativamente durante estos afios (227). Por tanto, la
adolescencia puede considerarse un periodo critico de transformacidn, en el que resulta

pertinente examinar el papel modulador de la microbiota intestinal.

Aungue la literatura sobre microbiota en poblacion adolescente (12-18 afios) es
limitada, se ha observado que la composicién microbiana en esta etapa muestra una
transicion gradual hacia el perfil adulto, aunque mantiene ciertas caracteristicas propias.
En concreto, se ha descrito una mayor abundancia de géneros como Bifidobacterium y
Clostridium, junto con una disminucién relativa de Prevotella y Sutterella (228). Este
perfil refleja no solo la maduracién biolégica, sino también la influencia de factores

externos como la dieta, el estilo de vida o el uso de antibidticos.

Los habitos alimenticios adquiridos durante la adolescencia son determinantes en
la configuracion de la microbiota y pueden tener efectos prolongados en la salud. Dietas
desequilibradas, pobres en fibra y ricas en azlcares y grasas procesadas, se asocian con
una menor diversidad microbiana, lo que podria predisponer al desarrollo de

enfermedades metabdlicas e inflamatorias en la vida adulta (228).

Por otro lado, el uso prolongado de antibidticos durante la adolescencia también
puede inducir alteraciones en el ecosistema intestinal. Estudios in vivo han mostrado
gue estos desequilibrios del microbioma se asocian a alteraciones del comportamiento,
incremento de la ansiedad, y deterioro de funciones cognitivas en la edad adulta. Estos
efectos coinciden con una disminucion en los niveles del factor neurotréfico derivado
del cerebro, asi como de oxitocina, vasopresina y de metabolitos clave del triptéfano,
todos ellos relevantes en la regulacion del estado de animo, la plasticidad sinaptica y el

comportamiento social (229).

Si bien estos hallazgos deben interpretarse con cautela, ponen de manifiesto la
importancia de los factores ambientales en la conformacién de la microbiota durante
este periodo sensible del desarrollo. La adolescencia, por tanto, no solo representa una

etapa de vulnerabilidad sino también una ventana de oportunidad para la intervencion
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preventiva a través de estrategias dirigidas al mantenimiento de una microbiota

saludable.
5.3 Edad adulta y envejecimiento

A medida que se alcanza la edad adulta, la microbiota intestinal tiende a estabilizarse y
diversificarse. En individuos sanos, es decir, en ausencia de enfermedades crdnicas y con
una adecuada calidad de vida, la composicién microbiana intestinal es especifica y
relativamente estable a lo largo del tiempo. Esta microbiota madura puede resistir el
impacto de ciertos factores ambientales adversos, como el uso de antibidticos o el
estrés, y es capaz de recuperarse una vez cesa la agresion. De forma paralela a esta
estabilizacién microbiana, el cerebro también experimenta un proceso de maduracién
prolongada durante la edad adulta, en el que se consolidan estructuras y funciones

neurocognitivas (96,97).

Aunque la edad adulta no se considera una fase critica del neurodesarrollo (205),
persisten procesos asociados a la neuroplasticidad, lo que sugiere que se conserva una
cierta capacidad de adaptacién a lo largo de la vida (96,97). No obstante, alteraciones
en la microbiota intestinal durante este periodo pueden influir negativamente en el
funcionamiento cerebral y en el comportamiento, lo que posiciona a la microbiota como
un factor clave en la promociéon y mantenimiento de la salud mental durante el
envejecimiento. Por tanto, conservar una microbiota intestinal diversa y funcional
puede representar una estrategia preventiva frente al deterioro neurolégico asociado a

la edad.

El envejecimiento es un proceso progresivo caracterizado por el declive funcional
de multiples sistemas fisiologicos y la pérdida de homeostasis. Entre los rasgos
biolégicos que definen este proceso se incluyen la inestabilidad gendmica, el
acortamiento de teldmeros, las alteraciones epigenéticas, la pérdida de proteostasis, la
desactivacion de la macroautofagia, la disfuncién mitocondrial, la senescencia celular,
la alteracién de la comunicacion intercelular, el agotamiento de las células madre, la
alteracion de la comunicacion intercelular, la inflamacion croénica vy la alteraciones del

microbioma (230).
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En particular, se ha observado que tanto la diversidad como la estabilidad de la
microbiota disminuyen con la edad, y estos cambios se correlacionan estrechamente
con el estado de salud general del individuo (231). El sistema inmunoldgico también se
ve afectado, en lo que se conoce como inmunosenescencia. Todo ello sumado al
aumento de comorbilidades y al uso frecuente de medicamentos, contribuye a
desestabilizar el ecosistema intestinal. En cuanto a la composicidon bacteriana, se ha
documentado una reduccion en la abundancia de bacterias acido-lacticas beneficiosas,

como Lactobacillus y Bifidobacterium (232).

Uno de los estudios mas relevantes en este campo es el proyecto ELDERMET, que
examind a una poblacién anciana y revelé cémo los cambios relacionados con la edad
en la microbiota intestinal se asociaban con diversos indicadores de salud funcional,
como la fragilidad, el estado cognitivo, los sintomas depresivos y los niveles de
marcadores inflamatorios. Una de las conclusiones mds destacadas fue la relacidon
positiva entre una mayor diversidad dietética, una microbiota intestinal mads rica y un
mejor perfil de salud global, incluyendo menor fragilidad y mejor funcionalidad fisica y

mental (231).

En resumen, el envejecimiento representa un periodo de vulnerabilidad para la
microbiota y el sistema nervioso. Las intervenciones dietéticas, la reducciéon del uso
innecesario de antibidticos y la promocién de habitos saludables podria ser clave para

mitigar el deterioro cognitivo y emocional asociado a la edad avanzada.

6. ALTERACIONES DE LA COMPOSICION MICROBIANA EN TEA

6.1 Alteraciones de la composicién microbiana observadas en modelos animales

El uso de modelos animales en la investigacion ha demostrado ser fundamental para
desentrafiar los mecanismos biolégicos implicados en la etiologia del TEA. Estos modelos
permiten estudiar la implicacién de factores genéticos y ambientales, y como dichos
efectos pueden correlacionarse con hallazgos en humanos. En particular, las
alteraciones en la microbiota intestinal observadas en modelos murinos con fenotipos
relacionados con el TEA ofrecen resultados relevantes. A continuacidn, se exponen

distintos modelos inducidos por factores de riesgo ambientales. como la exposicién
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prenatal al acido valproico, la activacion inmunitaria materna, la dieta materna rica en
grasas o la administracion de p-cresol; en modelos idiopaticos (como el ratén BTBR) y
en modelos con mutaciones genéticas especificas asociadas al autismo (por ejemplo,
Shank3 KO, NLGN3R451C, o EphB6 KO), se ha observado un impacto significativo en la

composicion y diversidad de la microbiota intestinal (233).

En el modelo de exposicion prenatal al acido valproico, un antiepiléptico con
efectos conocidos sobre el desarrollo del SNC, se han detectado alteraciones
microbianas notables. Por ejemplo, se ha comunicado una disminucidn de la diversidad
microbiana de Bacteroides, Deltaproteobacteria y Erysipelotrichales, junto con un
aumento de bacterias del orden Clostridiales (234). En ratones macho, se observaron
incrementos especificos en Alistipes, Enterorhabdus, Mollicutes, Lactobacillales y
Erysipelotrichaceae, lo que pone de manifiesto una posible influencia del sexo bioldgico
sobre las respuestas microbianas (235). En ratas, la exposicién al acido valproico
también condujo a una reduccién de la diversidad microbiana, con un aumento de a-
Proteobacteria, Eubacteriaceae, Rikenellaceae y Staphylococcaceae, y mayores niveles

de Allobaculum, Anaerofustis, Proteus y Staphylococcus (182).

En el modelo de activacién inmune de la madre gestante, se induce una respuesta
inflamatoria sistémica que altera el neurodesarrollo de la descendencia. Este modelo ha
mostrado dafios en la integridad de la barrera intestinal, alteraciones en la diversidad
microbiana, asi como en los metabolitos séricos similares a los encontrados en
individuos con TEA. La descendencia mostrd grandes diferencias en la diversidad de
Clostridia y Bacteroidia, una mayor abundancia en las familias de Lachnospiraceae,
Porphyromonadaceae y Prevotellaceae, aunque sin cambios notables en la riqueza
global de especies. Algunas cepas especificas dentro de Lachnospiraceae, junto con
miembros del filo Bacteroidota, podrian estar implicadas en los fenotipos autistas

inducidos por activacién inmune de la madre (161).

En el modelo de dieta rica en grasas que simula una exposicidon prenatal a las
grasas, también se detecté una reduccién significativa en la diversidad microbiana.

Especificamente, se observaron disminuciones en Lactobacillus, Parabacteroides,
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Helicobacter y Bacteroides uniformis (236), lo cual sugiere un entorno intestinal

empobrecido durante el desarrollo temprano.

Una linea de evidencia particularmente reveladora proviene de estudios con
ratones libres de gérmenes (germ-free, GF). Estos animales, criados en condiciones
totalmente estériles, presentan déficits marcados en el comportamiento social, lo que
sugiere que la ausencia de colonizacidon bacteriana durante el desarrollo afecta
negativamente el desarrollo neuroldgico y conductual (237,238). En estudios
posteriores, se demostré que la colonizacion de ratones GF con microbiota fecal de
nifios con TEA indujo conductas similares y alterd sustancialmente la composicién
microbiana intestinal de los receptores (239), lo que refuerza el papel causal de la

microbiota en la expresidn del fenotipo autista.

El modelo idiopatico BTBR, ampliamente utilizado en estudios de TEA, también
presenta alteraciones microbianas relevantes. En estos ratones se ha documentado un
aumento de bacterias del cluster XI de Clostridium y del filo Bacteroidota, asi como una
disminucion de Bacillota. Ademdas, muestran niveles elevados de Akkermansia
muciniphila, bacteria clave en el mantenimiento de la capa mucosa intestinal (240).
Otros estudios han identificado como taxones relevantes a los géneros Bacteroides,
Parabacteroides, Sutterella, Dehalobacterium y Oscillospira, con diferencias especificas

segun el sexo del animal (241).

En cuanto a modelos genéticos, los ratones Shank3 KO, que reproducen
mutaciones asociadas con TEA en humanos, muestran una marcada disminucidon en
miembros de la clase Bacilli, el orden Lactobacillales y el género Lactobacillus. También
se han observado descensos en los géneros Coprococcus, Bacteroides, Acetobacter,
Turicibacter y Prevotella, mientras que Veillonella se encuentra incrementada (242). De
forma similar, los ratones con mutaciones en el gen NLGN3, un alelo de riesgo bien
establecido para el TEA (243), presentan alteraciones gastrointestinales destacables. Las
variantes NLGN3R451C, especificamente, muestran alteraciones en las comunidades
microbianas fecales, con un aumento de Clostridia y una reduccion de bacterias del filo

Candidatus (233).
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El Sindrome de X Fragil, la causa monogénica mdas comun del TEA, se ha modelado
eficazmente mediante ratones FMR1 KO2. En estos animales se han detectado
aumentos en los filos Bacillota, Bacteroidota y Verrucomicrobiota, asi como en los
géneros Sutterella y Akkermansia, junto con una disminucién de Prevotella (244). En
otro modelo genético con duplicacion de la region humana 15¢q11-13, también se ha
descrito una disminucion significativa de la diversidad microbiana y del nimero de

unidades taxondmicas operativas (OTU) (245).

Por ultimo, el gen EphB6, ubicado en el cromosoma 7q, ha sido propuesto como
candidato en la susceptibilidad al TEA. En ratones EphB6 KO se ha reportado una

reduccion del filo Deferribacterota y, a nivel de género, de Mucispirillum (246).
6.2 Alteraciones microbianas observadas en pacientes con TEA

Las investigaciones recientes han puesto de manifiesto diferencias significativas en la
microbiota de sujetos con TEA frente a la de sujetos neurotipicos (247). Estas diferencias
han despertado un notable interés por su potencial uso como biomarcadores
diagndsticos y por la posibilidad de identificar nuevas dianas terapéuticas en el abordaje
de este trastorno del neurodesarrollo. No obstante, pese a la abundancia de estudios,
los hallazgos siguen siendo mayoritariamente inconsistentes y, en muchos casos,
contradictorios. Esta falta de consenso se refleja tanto en los estudios individuales como
en los metaanalisis realizados en los ultimos afos, lo que impide establecer un perfil

microbiano claro y uniforme asociado al TEA.

Varios factores metodoldgicos y contextuales pueden contribuir a estas
discrepancias. Por un lado, el grueso de la investigacién se concentra en Chinay EE.UU.,
lo que limita la capacidad de generalizar los hallazgos a otras poblaciones,
especialmente si se considera la influencia de factores asociados al microbioma como la
dieta, el entorno ambiental, y las practicas sanitarias, que varian ampliamente entre
regiones y pueden afectar significativamente la composicion microbiana. Ademas,
muchos estudios presentan tamafios muestrales reducidos y una alta heterogeneidad
entre los participantes, incluyendo los rangos de edad. Esta variabilidad se ve acentuada
por la escasa homogeneidad en los datos recogidos sobre la historia clinica, como la

presencia de comorbilidades gastrointestinales o el uso de probiéticos, prebidticos y
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dietas especificas, todos ellos factores que pueden modificar sustancialmente la

microbiota (171).

A nivel metodolégico, la mayoria de los estudios emplean técnicas de
secuenciacion del gen 16S ADNr para analizar la diversidad bacteriana, centrdndose en
niveles taxondmicos de filo y género, y reportando los resultados como abundancia
relativa o porcentajes. En menor medida, se han aplicado enfoques mas complejos como
la metagendmica por la técnica de shotgun, la PCR o métodos basados en el cultivo

(171), lo que también contribuye a la disparidad de resultados.

Hasta la fecha se han publicado cinco metaanalisis que han explorado la relacién
entre la microbiota y el TEA, arrojando conclusiones dispares. El primero, realizado por
Xu et al. (2019), encontré una menor abundancia de géneros como Akkermansia,
Bifidobacterium, Bacteroides, Enterococcus y E. coli en nifios con TEA, asi como una
mayor presencia de Faecalibacterium, Lactobacillus, Ruminococcus y Clostridium (248).
Iglesias-Vazquez et al. (2020), destacaron una mayor abundancia de filos como
Bacteroidetes, Bacillota y Actinobacteria, ademas de géneros especificos como
Bacteroides, Clostridium, Faecalibacterium, Parabacteroides y Phascolarctobacterium,
junto con una reduccién de Bifidobacterium y Coprococcus (249). Por otro lado, el
estudio de Andreo-Martinez et al. (2022) no hallé diferencias significativas en la
abundancia de los principales filos bacterianos, aunque si comunico niveles mas bajos

de Bifidobacterium y Streptococcus en los nifios con TEA (247).

En 2024, se publicaron dos metaanalisis que volvieron a poner de manifiesto la
complejidad del perfil microbiano en este trastorno. En el trabajo de Lin et al. (250)
sefialaron una disminucién en Bifidobacterium y Parabacteroides, con aumento de los
géneros Bacteroides, Clostridium y Faecalibacterium. Paralelamente, el trabajo de Yang
etal. (171) ha sido el que ha integrado el mayor nimero de estudios hasta la fecha (28),
y no solo confirmd alteraciones previamente descritas, sino que también identifico
diferencias significativas en géneros menos explorados como Dorea, Catenibacterium y
Odoribacter. De forma general, los resultados de Yang et al. mostraron que los nifios con
TEA presentaban una mayor abundancia de Parabacteroides, Anaerostipes,

Faecalibacterium, Clostridium, Dorea, Phascolarctobacterium, Lachnoclostridium,

79



Catenibacterium y Collinsella, mientras que géneros como Barnesiella, Odoribacter,
Paraprevotella, Blautia, Turicibacter, Lachnospira, Pseudomonas, Parasutterella,
Haemophilus y Bifidobacterium se encontraban reducidos en comparacién con los
controles neurotipicos. Es destacable que estas diferencias, en particular las relativas a
Faecalibacterium, Clostridium, Dorea, Phascolarctobacterium, Catenibacterium,
Odoribacter y Bifidobacterium, se mantuvieron estadisticamente significativas incluso
tras realizar analisis de sensibilidad excluyendo secuencialmente estudios individuales,

lo que otorga una mayor robustez a estos hallazgos (171).

En conjunto, aunque los resultados no permiten establecer adn un perfil
microbiano uniforme para el TEA, si apuntan hacia ciertos géneros bacterianos que
podrian estar implicados en su fisiopatologia y que merecen ser explorados mas
profundamente en futuras investigaciones longitudinales y multicéntricas con un mejor

control de variables de confusion.
6.3 Caracterizacion de géneros bacterianos estadisticamente significativos

Una vez establecidas las principales alteraciones microbianas observadas en nifios con
TEA, resulta relevante profundizar en las caracteristicas funcionales de los géneros
bacterianos cuya abundancia difiere significativamente entre esta poblacion y los nifios
neurotipicos. Esta revision permite contextualizar las posibles implicaciones

fisiopatoldgicas de dichas alteraciones, considerando la evidencia actual.

Faecalibacterium, es un género reconocido por su capacidad de producir butirato,
un AGCC fundamental para la homeostasis intestinal y la integridad de la barrera
epitelial. Estudios recientes han sugerido que este género podria estar implicado en la
fisiologia intestinal y también en procesos relacionados con el neurodesarrollo,
incluyendo los sintomas nucleares del autismo (251). Ademads, Faecalibacterium ha sido
asociado con la regulacion de genes que modulan la expresion de IFN-y, una citoquina
cuya sobreexpresion durante el desarrollo prenatal se ha vinculado con un mayor riesgo
de TEA (252). También se ha propuesto un mecanismo indirecto de influencia sobre el

neurodesarrollo mediante la modulacion del eje MIC (253).
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Clostridium es un género esporulado que se caracteriza por su capacidad de
liberar toxinas y metabolitos proinflamatorios que pueden atravesar la barrera intestinal
y alcanzar tejidos distantes, como el cerebro, a través de la circulacién sistémica.
Algunos compuestos derivados de Clostridiales se han asociado a sintomas
gastrointestinales y comportamientos repetitivos caracteristicos del TEA (254). Se ha
sugerido que la capacidad de formar esporas podria contribuir a la recurrencia de

sintomas en esta poblacién (83,255).

Phascolarctobacterium, perteneciente al filo Bacillota, ha sido detectado en
niveles alterados en individuos con TEA, aunque su papel fisiolégico sigue siendo poco
comprendido. Algunos estudios preliminares lo relacionan con la produccién de acidos
grasos de cadena corta y la modulacion del metabolismo energético, aspectos

relevantes en la funcion cerebral y gastrointestinal (256).

Bifidobacterium es una bacteria acido-lactica ampliamente reconocida por sus
propiedades probidticas (257). Es una de las primeras especies que colonizan el intestino
neonatal, y su baja abundancia ha sido consistentemente reportada en TEA (258).
Participa en la produccién de GABA (259), un neurotransmisor inhibidor cuya relacién
con el metabolismo del glutamato, principal neurotransmisor estimulador, es crucial en
el equilibrio neuroquimico. En nifios con TEA, se han observado niveles bajos de
glutamato correlacionados con mayor gravedad de sintomas como ansiedad vy
alteraciones conductuales (111). En modelos animales, la especie B. pseudocatenulatum
ha demostrado capacidad para modular el eje HPA, reduciendo los niveles de dopamina

y adrenalina, y ejerciendo efectos antiinflamatorios (260).

Streptococcus, comunmente vinculado con procesos infecciosos, ha sido hallado
en menor abundancia en poblaciéon TEA. Este hallazgo permite cuestionar la hipétesis
de que infecciones por Streptococcus pyogenes (grupo A), vinculadas al sindrome
PANDAS, tengan un papel determinante en el desarrollo del TEA (258). Ademas,
Streptococcus puede producir lactato y serotonina (257) aunque su reduccidn contrasta
con los elevados niveles de lactato observados en algunos pacientes con TEA. Este
aparente conflicto podria explicarse por el incremento de la glucdlisis aerébica como

consecuencia de disfunciones mitocondriales en TEA, fendmeno propuesto como parte
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de su fisiopatologia (261), o por una mayor presencia de Lactobacillus, también

productor de lactato Lactobacillus en TEA (248,249).

El género Dorea se ha asociados a efectos inflamatorios por estimular la liberacién
de TNF-a (171). Sin embargo, otros estudios sugieren su capacidad para aliviar las

respuestas alérgicas inducidas por la tropomiosina (262).

Catenibacterium es un género cuya abundancia parece estar influida por variables
sociodemograficas como nacionalidad, raza/etnia y estatus socioeconémico (171), lo

cual podria explicar parte de las discrepancias observadas entre estudios.

Por ultimo, Odoribacter ha sido vinculado con la regulacién del metabolismo de
neurotransmisores clave como la serotonina y el glutamato (263) ademads de participar
en la produccién de metabolitos con potencial impacto negativo sobre la sintomatologia

del TEA (171).

6.4 Reflexiones sobre la interpretacion y abordaje de la composiciéon microbiana en el

TEA

Durante las ultimas décadas, una gran parte de la investigacidn sobre el microbioma en
el TEA se ha centrado en cuantificar las abundancias relativas de las poblaciones
microbianas intestinales, con la esperanza de identificar alteraciones especificas que
pudieran apoyar una etiologia microbiana del trastorno. Sin embargo, estos esfuerzos
han tenido un éxito limitado, en parte debido a una visidon reduccionista heredada de
concepciones mas antiguas: la tendencia a categorizar las bacterias como “buenas” o
“malas”, asociando las primeras con beneficios para la salud y las segundas con efectos

negativos o incluso patoldgicos.

Los avances en microbioma han demostrado que esta dicotomia simplista no
refleja la complejidad real del ecosistema intestinal. Los microorganismos comensales,
gue en condiciones de equilibrio contribuyen al mantenimiento de la homeostasis,
pueden también ejercer efectos nocivos en contextos de disbiosis. En un entorno
intestinal alterado, estos mismos comensales pueden adquirir caracteristicas
patdgenas, participar en la transferencia horizontal de genes y activar respuestas

inmunoldgicas, neuroldgicas y metabdlicas con repercusiones a nivel del SNC. Asi, la
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contribucién de la microbiota no puede entenderse de forma aislada, sino como parte
de un sistema dindmico cuya alteracidon puede repercutir en multiples niveles del
organismo, incluyendo el sistema inmune, el sistema nervioso auténomo, e incluyendo

la produccién de metabolitos bioactivos.

En este sentido, resulta fundamental interpretar los hallazgos sobre la microbiota
intestinal en TEA con una mirada critica y contextualizada. No basta con promover el
crecimiento general de bacterias consideradas beneficiosas mediante |Ia
suplementacidon probidtica estandar. Sin un conocimiento profundo de los
desequilibrios especificos que caracterizan a esta poblacién, esta estrategia podria ser
no solo ineficaz, sino incluso contraproducente. Una intervencién verdaderamente
eficaz deberia estar basada en un enfoque personalizado, dirigido a corregir las
alteraciones particulares del ecosistema intestinal que se presentan en los individuos

con TEA.

Esta aproximacion exige identificar qué cepas microbianas se encuentran
disminuidas o ausentes en la microbiota intestinal de estas personas y disefiar
estrategias de reposicién selectiva. Solo mediante este abordaje mas preciso y adaptado
sera posible restablecer un equilibrio funcional que favorezca no solo la salud intestinal,
sino también la inmunomodulaciéon y, potencialmente, una mejora del bienestar

general.

No obstante, alcanzar este objetivo requiere aun de una investigacion mas
profunda que permita desentrafiar las complejas interacciones entre la microbiota y la
condicién TEA, y que identifique las combinaciones probidticas mas adecuadas y

eficaces para esta poblacién.
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En los ultimos afios las tecnologias “dmicas” han aumentado considerablemente el
conocimiento del ecosistema microbiano humano, permitiendo una caracterizacién
detallada y precisa de las comunidades que lo conforman. Esta nueva perspectiva ha
impulsado el estudio de su contribucion en numerosas patologias, al tiempo que ha
originado oportunidades para desarrollar intervenciones terapéuticas basadas en la
modulacion dirigida de la microbiota. La hipétesis de partida de esta tesis es que la
microbiota intestinal contribuye a la fisiopatologia del TEA con una ventana de actuacién
sobre la neurogénesis en los primeros cuatro afios de vida. Las intervenciones dirigidas
a modular la microbiota podrian constituir un nuevo abordaje terapéutico en esta
patologia que genera una carga significativa en los sistemas sanitarios y sociales, e

impacta tanto en la calidad de vida de los afectados y de sus familias.

Los objetivos se detallan en cada uno de los tres capitulos que incluye esta tesis, y
estdn centrados en demostrar que la microbiota contribuye a la enfermedad, que es
necesario disponer de biomarcadores para su diagndsticos precoz y que la modulacién

de la microbiota podria ser una alternativa terapéutica.
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I. ANTECEDENTES

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, es un modelo experimental ampliamente
utilizado en estudios biomédicos que, en las tltimas dos décadas, se ha consolidado para
investigar diversas enfermedades neurolégicas, gracias a su corto ciclo de vida, su
facilidad de manipulacién genética y la presencia de comportamientos complejos
comparables a modelos mas avanzados (264). En esta mosca existe una serie de uniones
neuromusculares glutamatérgicas en el abdomen que se utilizan para explorar los
mecanismos de sinaptogénesis (34,266). Los analisis electrofisiolégicos permiten
evaluar la liberacidn de neurotransmisores desde las terminales nerviosas presinapticas
y la activacién de receptores de glutamato en la placa motora del musculo, siendo de
gran utilidad para caracterizar fenotipos relacionados con el TEA en Drosophila
(267,268). Cabe destacar que estas neuronas motoras tienen el soma en el SNC, y
extienden sus axones hacia musculos diana siguiendo trayectorias especificas vy
formando patrones de ramificacién bien definidos. Esta caracteristica cobra particular
relevancia dado que, en humanos, las neuronas glutamatérgicas corticales representan
aproximadamente el 80% de la actividad metabdlica cerebral total y se ha demostrado

gue en sujetos con TEA presentan disfunciones (111,193,269).

Si bien la mayoria de los estudios sobre la interaccion entre microbiota intestinal
y SNC han utilizado modelos murinos, Drosophila se posiciona como un modelo
experimental versatil y potente que permite estudiar, con gran precisién, los
mecanismos moleculares mediante los cuales los microorganismos intestinales pueden

modular la funcién cerebral (264,265).

Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El uso de modelos murinos en estudios sobre el eje MIC implica desafios considerables
en términos éticos, econdmicos, de tiempo y de recursos humanos. En contraposicion,
D. melanogaster es un modelo experimental alternativo debido a su bajo costo, facilidad
para la manipulacion genética y la disponibilidad de herramientas para el andlisis

funcional del SNC. En este capitulo proponemos utilizar la mosca de la fruta para
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investigar el efecto del microbioma intestinal de niflos con TEA, especificamente
evaluando el impacto de bacterias intestinales del género Clostridium en la modulacién

del SNC.
Los OBJETIVOS especificos propuestos para este capitulo fueron:

1. Analizar el efecto de la microbiota intestinal de nifios con TEA sobre el SNC de
D. melanogaster, en comparacién con la microbiota de sujetos neurotipicos.

2. Aislar, identificar y caracterizar bacterias del género Clostridium en muestras
fecales de nifios con diagndstico de TEA, y analizar su efecto en el SNC de

D. melanogaster.

IIl. MATERIAL Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

Este estudio prospectivo incluyé a 7 nifios diagnosticados con TEA, de los cuales seis
fueron varones, con edades entre 4 y 10 anos. Los participantes fueron reclutados bajo
el proyecto de investigacion PI23/00175 dirigido por la Dra. Rosa del Campo en el
Hospital Universitario Ramén y Cajal, y el estudio fue aprobado por un Comité de Etica
(Referencia P123/00747). Todos los nifios contaban con diagndstico clinico confirmado
de TEA conforme a los criterios establecidos en el DSM-V, y no se realizaron

modificaciones en su dieta habitual.

Cada nino proporcioné tres muestras de heces recogiendo la primera defecacidn
del dia en envases estériles y conservadas en condiciones de anaerobiosis. Las muestras
se sembraron en medios de cultivo selectivos inmediatamente después de la recoleccién

y, posteriormente, se congelaron y almacenaron a —80 °C hasta su utilizacion.

2. DISENO EXPERIMENTAL EN D. melanogaster

El experimento constd de cuatro variantes experimentales:

1. Colonizacion inicial: Se afiadieron heces de sujetos con TEA a la dieta estandar
(agua, levadura, glucosa, harina de trigo, agar y dcido propiénico) de la mosca en
una proporcién 10% del peso, con el objetivo de sustituir su microbiota intestinal

basal por una microbiota derivada de individuos con TEA.
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2. Aislamiento bacteriano y primera suplementacidon experimental: Se aislaron
distintas especies del género Clostridium (Paraclostridium bifermentans,
C. perfringens, y C. paraputrificum) y dos especies distintas del género
Bifidobacterium spp. (B. lactofermentans y B. animalis) a partir de las heces
mediante cultivo en medios selectivos bajo condiciones anaerobias. Una vez
aisladas y cultivadas en el laboratorio, se afiadieron 50 pl del cultivoa 5 ml de la

papilla habitual de la mosca.

3. Segunda suplementacion experimental: Las cepas de P. bifermentans que
mostraron efectos significativos en los ensayos de la primera suplementacion
experimental fueron incorporadas por separado a las heces de un donante sano
(control), y también a las heces de un sujeto TEA. Ambas muestras de heces se
anadieron a la dieta habitual de la mosca con el fin de evaluar el impacto aditivo

o sinérgico sobre su sistema nervioso.

4. Comparacion de grupos experimentales: Se analizd el efecto de la
suplementacién de las heces de los 7 grupos en las moscas: control interno
(moscas con microbiota convencional); control positivo (linea mutante FMR1 con
heces TEA), heces de donante sano, heces de donante sano con P. bifermentans,
heces sujeto TEA, heces de sujeto TEA con P. bifermentans y finalmente doble

indculo de heces de sujeto TEA.

3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS FECALES

Todas las muestras de heces se alicuotaron tras su recepcién en el laboratorio y se
congelaron a -80 °C durante 24 h. Las muestras fecales (5 g) se diluyeron con 20 mL de
solucidén fisioldgica estéril y se homogeneizaron. Para la siembra de las muestras se
utilizé agar sangre como medio general y los siguientes medios selectivos: agar Difficile
con 7% de sangre de oveja, agar Man Rogosa Sharpe (lactobacilos y enterococos), agar
manitol salado (estafilococos), agar MacConkey (enterobacterias), agar Wilkins-
Chalgren anaerobio (anaerobios totales), agar Brain Heart Infusion y agar selectivo para
Bifidobacterium. Se incubaron a 372C durante 24 h. Todos los medios del cultivo fueron
adquiridos en Oxoid, LTD, (Cambridge, Inglaterra), y para la identificacion bacteriana se

utilizd espectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker Daltonics). Las bacterias anaerobias
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fueron aisladas en medio selectivo (agar Wilkins-Chalgren) y cultivadas en condiciones
de anaerobiosis. Para administrar las heces a las moscas, se procedié a una etapa de
liofilizacidn, lo que mantenia la integridad de las bacterias, y posteriormente se

rehidrataron antes de afiadirse a la papilla de las moscas.

4. SUPLEMENTACION CON MICROBIOTA DE SUJETOS TEA

Las heces de pacientes con TEA fueron procesadas como se describe en el apartado
anterior y mezcladas con la dieta estdndar de la mosca antes de su solidificacion, a
temperatura ambiente. Los embriones recién colectados fueron cultivados en esta dieta

desde su eclosidn, permitiendo la colonizacion temprana de su microbiota intestinal.

5. ALMACENAMIENTO Y GENETICA DE D. melanogaster
Todas las lineas de moscas se mantuvieron a 252C de temperatura en ciclos de

luz/oscuridad de 12 horas y con humedad constante del 60%. Las lineas utilizadas del

Bloomington Stock Center fueron UAS-LacZ (BL-8529) y FMRX-1.

6. HISTOLOGIA E INMUNOFLUORESCENCIA

Las uniones neuromusculares fueron disecadas y fijadas con formaldehido al 4% en
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) durante 10 min; las muestras se lavaron 3
veces durante 15 min con PBS + 0,4% Triton, se bloquearon durante 1 hora con PBS +
0,4% Triton + 5% BSA, se incubaron toda la noche con los anticuerpos primarios, se
lavaron 3 veces durante 15 min, se incubaron con los anticuerpos secundarios durante

2 hy se montaron en medio de montaje Vectashield.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-bruchpilot-NC82-mouse (1/50;
DSHB) para reconocer la proteina presinaptica Bruchpilot y anti-HRP rabbit (1/400; Cell
Signaling) para reconocer las membranas de neuronas. Los anticuerpos secundarios
utilizados fueron anti-mouse Alexa 488 (1/500; Invitrogen) y anti-rabbit Alexa 568
(1/500; Invitrogen). Las imagenes fueron tomadas con un microscopio confocal Leica

SP5, objetivo de inmersién de aceite 63x y secciones en Z de 0,8 um.

7. CUANTIFICACION
El efecto de esta intervencion en el SNC de la mosca fue evaluado en larvas de tercer

estadio (L3) mediante el analisis de la unidon neuromuscular, cuantificando el nimero de
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sinapsis como marcador del desarrollo neuroldgico (Figura 8). Ademas, en moscas
adultas se evaluaron dos parametros fisioldgicos: locomocién espontdnea vy
supervivencia. La morfologia de las neuronas se determiné por el volumen total de cada
unién neuromuscular, y fue cuantificado utilizando la herramienta Surface del software
Imaris (versién 6.3.1). El nimero de sinapsis (anti-NC82; DSHB) fue cuantificado
mediante la herramienta Spots del mismo software, estableciendo un tamafio minimo
de 0,5 um para las zonas activas en las muestras control, y aplicando estos mismos
pardmetros al resto de condiciones experimentales. También se empleé el software FlJI

(Imagel 1.52v) para analisis complementarios.

Figura 8. Imagen de una motoneurona de la mosca de la fruta en el microscopio

confocal. En rojo se observa el axén y en verde las sinapsis que permiten su

cuantificacion.

8. ENSAYOS DE VIABILIDAD

Para comprobar la viabilidad y la esperanza de vida de los grupos de moscas, se
recogieron cinco réplicas de 30 machos adultos de 1 a 4 dias de edad en viales que
contenian medios estandar de Drosophila y se transfirieron cada 2-3 dias a medios

frescos de la misma cultivindose en ciclos de luz/oscuridad de 12:12 h a 25°C.

9. ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados fueron analizados utilizando el software GraphPad Prism 5

(www.graphpad.com). Las variables cuantitativas se dividieron en paramétricos y no

paramétricos utilizando la prueba de normalidad de D’Agostino y Pearson (omnibus), y

las varianzas fueron analizadas mediante la prueba F de Snedecor. Para los parametros

93


http://www.graphpad.com/

paramétricos se utilizaron la prueba t de Student y ANOVA con prueba post hoc de
Bonferroni (para comparaciones multiples sobre la misma variable), aplicando la
correccion de Welch cuando fue necesario. Para los pardmetros no paramétricos se
utilizaron la prueba de Mann—-Whitney y la prueba de Kruskal-Wallis con post hoc de
Dunn. Los ensayos de supervivencia fueron analizados con la prueba de Mantel—Cox. El
valor limite para rechazar la hipdétesis nula y considerar las diferencias entre los casos
como estadisticamente significativas fue p < 0,05 (*). Otros valores de p se indican como

** cuando p<0,01y *** cuando p < 0,001.

IV. RESULTADOS

1. COLONIZACION INICIAL

En un primer andlisis experimental, se observé un aumento significativo en el nimero
de sinapsis en las larvas cuya microbiota intestinal fue reemplazada por microbiota TEA
(Figura 9), demostrando que esta microbiota condiciona los procesos asociados al

desarrollo sindptico.
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Figura 9. Efecto del control vs. microbiota TEA en el nimero de sinapsis. Se muestra el

numero de sinapsis por motoneurona en la unién neuromuscular. Las figuras
geomeétricas representan el nimero de sinapsis en una Unica motoneurona:

#: larvas alimentadas con heces control; m: alimentadas con heces de una nifia con TEA (1);
A, T, ‘ y O: larvas alimentadas con heces de nifios con TEA (2, 3, 4 y 5). 5e muestra

también la media * error estandar de la media en cada caso.

Con el fin de evaluar si estas modificaciones estructurales se traducian en
alteraciones funcionales a nivel del SNC, se analizaron los mismos grupos
experimentales en moscas adultas mediante pruebas de locomocion. Estas se llevaron
a cabo a lo largo del tiempo con la intencidn de detectar efectos progresivos en el
comportamiento motor. Los resultados obtenidos no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el comportamiento locomotor entre los grupos
tratados y los controles (Figura 10), lo que sugiere que el aumento en el nimero de
sinapsis no se asocié necesariamente con un déficit funcional en esta etapa. Ademas, el
seguimiento se extendié hasta etapas tardias de la vida de los individuos, momento en
el cual la disminucidn de la actividad locomotora parecia estar asociada principalmente

al envejecimiento natural y no al tratamiento experimental.
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Figura 10. Efecto del tipo de microbiota adquirida sobre la actividad locomotora.
Se muestra el numero de veces que la mosca atraviesa el haz infrarrojo durante un
periodo de 72 horas.

Las figuras geomeétricas representan los datos individuales del nimero de
desplazamientos de una Unica mosca:

e : alimentadas con heces control.

m : alimentadas con heces de una nifia con TEA (Mujer).

A : alimentadas con heces de un nifio con TEA (5).

V¥ : alimentadas con heces de otro nifo con TEA (6).

Las barras indican la media del movimiento de todas las moscas alimentadas con
el mismo tipo de heces + error estandar de la media.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

2. AISLAMIENTO DE BACTERIAS Y PRIMERA SUPLEMENTACION EXPERIMENTAL

Estos resultados motivaron un nuevo experimento centrado en el estudio de bacterias

de microbiota TEA, con el objetivo de identificar las especies o géneros bacterianos

implicados en la patologia. Para ello, se disefid un segundo experimento enfocado en

analizar el efecto de especies del género Clostridium, como P. bifermentans,

C.perfringens, y C. paraputrificum, y dos especies del género Bifidobacterium spp.,

B.lactofermentans y B. animalis), todas ellas aisladas de heces de nifios con TEA.

Las especies del género Clostridium fueron administradas a las moscas con el fin

de analizar su efecto directo sobre el SNC. Utilizando el mismo procedimiento de estudio

de la uniéon neuromuscular descrito previamente, los resultados no mostraron
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diferencias significativas en el nimero de sinapsis en comparacion con el grupo control

(Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la administracion de distintas especies de Clostridium sobre el
numero de sinapsis en el grupo control. Se muestra el nimero de sinapsis por
motoneurona en la unidn neuromuscular. Las figuras geométricas representan el
numero de sinapsis en una Unica motoneurona:

elarvas alimentadas con heces control m larvas alimentadas con aislados de
P. bifermentans; A yV larvas alimentadas con aislados de C. perfringens; 4larvas
alimentadas con aislados de C. perfringens variedad hemolitica; Olarvas alimentadas
con aislados de B. lactofermentans; o larvas alimentadas con aislados de B. animalis y
A larvas alimentadas con aislados de C. paraputrificum, respectivamente. Se

representa también la media + error estandar de la media en cada caso.

3. SUPLEMENTACION EXPERIMENTAL Y COMPARACION CON GRUPOS EXPERIMENTALES

En base a los resultados previamente obtenidos, se disefié un tercer experimento
utilizando las heces de un Unico nifo con TEA. Como control negativo se utilizaron heces
de un donante sano, mezcladas con la dieta estdndar de Drosophila; como control
positivo, se empled la linea mutante FMR1, modelo genético de TEA ampliamente

validado.

Adicionalmente, la cepa P. bifermentans que habia sido aislada en la microbiota

del sujeto TEA, fue afiadida tanto a las heces del donante sano como a las del sujeto TEA,
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con el objetivo de evaluar su efecto especifico. Considerando la posible influencia de la
dosis fecal sobre el numero de sinapsis, se incluyd un quinto grupo experimental

suplementado con el doble de carga fecal (20% peso/peso).

Los resultados mostraron diferencias significativas en el nimero de sinapsis entre
los grupos alimentados con heces del donante sano suplementadas con P. bifermentans
y los alimentados con heces del sujeto TEA suplementadas con la misma especie

bacteriana (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la administracion de microbiota intestinal control frente a donante
sano, paciente con TEA vy Pbifermentans sobre el numero de sinapsis.
Se muestra el nimero de sinapsis por motoneurona en la unidon neuromuscular. Las figuras
geométricas representan el numero de sinapsis en una Unica motoneurona:
e larvas alimentadas con heces control; m larvas portadoras del gen FMR1; A alimentadas
con heces de donante sano; ¥ heces de donante sano + P. bifermentans; % heces de
paciente con TEA; OO heces de paciente con TEA + P. bifermentans; 0 heces de paciente con
TEA con doble carga fecal. Se representa también la media = error estandar de la media en

cada caso.
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4. EFECTO FUNCIONAL SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

Con el objetivo de evaluar si el aumento en el nimero de sinapsis observado tenia una
repercusion funcional, se llevaron a cabo ensayos de locomocion y supervivencia en
moscas adultas pertenecientes a cada uno de los genotipos experimentales. Para este
analisis, los individuos adultos fueron separados por sexo. En los machos, se observd
gue las moscas alimentadas con heces de un paciente con TEA en dosis doble mostraban
una alteracién en lalocomociéon comparable a la observada en las moscas FMR1 (modelo
positivo de TEA), lo que sugiere una posible disfuncién motora. No obstante, los

resultados no fueron concluyentes.

V. DISCUSION

El TEA se clasifica dentro de las enfermedades del neurodesarrollo con inicio en edades
tempranas, tipicamente durante los tres primeros afios de vida, un periodo critico de
transformacién tanto a nivel neuronal como intestinal. Durante esta etapa, tiene lugar
la adquisicion y establecimiento de la microbiota intestinal, caracterizado por una répida
expansion y diversificacion microbiana (208,270). Desde una perspectiva bioldgica,
resulta relevante considerar que estos periodos sensibles de maduraciéon microbiana
podrian coincidir con momentos criticos en la organizacidn funcional de otros sistemas
clave implicados en el eje MIC, especialmente durante eventos como la sinaptogénesis,
proceso esencial en la consolidacidon de funciones cognitivas complejas (96). En este
contexto, los experimentos descritos en este trabajo fueron disefiados para modelar,
utilizando un organismo genéticamente manipulable y de rapida reproduccién como
D. melanogaster, una posible interaccidon paralela entre la colonizacién microbiana y
eventos del neurodesarrollo. Se focalizd particularmente en la sinaptogénesis, debido a

su papel central en el establecimiento de redes neuronales funcionales.

Los resultados obtenidos permiten plantear hipdtesis sobre el papel de la
microbiota en la modulacién de eventos neurobioldgicos tempranos. En una primera
aproximacion, observamos un aumento significativo en el nimero de sinapsis en la
union neuromuscular de larvas alimentadas con microbiota fecal de pacientes con TEA.
Este hallazgo concuerda con evidencias previas que proponen que ciertos componentes

microbianos pueden actuar como moduladores del neurodesarrollo, promoviendo una
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sinaptogénesis aumentada o desregulada (269,271). En modelos animales de TEA, se ha
descrito una excesiva densidad de espinas dendriticas en la corteza cerebral, lo que
sugiere una poda sinaptica deficiente durante el desarrollo (269,271). Esta
sinaptogénesis andmala se ha relacionado con fendmenos de hiperconectividad
neuronal, especialmente en regiones frontotemporales, areas implicadas en la

cognicion social y la comunicacion (272,273).

La relevancia funcional de la microbiota en este contexto también ha sido
demostrada en estudios con animales GF, donde se han observado alteraciones en la
expresion de proteinas sindpticas como la sinaptofisina y PSD-95, asi como deficiencias
en la plasticidad sinaptica y la conectividad funcional (270,274). Asi, la ausencia o
alteracion de microbiota intestinal en etapas tempranas parece comprometer la
maduracién sindptica y favorecer patrones de conectividad cerebral atipicos, como los

observados en el TEA (275).

A pesar del aumento sindptico observado, no se detectaron alteraciones
funcionales evidentes en términos de locomocion en moscas adultas, lo que sugiere que
el nimero de sinapsis no necesariamente implica una funcién neuronal adecuada. Estos
datos plantean la posibilidad de que no solo el nimero, sino también la calidad funcional
de las sinapsis sea clave para la manifestacion de fenotipos conductuales. Esta distincién
entre estructura sindptica y funcionalidad podria ser especialmente significativa en el
contexto de TEA, donde se ha descrito tanto una mayor densidad sindptica como una
desregulacién en formas de plasticidad como la depresidn sindptica a largo plazo
(269,276). Dicha alteracién puede tener implicancias importantes en la poda sindptica,
la coordinacién motora y el procesamiento sensorial (277), y constituye una posible via

mecanistica hacia los fenotipos conductuales del TEA (276,278).

Las limitaciones y las controversias relacionadas con las alteraciones en la
composicion microbiana de individuos TEA no han permitido esclarecer a nivel
taxondmico las posibles bacterias implicadas. No obstante, metaanalisis recientes
puntualizan las diferencias relativas a Faecalibacterium, Clostridium, Dorea,
Phascolarctobacterium, Catenibacterium, Odoribacter y Bifidobacterium, que se

mantienen estadisticamente significativas (171). Al evaluar el impacto de bacterias
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especificas comunmente alteradas en la microbiota de individuos con TEA, como
especies del género Clostridium y Bifidobacterium, no se reprodujeron los efectos
sindpticos observados con la microbiota completa. Este resultado sugiere que dichos
efectos podrian depender de consorcios bacterianos complejos o de interacciones
microbianas especificas, que no se replican al administrar bacterias de forma individual.
Esta observacién evidencid una limitacion conceptual importante en el disefio
experimental inicial: al aislar cepas bacterianas individuales presentes en microbiotas
asociadas a TEA, se eliminan las complejas interacciones sinérgicas entre multiples
especies microbianas, asi como la produccion combinada de metabolitos o sefales
inmunomoduladoras, que podrian ser esenciales para inducir cambios en la
sinaptogénesis. En condiciones experimentales simplificadas, como la administracion de
cepas aisladas, se pierde esta complejidad ecolégica, lo cual podria explicar por qué no
se reprodujeron de forma consistente los efectos observados con microbiotas
completas. A partir de esta limitacién, se planted un tercer experimento centrado en

P. bifermentans. Cuando esta bacteria fue administrada en combinacidon con heces de
un donante sano o con la microbiota del propio paciente, se observd un aumento
significativo en el niumero de sinapsis, apoyando su posible papel como modulador
activo del eje intestino-cerebro. Este hallazgo sugiere que P. bifermentans podria actuar
en sinergia con otros componentes del ecosistema microbiano intestinal, amplificando

su influencia sobre procesos neurobiolégicos como la sinaptogénesis.

Finalmente, la administracién de una dosis doble de microbiota TEA provocd una
reduccion de la locomociéon en adultos macho, generando un fenotipo similar al
observado en el modelo genético FMR1. Esto sugiere una posible relacién dosis-
dependiente entre la composicién microbiana y la alteracion funcional del sistema
nervioso, posiblemente a través del sistema nervioso periférico o mediadores neuro-

inmunes.

En conjunto, estos resultados apoyan la hipdtesis de que el desarrollo paralelo e
interdependiente de la microbiota intestinal y del SNC constituye una dimension clave
en el estudio de los trastornos del neurodesarrollo. La alteraciéon en la adquisicion

secuencial de la microbiota podria tener un impacto directo sobre procesos como la
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sinaptogénesis, afectando eventualmente las capacidades cognitivas. El uso de
Drosophila como modelo permite una aproximacién funcional y genética que puede ser
util para desentrafar mecanismos microbianos especificos implicados en el TEA, y
plantea un marco experimental para el estudio futuro de terapias personalizadas

basadas en la microbiota.

Una de las principales fortalezas de este trabajo radica en su disefio experimental
innovador. Si bien D. melanogaster ha sido ampliamente utilizada para investigar
mecanismos genéticos subyacentes a trastornos del neurodesarrollo como el TEA, y en
estudios sobre la composicién y funcién de su propia microbiota intestinal, hasta ahora
no se habia empleado este modelo para aportar evidencia preliminar sobre el posible
papel de la microbiota intestinal humana en la modulacién de la sinaptogénesis. Este
enfoque representa un aporte novedoso en el uso de modelos simples para explorar
fendmenos complejos en el eje MIC y abre nuevas posibilidades para estudios

mecanisticos en un sistema experimental altamente manipulable.

Sin embargo, el estudio presenta limitaciones que deben ser consideradas. En
primer lugar, aunque D. melanogaster es un modelo genético robusto y ampliamente
validado en estudios de neurobiologia y microbiota, sus diferencias fisioldgicas con los
mamiferos, particularmente en lo que respecta a la organizacién del sistema nervioso y
la ausencia de un sistema inmunoldgico adaptativo, limitan la extrapolacién directa de
los hallazgos a humanos (279,280). La simplicidad del modelo, si bien permite un control
riguroso de variables experimentales, no captura la complejidad de las interacciones

neuro-inmunoldgicas que ocurren en modelos mas cercanos al humano.

Una segunda limitacidn relevante se relaciona con los ensayos funcionales de
locomocidn. Aunque se observd una reduccidn significativa en la actividad locomotora
de machos adultos expuestos a una dosis doble de microbiota fecal de un paciente con
TEA, fenotipo comparable al observado en el modelo FMRI1, el resto de los grupos
experimentales no mostré diferencias significativas. Estos resultados poco concluyentes
podrian explicarse por una baja sensibilidad del ensayo de locomocién utilizado, o por
la especificidad limitada de esta prueba para detectar disfunciones sutiles del SNC en

modelos de TEA. Es posible que las alteraciones observadas a nivel de sinaptogénesis no
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se traduzcan necesariamente en cambios conductuales detectables mediante esta
prueba, o que se requieran condiciones experimentales mas especificas para revelar

estos efectos.

Asimismo, el andlisis de bacterias aisladas, especificamente especies
representativas de Clostridium vy Bifidobacterium, demostré que, en la mayoria de los
casos, estas no replicaron por si solas los efectos sindpticos inducidos por la microbiota
completa. Este hallazgo pone de relieve una limitacion conceptual del disefio inicial: la
subestimacion del papel de las interacciones microbianas complejas y de los consorcios
funcionales que caracterizan la microbiota intestinal (281). Como ha sido ampliamente
comunicado, la accidn sinérgica entre distintos taxones microbianos y la producciéon
colectiva de metabolitos pueden ser fundamentales para modular respuestas del

hospedador (99,282).

Adicionalmente, la ausencia de estudios metagendmicos, transcriptémicos o
metaboldmicos constituye una limitacion metodoldgica importante. Estos enfoques
habrian permitido identificar metabolitos clave, genes diferencialmente expresados o
rutas metabdlicas involucradas en la modulacién de la sinaptogénesis, facilitando la
elucidacion de mecanismos causales mas especificos. Asimismo, no se evaluaron
parametros inmunoldgicos ni marcadores de inflamacién neuronal, los cuales
representan vias fundamentales en la comunicacién intestino-cerebro y estdn
implicados en procesos como la poda sinaptica y la maduracién neuronal (120). Dado el
papel central del sistema inmune en el neurodesarrollo, su omisién constituye una

limitacidn significativa en la comprensidn integral del fendmeno observado.

En conjunto, este estudio sienta las bases para futuras investigaciones que puedan
replicar y ampliar los experimentos aqui descritos, subsanando las limitaciones
identificadas. En particular, la incorporacion de enfoques multidimensionales que
deberdn integrar datos microbioldgicos, neurobioldgicos, inmunolégicos vy
conductuales, lo que sera crucial para construir un modelo mas completo y robusto
sobre cdmo la microbiota intestinal puede influir en procesos clave del neurodesarrollo,

particularmente en la sinaptogénesis
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I. ANTECEDENTES

Los TEA constituyen un grupo de trastornos del neurodesarrollo de inicio temprano,
caracterizados por alteraciones en la interaccién social y la comunicacidn, asi como por
comportamientos restringidos y estereotipados (29). A nivel mundial, se diagnostica
actualmente a 1 de cada 100 nifnos con TEA, aunque las tasas globales se ven
influenciadas por factores geograficos, étnicos y socioecondmicos, presentando una
razén hombre/mujer de 4.2:1 (12,283). Sin embargo, es probable que la prevalencia real
esté subestimada (12,283,284). Un diagndstico adecuado es fundamental tanto para el
tratamiento temprano del individuo como para el desarrollo de politicas publicas en

torno al autismo.

La elevada presencia de comorbilidades en el TEA complica su diagndstico,
especialmente en edades tempranas. Actualmente, el diagndstico se basa en la
evaluacion de la sintomatologia, incluyendo aspectos socioafectivos y comportamientos
estereotipados, restrictivos o repetitivos, siguiendo criterios establecidos como los del
DSM-5 o la CIE-11, complementdndose, si es necesario, con pruebas diagndsticas. La
busqueda de biomarcadores precisos sigue siendo una prioridad para mejorar el

diagnéstico precoz.

Las comorbilidades asociadas al TEA no se limitan al SNC, como ocurre con la
discapacidad intelectual, el trastorno por déficit de atencién con hiperactividad o el
retraso del desarrollo. También se han reportado comorbilidades gastrointestinales en
el 30% al 50% de los individuos con TEA, siendo las mas comunes el estreiiimiento, la
distension abdominal, el dolor abdominal y la diarrea (285). Se ha propuesto que la
microbiota intestinal y sus metabolitos podrian contribuir a la fisiopatologia del TEA
(286—288). Entre estos metabolitos destaca el p-cresol, un compuesto aromatico de
sintesis exclusivamente bacteriana a partir del aminoacido tirosina, que se excreta en
orina y heces. Se encuentra en el organismo en forma de p-cresol-sulfato, p-cresol

glucurdnido y p-cresol libre, aproximadamente en una proporcién de 95:4:1 (159,163).
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El p-cresol inhibe la enzima dopamina B-hidroxilasa, encargada de convertir la
dopamina en noradrenalina (137); en modelos murinos, esta inhibicion afecté los niveles
sistémicos de dopamina (191,289). En personas con TEA, se han reportado alteraciones
en los niveles de dopamina y serotonina, siendo esta ultima sintetizada en su mayor
parte a nivel intestinal (290). Ademas, el p-cresol ha sido ampliamente estudiado in vitro
por su impacto en el SNC, dado que es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica
(175). Se han identificado al menos 55 especies bacterianas productoras de p-cresol o
de sus metabolitos intermedios (160), incluyendo miembros de la clase Clostridia,

significativamente incrementada en individuos con TEA (291).

Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Dada la necesidad urgente de identificar biomarcadores objetivos que contribuyan a
mejorar el diagndstico y la comprension del TEA, el estudio de compuestos aromaticos
derivados de aminodcidos con actividad neurotdxica ha adquirido gran relevancia. Pese
a la proliferacién de estudios in vitro, in vivo y clinicos que han explorado la presencia y
efectos de estos metabolitos en individuos con TEA, los resultados han sido
heterogéneos y, en muchos casos, no concluyentes. Ademas, las variaciones en las
metodologias empleadas para la cuantificacidon del p-cresol, las diferencias en el disefio
de los estudios, y la diversidad de poblaciones clinicas analizadas, dificultan Ia

integracion y comparacion directa de los hallazgos existentes.

Los OBJETIVOS propuestos para este capitulo son:

1. Identificar la evidencia cientifica sobre la relacién entre la concentracién de p-cresol
en muestras bioldgicas y el TEA, evaluando su posible relevancia como marcador
inespecifico de un estado proinflamatorio, el cual se ha asociado a manifestaciones
clinicas del autismo durante ciertos periodos criticos del neurodesarrollo (entre los 2

y los 7 anos).

2. Realizar un metaanalisis de aquellos estudios que comunicaron medidas estadisticas
cuantificables del metabolito, con el fin de estimar de manera robusta su asociacion

con el TEA.
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ll. MATERIAL Y METODOS

1. DISENO ESTUDIO Y ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

Se llevd a cabo una revision sistematica con metaanalisis realizada conforme a las
directrices para Revisiones Sistematicas y Metaandlisis PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) (292) para dilucidar la evidencia
cientifica del p-cresol como biomarcador en TEA. La busqueda de articulos se realizé
desde enero de 2011 hasta mayo de 2024 usando las bases de datos PubMed, Web of
Science y Scopus. Se emplearon las siguientes combinaciones de descriptores MeSH y
términos clave: ("p-cresol" OR "para-cresol" OR "4-cresol" OR "4-methylphenol" OR "p-
cresylsulphate" OR "pCS" OR "p-cresylglucuronide" OR "pCG" OR "p-cresylglucoronate")
AND ("autism" OR "autistic" OR " autism spectrum disorder" OR "ASD") NOT (review or
systematic review). En la base de datos PubMed, la opcion de busqueda utilizada fue “all
fields”. En Web of Science, se seleccioné la opcidn de busqueda por “theme” en todas

las bases de datos. En Scopus, se empled la busqueda en “Title, Abstract, Keywords”.

2. CRITERIOS DE ELEGIBILIDAD

Tanto para la revisidn como para el metaanalisis, se aplicaron los mismos los criterios de
inclusién. Se seleccionaron Unicamente aquellos estudios realizados en poblacién
infantil menor de 10 afios diagnosticados con TEA, basado en los criterios del DSM, en
cualquiera de sus ediciones. No se aplicé restriccidn en cuanto a la presencia o ausencia

de alteraciones gastrointestinales.

Se incluyeron exclusivamente los articulos que hubieran realizado un andlisis
metaboldmico en pacientes con TEA y en los que se hubiera detectado p-cresol total en
muestras bioldgicas, especificamente en orina o heces. Todos los estudios que
cuantificaron este metabolito fueron seleccionados para su inclusiéon en el metaanalisis.
Se excluyeron, por tanto, aquellos trabajos basados en modelos animales o in vitro, los
estudios de casos, asi como las revisiones narrativas y revisiones sistematicas.
Finalmente, se limitaron los criterios de seleccién a manuscritos publicados en inglés y

con acceso al texto completo.
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3. EXTRACCION DE DATOS Y EVALUACION DE LA CALIDAD DE LOS ESTUDIOS

La extraccién de datos se llevd a cabo de manera rigurosa, siguiendo un procedimiento
estructurado. Dos investigadores independientes evaluaron por separado los
resumenes de todos los estudios identificados y determinaron su inclusién o exclusién
atendiendo a los criterios de elegibilidad previamente definidos. En aquellos casos en
los que surgieron discrepancias, se consultd a un tercer revisor, quien resolvio la
discordancia basandose en el contenido del resumen. Solo aquellos estudios que
cumplian con todos los criterios establecidos fueron seleccionados para su analisis

posterior.

Una vez confirmada su elegibilidad, los articulos fueron descargados en formato
compatible (RIS o PubMed) y gestionados mediante la plataforma Rayyan™, que facilitd
la organizacién sistematica del proceso de cribado (293). La metodologia seguida en esta
etapa se representa de forma visual en el diagrama PRISMA (Figura 13), que permite
seguir de manera transparente la progresién desde la identificacion inicial de los

estudios hasta la inclusion final.

De cada uno de los trabajos seleccionados se extrajo informacion detallada que
permitiera contextualizar y comparar los hallazgos entre estudios. Se recogieron
aspectos como el pais en el que se desarrollé la investigacion, el disefio metodoldgico
empleado, el afio de publicacidn, el tamafio muestral en los grupos con TEA y control, la
edad y el sexo de los participantes, la presencia o no de comorbilidades intestinales, los
criterios diagnodsticos utilizados para establecer el diagnéstico de TEA, asi como el tipo
de muestra bioldgica en la que se cuantificd p-cresol. Finalmente, se consignaron tanto
la concentracion del metabolito como las técnicas especificas empleadas para su

deteccion.

La evaluacién de la calidad metodoldgica de los estudios incluidos se llevé a cabo
utilizando la herramienta AXIS (Appraisal tool for Cross-Sectional Studies) (294) aplicada
mediante Microsoft Excel 365°. Esta herramienta estd compuesta por 20 items que se
responden con “si”, “no” o “no se sabe”, sin otorgar una puntuacion global, lo que
permite un anadlisis detallado de las fortalezas y debilidades especificas de cada estudio.

No obstante, con fines orientativos, se consideraron de alta calidad aquellos estudios
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gue obtuvieron mas de 15 respuestas afirmativas, de calidad media los que obtuvieron

entre 12 y 15, y de baja calidad aquellos con menos de 12 items respondidos

afirmativamente.

ldenfification of new studies via databases and registers

Figura 13. Diagrama de flujo PRISMA. Muestra el proceso de identificacion de los
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estudios pertinentes para la presente revision sistematica y metaanalisis.
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4. METAANALISIS Y EVALUACION DE LA HETEROGENEIDAD

El método estadistico aplicado para realizar la evaluacidon del metaanalisis fue el modelo
de efectos aleatorios (random-effects model), implementado mediante el software
Review Manager (Version 5.1), considerando que los incluidos presentan diferencias
sustanciales en cuanto al disefio metodoldgico, las caracteristicas poblacionales, las
intervenciones evaluadas e, incluso, en los métodos utilizados para la cuantificacion del
metabolito de interés. Este enfoque permite modelar la variabilidad tanto intraestudio
como interestudio, asumiendo que los efectos verdaderos pueden diferir entre los

estudios analizados.

Se estimaron las diferencias de medias junto con sus respectivos intervalos de
confianza del 95%, interpretandose una diferencia de medias positiva como indicativa
de ausencia de diferencias significativas entre los grupos comparados. Para evaluar la
heterogeneidad entre los tamafios del efecto, se calculd la estadistica Q y se aplico la
prueba de chi-cuadrado, considerando un valor de p < 0,10 como evidencia de
heterogeneidad estadisticamente significativa. Asimismo, se utilizé la estadistica |-
cuadrado (I?) para cuantificar la magnitud de la heterogeneidad, categorizando los
valores de 1> en heterogeneidad baja (<25%), moderada (>25%), sustancial (>50%) o

considerable (>75%).

Con el objetivo de representar graficamente las estimaciones puntuales de los
efectos de los estudios y sus respectivos intervalos de confianza al 95%, se construyeron
forest plots utilizando el software Stata, version 18.0. Cabe sefialar que, dado que no se
incluyeron ensayos controlados aleatorizados en esta revisidn sistematica y

metaanalisis, no se llevd a cabo una evaluacién formal del riesgo de sesgo.

IV. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS DE LOS ESTUDIOS INCLUIDOS

La busqueda arrojé un total de 556 articulos, de los cuales 170 se encontraron en
PubMed, 197 en Web of Science y 189 en Scopus. Se eliminaron 281 registros por
duplicidad; tras la revisién de titulos y resimenes, se excluyeron 221 por no cumplir con

los criterios de inclusidn. De los 54 registros restantes, se descartaron: 18 estudios en
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modelos animales, 2 en modelos in vitro, 6 revisiones, 1 por poblacidn incorrecta, 10 por
disefio de estudio no pertinente, 1 reporte de caso y 1 por resultado no relevante.
Finalmente, se seleccionaron 15 articulos para su inclusion en el analisis

(147,163,170,187,189,194,295-303) (Tabla 3).

Segun la afiliacidn institucional de los autores correspondientes, los estudios
fueron publicados en cinco paises: Italia, Francia, China, EE.UU. y Eslovenia, entre los
afios 2011 y 2024. Solo tres estudios evaluaron comorbilidades gastrointestinales

funcionales.
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Tabla 3. Caracteristicas de los estudios incluidos en el metaanalisis.

CAPITULO I

Diseno del N2 de sujetos Rango de Controles Controles Diagndstico
Pais estudio (Hombre/Mujer) edad(afios) hermanos s/parentesco  de autismo Comorbilidades
Altieri et Italia Casos-control )
59 (44/15) 2-18 59 DSM-IV Ninguna
al., 2011
Wang et China NA No Trastorno
23(21/2) 3-17 22 9 e , ,
al., 2012 disponible gastrointestinal
Angelis et Italia NA .
10 4-10 10 DSM-IV Ninguna
al., 2013
Gabriele Italia Casos-control
et al., 33 (29/4) 4-16 33 DSM-IV Ninguna
2014
Gabriele Italia Casos-control
et al., 53 (44/9) 1-20 59 DSM-IV Ninguna
2016
Kang et EE.UU. Cohorte Trastorno
23 (22/1) 6-14 21 ATEC/PDD-BI , _
al., 2018 gastrointestinal
Kangetal. EE.UU. Ensayo Clinico Sintomas
. 18 7-16 20 ADI-R . .
2020 Abierto gastrointestinales
Turriziani  Italia Estudio
et al., rospectivo-
prosp 21 (18/3) 2-8 DSM-IV Ninguna
2021 transversal

observacional
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2. NIVELES ELEVADOS DE P-CRESOL EN ORINA

Se detectaron concentraciones significativamente mds altas de p-cresol y de sus
metabolitos derivados p-cresol-sulfato y p-cresol glucurénido en la orina de
participantes con TEA en comparacion con los controles
(147,163,187,189,295,299,300,302). De forma similar, Osredkar et al. también

detectaron niveles elevados de p-cresol-sulfato (194).

El primer estudio incluido en esta revisién fue publicado en 2011 por Altieri et al.,
en nifios con TEA severo, en el que la concentracién urinaria total de p-cresol fue de
123,5 + 12,8 pug/ml, mientras que en nifios con desarrollo neurotipico fue de 91,2 + 8,7
ug/ml. Los autores destacaron que los niveles de p-cresol estaban asociados con el sexo
y la edad, siendo mas altos en nifias y en niflos mas pequerios (134,1 + 20.1 pg/ml frente
a 70,3 £ 6,7 ug/ml); no se observaron diferencias significativas entre TEA y controles en

niflos mayores de 8 anos (295).

Posteriormente, en 2014, Gabriele et al. llevaron a cabo un estudio en pacientes
pediatricos en Francia, con el objetivo de replicar los hallazgos iniciales de Altieri et al.
2011 en Italia. En esta ocasién, los autores ampliaron el analisis midiendo las tres formas
urinarias p-cresol libre, sulfato y glucurénido. Los resultados mostraron un aumento de
p-cresol en TEA (98,8 + 17,3 ug/ml) frente a controles (52,0 + 7,8 ug/ml), destacando las
proporciones correspondientes a p-cresol-sulfato, glucurénido vy libre (94,99%, 4,93% y
0,08%, respectivamente, en TEA frente a 94,87%, 5,05% y 0,08% en controles). Ademas,
se observé una relacién directa entre los niveles de p-cresol y su derivado sulfatado con
observaciones clinicas como retraso en el inicio de la marcha, presencia de estereotipias

motoras y conductas compulsivas/repetitivas de deglucion (163).

Posteriormente, dos estudios independientes (187,299) sugirieron que el
aumento del p-cresol seria una consecuencia directa de la disminucién de la motilidad
intestinal, junto con alteraciones de la microbiota y una activacién excesiva del sistema
inmune. Gabriele et al., 2016 compararon los niveles de p-cresol segun los sintomas
gastrointestinales, detectando valores mads altos en casos de estrefiimiento (218,2 +40.8
pug/ml) que en pacientes con heces normales (97,9 + 20,5 pug/ml) o diarrea (88,6 + 27,1

ug/ml) (187). Por su parte, Mussap et al. confirmaron que la concentracion de p-cresol
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se relaciona directamente con la gravedad de los sintomas centrales del TEA (299). Mas
adelante, Daneberga et al. relacionaron niveles elevados de p-cresol con una menor
proporcion Bacteroidota/Bacillota, aunque sin alcanzar significancia estadistica (p =

0,059) (147).

Gevi et al., 2020 correlacionaron el p-cresol urinario con los niveles de dopamina
en nifios con dieta deficiente en tirosina, sugiriendo una posible justificacion del
mecanismo de accién (300). En consecuencia, se ha vinculado el aumento de dopamina
con sintomas del TEA como las conductas estereotipadas (304,305). Otro hallazgo
relevante fue la deteccidn de niveles elevados de vitamina C en nifios con TEA, que actua
como cofactor esencial para la inactivacion de la dopamina B-hidroxilasa, enzima que

cataliza la conversion de dopamina en norepinefrina (306).

Aunque los siete estudios anteriores demostraron una asociacidon entre niveles
urinarios elevados de p-cresol y la sintomatologia del TEA, Turriziani et al. no
encontraron dicha asociacién. En su estudio, concluyeron que el p-cresol no contribuye
a los cambios conductuales, ya que no se observaron diferencias significativas en las
escalas sintomaticas del TEA tras la movilizacion intestinal en nifios autistas con

estrefliimiento crénico (302).

Los resultados de este metaanalisis muestran que los niveles urinarios de p-cresol
fueron estadisticamente mas altos en nifios con TEA que en controles sanos, con gran
homogeneidad en los resultados de los tres estudios incluidos. En contraste, no se
alcanzd significancia estadistica para el p-cresol-sulfato urinario, aunque la tendencia
observada en los dos estudios seleccionados también fue hacia niveles mas altos en TEA

gue en controles (Figura 14).
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Sample and ASD group Control group Cohen’s d

Authors, Year N Mean SD N Mean SD (95% Cl) % Weight
Fecal

Wang et al, 2012 23 .8 0.5 31 8 06 — 0.00 (-0.54, 0.54) 45.80

Angelis et al, 2013 10 4.67 174 10 3.11 6.6 - 0.12 (-0.76, 1.00) 17.31

Kang et al, 2018 23 203 1.0 21 165 05 ——f—o— 0.50 (-0.10, 1.10) 36.88

Subgroup, DL (I-squared= 0.0%, p = 0.471) e~ 0.20 (-0.16, 0.57) 100.00
Urine

Altieri et al, 2011 59 1235 98.3 59 912 66.8 S 0.38 (0.02, 0.75) 40.27

Gabriele et al, 2014 33 98.8 994 33 52 448 — s 061 (0.11,1.10) 21.91

Gabriele et al, 2016 53 138.6 1325 59 912 66.8 —+— 0.46 (0.08, 0.84) 37.82

Subgroup, DL (I-squared = 0.0%, p = 0.776) i 0.46 (0.23, 0.69) 100.00

p-cresol sulfate (urine)

Gabriele et al, 2014 33 929 965 33 425 448 ——%——0.67(0.17,1.17) 44.70
Osredkar et al. 2023 143 9368 26238 48 7399 938 —fe— 0.08 (-0.24, 0.41) 55.30
Subgroup, DL (I-squared = 73.1%, p = 0.054) — T = 0.35(-0.22,092) 100.00

Figura 14. Forest-plot que compara la concentracion (pug/ml) de p-cresol en
heces y orina, y de p-cresol sulfato en orina de sujetos con TEA y controles

sanos. SD, desviacién estandar; 1%, I-cuadrado.

3. NIVELES ELEVADOS DE P-CRESOL EN HECES

Cuatro estudios han comunicado niveles mas elevados de p-cresol en las heces de nifios
con TEA en comparacidon con controles con desarrollo tipico (170,297,298,303);
mientras que por el contrario, un Unico estudio no detecté diferencias significativas
(296). Los estudios que identificaron una asociacién positiva con el p-cresol también
informaron que la tiramina O-sulfato, un metabolito con estructura quimica similar al 4-
etilfenil sulfato y al p-cresol-sulfato, se encontraba subrepresentado en nifios con TEA

en comparacion con los controles sanos.

Posteriormente, en 2020, en un ensayo abierto, Kang et al. describieron los
efectos beneficiosos de la transferencia de microbiota fecal, la cual redujo los niveles
elevados de p-cresol-sulfato, 4-hidroxifenilacetato e indol en heces, ademas de

modificar la abundancia relativa de Prevotella, Bifidobacterium y Desulfovibrio (298).

Desulfovibrio es una bacteria implicada en procesos de reduccion de sulfato en el
intestino humano. Su abundancia no mostré correlacidn significativa con los niveles de

p-cresol; sin embargo, si se observd una correlacidon negativa significativa con p-cresol-
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sulfato lo que sugiere que podria ser un potencial marcador. Ademas, se identificé una

correlacion significativa con los niveles de sulfato en heces.

Finalmente, en el estudio de casos-controles de Vernocchi et al., se describié una
asociacion estadistica entre p-cresol y el subgrupo de nifios con TEA que no recibieron
tratamiento antibidtico. A pesar de estos hallazgos (303), en el estudio de Wang et al.,
2012 no encontraron diferencias significativas en los niveles de p-cresol entre los grupos
con TEAy los controles. Sin embargo, si identificaron diferencias entre los dos subgrupos

control considerados en el estudio (hermanos vs. no familiares) (296).

Nuestro metaandlisis realizado en muestras fecales no fue concluyente; sin
embargo, los niveles de p-cresol fueron consistentemente mas altos en el grupo con

TEA, aunque sin alcanzar significancia estadistica.

V. DISCUSION

Las investigaciones sobre el eje intestino-cerebro han aportado nuevas evidencias sobre
como la microbiota intestinal y sus metabolitos pueden influir en condiciones del
neurodesarrollo como el TEA (307). La ausencia de biomarcadores diagndsticos
tempranos ha impulsado el estudio de metabolitos bacterianos producidos por la
microbiota intestinal, como el p-cresol, cuya presencia se ha encontrado en
concentraciones elevadas en orina y heces de nifios con TEA. En este trabajo, hemos
realizado el primer metaanalisis que revisa sistematicamente los datos publicados hasta
mayo de 2024 y examina los niveles de p-cresol y sus derivados medidos en muestras

bioldgicas de pacientes con TEA.

El andlisis de los datos previamente publicados no evidencid una asociacién
relevante entre el metabolito y el TEA en muestras fecales. Los estudios incluidos en el
metaanalisis (170,296,297) fueron homogéneos, lo que indica una consistencia en los
tamanos del efecto comunicado. Este hallazgo se refuerza con la ausencia de
heterogeneidad significativa entre los estudios. Por lo tanto, se puede concluir que la
deteccion de este metabolito en heces tendria una utilidad limitada como marcador

diagndstico.
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Sin embargo, se evidencid que los niveles urinarios de p-cresol fueron hasta un
40% mas altos en la poblacidn con TEA en comparacidn con los controles neurotipicos
(163,187,295,302), afectando de forma mas evidente a los nifios entre 2 y 7 afios, un
periodo critico para el desarrollo cerebral (295). En cuanto al metaandlisis de los
estudios realizados en orina (163,187,295), nuestros resultados mostraron un efecto
combinado moderado-alto (p = 0,46), con una baja heterogeneidad (I* = 0,00%), lo que
sugiere que la deteccién de p-cresol en orina podria tener potencial como biomarcador

para el TEA.

No estd completamente claro cémo el p-cresol podria afectar a la condicidn
autista; sin embargo, diversos estudios in vitro e in vivo han indicado que podria estar
asociado a alteraciones a nivel del SNC, especialmente en edades tempranas (175,191).
No obstante, se trata de un metabolito que merece atencién como potencial

biomarcador de las alteraciones microbiolégicas observadas en el TEA.

La microbiota intestinal en individuos con TEA se caracteriza por una mayor
abundancia de Clostridia y una disminucion significativa de Bifidobacterium (291). A
nivel metabdlico, también se han observado niveles elevados de metabolitos
neuroactivos derivados de bacterias intestinales en un subgrupo de nifios
diagnosticados con TEA (307). La metabolémica ha aportado evidencia sélida de una
relacion entre la gravedad de los sintomas nucleares, evaluados mediante la escala

ADOS-2, y el perfil metabdlico urinario (299).

A pesar de la busqueda exhaustiva, el metaanalisis estd inherentemente limitado
por el bajo numero de estudios que cumplieron criterios de inclusion. En primer lugar,
el disefio del estudio, asi como la especificidad y sensibilidad de los métodos de
deteccion utilizados, fueron variables entre los trabajos analizados. Las metodologias
empleadas para la determinacion del p-cresol son diversas; sin embargo, no todos los
estudios especificaron claramente los metabolitos detectados ni publicaron
concentraciones promedio basadas en multiples mediciones. Ademas, algunos factores
de confusién como el sexo, la genética, la dieta, el uso de medicamentos, el estilo de
vida, asi como las variantes de especies bacterianas, podrian haber contribuido a la

obtencién de resultados no significativos o sesgados. En segundo lugar, se identificé una
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heterogeneidad significativa entre los estudios al agrupar los datos obtenidos de
muestras fecales. Todos los estudios incluidos fueron de tipo caso-control; por lo tanto,
se requiere su validacidon en series amplias de casos de individuos con sospecha de TEA
y en nifios con otras condiciones del neurodesarrollo o enfermedades crdénicas, con el
fin de determinar con mayor precisién la especificidad del marcador para la enfermedad

o proceso en estudio.
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I. ANTECEDENTES

La intervencidn clinica en nifios con TEA requiere enfoques integrales que aborden no
solo los aspectos neuroconductuales, sino también factores sistémicos como la salud
gastrointestinal. Debido a su etiologia multifactorial, a la heterogeneidad clinica de sus
manifestaciones, y al desconocimiento de su etiologia; actualmente no existen
tratamientos con finalidad de curacion. El uso de antibidticos como la vancomicina por
via oral ha mostrado mejoras conductuales temporales en nifios con TEA; sin embargo,
dichos efectos beneficiosos cesan al suspender la terapia, y su uso prolongado no se
justifica desde el punto de vista clinico (308). Por ello, el interés se ha desplazado hacia
alternativas mds sostenibles y seguras centradas en el restablecimiento del equilibrio
microbiano durante ventanas criticas del desarrollo, como los tratamientos con
prebidticos, probidticos y simbidticos, que representan un enfoque terapéutico

emergente con alto potencial (48).

En los ultimos afios se han introducido los psicobidticos, a los que podemos definir
como microorganismos vivos que, cuando se ingieren en cantidades adecuadas, pueden
producir un beneficio para la salud mental (73). El interés en estas sustancias ha crecido
notablemente, impulsando su produccién y comercializacion por parte de la industria
farmacéutica. Para garantizar su efectividad y seguridad, deben cumplir una serie de
caracteristicas. Al igual que ocurre con los probidticos, las propiedades beneficiosas son
especificas de cepa, por lo que los efectos no deberian extrapolarse entre diferentes
formulaciones probidticas. Ademas, la concentracién de bacterias vivas es un parametro
critico; la mayoria de los productos comercializados contienen al menos 1,5x10°
unidades formadoras de colonias (UFC) por capsula, pudiendo oscilar entre 4x10° y

3x10%° (76).

A pesar de su potencial, el uso de psicobidticos presenta varios desafios. Persisten
dudas sobre su mecanismo de accidn completo, la duracidon éptima del tratamiento, la
posologia adecuada y los posibles efectos a largo plazo. En muchos casos, los efectos

beneficiosos desaparecen poco después de suspender el tratamiento. Ademas, otros
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factores externos como la dieta, el género o la edad del paciente podrian influir en su
eficacia. Un aspecto preocupante es la falta de regulacién del mercado de los
probidticos, donde se comercializan productos para diversas afecciones sin contar con
evidencia clinica robusta. Finalmente, se destaca la escasez de estudios prospectivos a
largo plazo y de ensayos clinicos controlados que utilicen metodologias estandarizadas
para medir la efectividad y seguridad, tanto a nivel clinico como en términos de andlisis

del microbioma.

Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

A pesar del creciente interés en incorporar los probidticos como parte del abordaje
terapéutico en el TEA, su uso clinico aun no estd justificado debido a la escasez de
estudios prospectivos a largo plazo y de ensayos clinicos controlados que utilicen
metodologias estandarizadas para evaluar su eficacia y seguridad. Esta limitacién se
extiende tanto a nivel clinico como al analisis del microbioma intestinal. Una de las
estrategias para fortalecer la evidencia cientifica en este campo consiste en realizar
estudios longitudinales que analicen la composicién microbiana antes y después de la
intervencion probidtica. En este capitulo se presenta un caso clinico pediatrico en el que
se evalua el perfil del microbioma intestinal, asi como la produccidn de metabolitos

microbianos y neurotransmisores, antes y después de la administracion de probidticos.

El OBJETIVO fue conocer el impacto real del psicobidtico en el microbioma intestinal,

sobre todo en su funcionalidad, en relacién con los datos clinicos.

ll. MATERIAL Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

Se selecciond un nifio de 7 anos, diagnosticado con TEA por los criterios del DSM-V, del
gue se disponia de dos muestras de heces: antes del inicio de la intervenciéon con
psicobidticos y al finalizar la misma. Su incorporacién en el estudio fue autorizada por
sus padres vy se realizé de forma voluntaria. Las caracteristicas demograficas y clinicas
del caso fueron recopiladas a partir de su historia médica, garantizando la

confidencialidad mediante la inclusidon de los datos en una base de datos anonimizada.
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El estudio fue autorizado por el Comité de Etica del Hospital Gregorio Marafién con el

codigo P123/00747.

2. PROTOCOLO DE INTERVENCION PROBIOTICO

El protocolo de intervencion se llevé a cabo mediante la administracion oral de
productos probidticos y psicobidticos comercializados por el laboratorio Bromatech®

(Italia), distribuidos en dos fases:
Fase 1: Intervencion inicial (12 dias)

e Producto: Enterelle Plus® (probiético).

e Dosis: 1 capsula al dia (1-0-0).

e Composicion: La formulacion contiene una mezcla de cepas probidticas de
Saccharomyces  cerevisiae  subsp. boulardii  MTCC5375 (<10° UFC),
Saccharomyces cerevisiae subsp. boulardii SP92 (<10° UFC), Lactobacillus

acidophilus LA14 (10° UFC), Enterococcus faecium UBEF41(<10° UFC).
Fase 2: Intervencidon de mantenimiento (3 meses)

e Producto 1: Serobioma® (simbidtico).

o Dosis: 1 capsula/dia (0-1-0).

o Composicién: la formulacion contiene cepas probidticas [Lactobacillus
rhamnosus LR32, (<10° UFC), Bifidobacterium lactis BLO4, (10° UFC),
Bifidobacterium longum BB536 (<10° UFC)] y componente prebidtico (almiddn
resistente) junto con los aminoacidos L-teanina (100 mg/capsula) y L-cistina (50
mg/ capsula), y riboflavina (vitamina B2, 0,7 mg/ capsula).

e Producto 2: Psicobrain® (psicobidtico).

o Dosis: 2 capsulas/dia (1-0-1).

o Composicién: Su formulacion combina cepas bacterianas psicobioticas
L. rhamnosus HNOO1 (10° UFC), L. rhamnosus SP1 (<10° UFC), Lactobacillus
acidophilus LA1 (<10° UFC), Lactobacillus reuteri LR92 (<10° UFC) con extracto
de Eschscholzia californica (25 mg/ capsula), L-teanina (25 mg/ capsula) y

vitamina C (12 mg/ capsula).

124



3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS Y SECUENCIACION

Tras la recepcidn en el laboratorio, las muestras de heces fueron inmediatamente
congeladas a -802C en alicuotas, sin afiadir ningln tipo de preservante. Para realizar la
técnica de transcriptémica, primero se descongelaron despacio las alicuotas (24 h a -
202C vy 24h a 49C) y se solubilizaron 2 mg de heces en 5 mL de agua estéril, empleando
0,5 mL de esta solucién para obtener acido ribonucleico (ARN) total utilizando el QIAGEN
RNeasy PowerMicrobiome Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), que elimina por completo el
ARN humano y el de los ribososmas bacterianos, dejando sélo lo que los
microorganismos estdn expresando. Una vez obtenido el ARN, se determind su
concentracion y calidad mediante un fluorimetro Qubit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.), se fragmentd, y se pasd a cADN, realizdndose la secuenciacién
masiva en una plataforma MiSeq (lllumina, San Diego CA, EE.UU.) en la UCA-GT y
Bioinformatica del IRYCIS (https://www.irycis.org/es/servicios/11/genomica-

traslacional-y-bioinformatica).

4. ANALISIS BIOINFORMATICO Y ESTADISTICO

El paso de filtrado de las lecturas de secuenciacién se realizé con el programa Kneaddata
(Huttenhower Lab, s.f.), que aplica un filtro de calidad utilizando los parametros
predeterminados de Trimmomatic (309) y elimina las secuencias que se mapean contra
el genoma humano, el transcriptoma humano y ARN ribosomal con las bases de datos
Bowtie2 (310) y kneaddata default. Se realizo el analisis de las lecturas con SqueezeMeta
v1.6.3, septiembre 2023 en modo «coassembly» (311), y el ensamblaje con rnaSPAdes

(312). Los contigs cortos (menos de 200 bps) se eliminaron utilizando prinseq (313). La
identidad de los ARNSs se predijo con Barrnap (314), las secuencias de ARNt/ARNtm con
Aragorn (315) y para los ORF con Prodigal (316). Las busquedas de similitud para
GenBank (317) o para KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (318), se
realizaron utilizando Diamond (319). El mapeo de lecturas contra contigs se realizé
utilizando Bowtie2 (310). El andlisis posterior y la inspeccién de los resultados se realizd
con el paquete SQMTools R (320). Para evaluar los cambios funcionales en el
microbioma intestinal tras el tratamiento probidtico y psicobidtico, se realizé un analisis
metatranscriptdmico basado en KEGG en las abundancias de transcripcion para KEGG

Orthologs (KOs) cuantificadas utilizando los transcriptos por millén (TPM) que se
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obtuvieron de la salida de SqueezeMeta, y después se calcularon los cambios de pliegue

log2.

IV. RESULTADOS

Los resultados obtenidos con el estudio transcriptdmicos hacen referencia
exclusivamente a las especies activas, ya que solo se secuencia las moléculas de ARN
gue han sido sintetizadas por los genes activos. Por ello, no se puede valorar la

abundancia de taxones como ocurre con la metagendmica.

El perfil metatranscriptdmico de las muestras fecales reveld cambios en la
composiciodn y la actividad de la microbiota intestinal, aunque estos cambios no fueron
drasticos. A nivel de filos, en la muestra basal la comunidad estaba dominada por
Bacillota, Bacteroidota y Actinomycetota. Tras el tratamiento, Actinomycetota mostré
un aumento pronunciado, pasando de 9,5 millones de TPM y representando el 15% del
ecosistema a 21 millones de TPM y 25% de abundancia. Este hecho puede ser debido a
la ingesta de bifidobacterias lo que sugiere que la bacteria esta activa en el intestino
probablemente tras colonizar el intestino. También destaca el aumento del phylum
Kitrinoviricota, el cual corresponde a virus ARN, especificamente al género Tobamovirus,
el conocido como virus del mosaico del tomate, y cuya presencia se puede deber a la

ingesta de este alimento (Figura 15).

En cuanto a los géneros, las diferencias no fueron significativas, al comparar ambas
muestras, destacando el aumento de Collinsella aerofaciens, de 2.882.348 TPM (3,57%)
a10.030.553 TPM (9,23%), y de Faecalibacterium prausnitzii, de 4.502.700 TPM (5,56%)
a 8.460.132 TPM (7,78%) tras la exposicion a los probidticos/psicobidticos, y por

supuesto el virus del tomate.

A continuacién, nos centramos en los cambios de las bacterias presentes en los
productos que se correspondian con las especies L. rhamnosus, B. longum, B. lactis,
S. boulardii, E. faecium y L. acidophilus. En linea con los resultados anteriores, sélo se
detectaron cambios relevantes en B. longum, que paso de 2.774.540 TPM (3,45%) en la
muestra basal a 5.599.801 TPM (5,16%) postratamiento, lo que indica una respuesta

positiva al psicobiético administrado. Por el contrario, L. rhamnosus se mantuvo en
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CAPITULO 1II

niveles de expresién bajos, disminuyendo ligeramente de 262 TPM (0,0003%) a 211 TPM
(0,0002%).

Por el contrario, el tratamiento produjo una disminucién en B. fragilis, de
1.774.693 TPM (2,23%) a 392.987 TPM (0,36%). Otros taxones que mostraron
disminuciones sustanciales fueron Alistipes putredinis (de 1.306.718 TPM [1,63%] a
462.202 TPM [0,43%]) y B. uniformis (de 1.334.095 TPM [1,67%)] a 508.899 TPM [0,47%])

(Figura 16).
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Figura 15. Comparacion de abundancias relativas de la expresion de los distintos

o6rdenes taxondmicos bacterianos (filo, famililia y género) comparando la

muestra basal y tras tratamiento con el psicobiético.
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Mas alld de la composicién, la ventaja que aporta la transcriptémica es poder
analizar cambios funcionales al poder asignar funciones a los ARN secuenciados. En el
conjunto de datos metatranscriptdmicos se detectd un total de 6.416 entradas KO. Para
minimizar el sesgo interpretativo derivado de los umbrales técnicos de deteccidn, se
excluyeron las entradas KO con un valor TPM de cero en cualquiera de las muestras,
conservando 5.433 KO expresadas activamente para el andlisis comparativo. Este
enfoque de filtrado garantizé que el analisis se centrara en la modulacidn transcripcional
entre las funciones detectadas, aunque puede infrarrepresentar interruptores
reguladores on/off bioldgicamente relevantes en los que la expresion es completamente

inducida o suprimida.

Para caracterizar la sintesis a nivel de ruta de los datos de expresidn
metatranscriptémica se realizaron los siguientes pasos: Los resultados de cambio de
log2 (LFC) para KOs medidos en TPM, antes y después del tratamiento, se fusionaron
primero con un archivo de anotacién de KO a via que contenia mapeos de vias curados
manualmente (basados en la clasificacion KEGG). Las asignaciones de multiples vias se
ampliaron para garantizar que cada MD contribuyera a todas las vias relevantes. Para
cada via, se calculd el TPM medio antes y después del tratamiento, el log2FC medio, el
cambio absoluto total en el TPM y el nimero de KO Unicos detectados. Las vias se
clasificaron ademas como ascendentes, descendentes o estables en funcién de los
umbrales log2FC medios (ascendente: > 1, descendente: < -1, estable: entre -1 y 1).

Todos los pasos se implementaron utilizando Python.

En cuanto a las vias metabdlicas KEGG bacterianas, los datos sugieren cambios
modestos de forma general. El metabolismo de los glicerofosfolipidos, de las purinas y
del butanoato, no eran muy abundantes en la muestra basal, sus cambios en la
abundancia total absoluta se mantuvieron dentro de un rango relativamente bajo a
intermedio (menos que 1.500 TPM). Sorprendentemente, el metabolismo de las purinas
y de los glicerofosfolipidos implicaron un nimero comparativamente mayor tras el
tratamiento, lo que apoya la fiabilidad de estas observaciones, sin embargo, la magnitud

del cambio no indica una reestructuracion metabdlica drastica.
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Del mismo modo, el metabolismo de los esfingolipidos y el metabolismo del
glioxilato y el dicarboxilato mostraron cambios perceptibles, pero implicaron menos KO

poco abundantes, lo que exige una interpretacidon cautelosa.

Por el contrario, las rutas metabdlicas centrales como la
glucdlisis/gluconeogénesis o el ciclo TCA no sufrieron cambios relevantes, lo que sugiere
estabilidad metabdlica a un nivel funcional amplio. Ademas, varias vias del metabolismo
de los aminoacidos (metabolismo del triptéfano, la fenilalanina y la tirosina, entre otros)
expresion detectable y una modulacién menor en los niveles transcripcionales, aunque
los cambios no fueron pronunciados en términos de abundancia o de proporcién. Del
mismo modo, las vias de biosintesis de vitaminas y cofactores, como el metabolismo de
la riboflavina, el folato y el pantotenato, se expresaron de forma constante sin cambios

resenables.

Las vias asociadas con el procesamiento ambiental, la degradacion de xenobidticos
y la biosintesis de metabolitos secundarios presentaron una actividad transcripcional
baja o estaban ausentes del conjunto de datos detectado, lo que sugiere que estas
funciones no se vieron sustancialmente influidas por la intervencién probidtica en este

contexto.

En general, el conjunto de datos refleja modulaciones matizadas y especificas de
las vias en la actividad metabdlica (Figura 16), en ninguna de las categorias funcionales
se observaron cambios globales drasticos, y los resultados deben interpretarse con
cautela debido a la escala moderada de los cambios y la variacién en la representacién

de KO en las vias.
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Figura 16. Actividad diferencial de las rutas metabdlicas bacterianas. Grafico de
piruleta que muestra los cambios en las vias metabdlicas KEGG en funcién del LFC en Ia
abundancia de transcritos (TPM). Las rutas estan ordenadas por LFC, y el tamafio de cada
piruleta representa el nimero de ortélogos KEGG (KOs) detectados en cada ruta. Los
valores positivos de LFC indican una regulacién al alza en la muestra posterior al
probidtico, mientras que los valores negativos indican una regulacién a la baja. El cambio

transcriptdmico absoluto total se muestra en el eje térmico.
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Figura 17. Actividad diferencial de las vias metabdlicas bacterianas (metabolismo
secundario también incluido). Grafico de piruletas que muestra los cambios en las rutas
metabdlicas KEGG en funcién del LFC en la abundancia de TPM. Las rutas estan
ordenadas por LFC, y el tamafio de cada piruleta representa el nimero de KOs
detectados en cada ruta. Los valores positivos de LFC indican una regulacién al alza en
la muestra posterior al probidtico, mientras que los valores negativos indican una
regulacién a la baja. El cambio transcriptdmico absoluto total se muestra en el eje

térmico.

Examinamos las entradas KO mas abundantes en cada muestra para destacar las
funciones metabdlicas dominantes en el microbioma intestinal antes y después del
tratamiento psicobidtico. Antes del tratamiento, lo mas activo eran funciones/enzimas
metabdlicas y de mantenimiento del ndcleo implicadas en la glucdlisis, el ciclo de Krebs,

la sintesis de nucledtidos y el metabolismo de aminoacidos.
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Tabla 4. KEGGs mayoritarios en la muestra de heces basal y sus funciones.

KEGG ID Gen Funcion

K06421 sspD Pequefia proteina D acido-soluble, presente en bacterias
formadoras de esporas; protege el ADN durante la
esporulacién.

K04043 dnak (Hsp70) Chaperona implicada en el plegamiento de proteinas, la
degradacion del ARN y la respuesta al estrés; participa en
vias como la degradacién del ARN (map03018).

K06418 SSpA Pequena proteina A soluble en acido, tipica de las esporas
bacterianas; protege el ADN contra la desecacidn y el
estrés.

K03088 rpoE Factor sigma (subfamilia ECF) de la ARN polimerasa; regula
los genes que responden al estrés extrinseco.

K04564 SOD2 Fe-Mn superdxido dismutasa [EC:1.15.1.1]; convierte los
radicales superdxido en oxigeno y perdxido de hidrégeno.
Presente en las vias de sefializacion MAPK, longevidad y
peroxisomas.

K04077 groEL (HSP60) Chaperonina esencial para el correcto plegamiento de las
proteinas; también interviene en la degradacién del ARN.

K13993 HSP20 Pequefia proteina de choque térmico (20 kDa); actiia como
chaperona en el procesamiento de proteinas.

K01689 eno (enolase) Enzima glucolitica [EC:4.2.1.11]; cataliza la conversidn de
2-fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato, paso final de la
glucolisis.

K03695 clpB Subunidad de unién a ATP de la proteasa Clp dependiente
de ATP.

K02358 Tuf Factor de elongacién Tu; interviene en la sintesis de
proteinas

K00134 gapA gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (fosforilante)
[EC:1.2.1.12]

K02355 fusA Factor de elongacion G

K06399 spolVB proteina B de esporulacién de estadio IV [EC:3.4.21.116]

K03286 OmpA-OmpF Sefializacién y procesos celulares (transportadores)
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Tabla 5. KEGGs mayoritarios en la muestra recogida tras el tratamiento psicobiético y

sus funciones.

KEGG ID Gen Funcién

K02355 fusA Factor de elongacidon G; participa en la sintesis de
proteinas.

K04043 dnak (Hsp70) Chaperona molecular implicada en el plegamiento de
proteinas, la degradacién del ARN y la respuesta al
estrés; participa en vias como la degradacion del ARN
(map03018).

K03695 clpB Subunidad de unién a ATP de la proteasa Clp
dependiente de ATP; participa en el control de calidad
de las proteinas y en la respuesta al estrés.

K06421 sspD Pequeiia proteina D soluble en acido de la espora;
protege el ADN durante la esporulacion.

K02358 Tuf Factor de elongacién Tu; interviene en la sintesis de
proteinas.

K03088 rpoE Factor sigma-70 de la ARN polimerasa, subfamilia ECF;
regula los genes que responden al estrés extrinseco.

K04077 groEL Chaperona molecular implicada en el plegamiento de
proteinas.

K02003 - Proteina de unién a ATP del sistema de transporte ABC
putativo; funcién desconocida.

K02004 - Proteina permeasa putativa del sistema de transporte
ABC; funcién desconocida.

K03687 GRPE Chaperona GrpE.

K21077 - Poliproteina 1ab de la replicasa de closterovirus.

K03043 rpoB Subunidad beta de la ARN polimerasa dirigida por ADN
[EC:2.7.7.6]

K02027 - Proteina de unién a sustrato del sistema de transporte
de azulcares multiples.

K03046 rpoC Subunidad beta de la ARN polimerasa dirigida por ADN

[EC:2.7.7.6].
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Tras el tratamiento, varias KO mostraron una regulacién al alza, siendo los
aumentos mas destacados los observados en K02064 (log2FC = +7,90; basal: 0,014,
postratamiento: 3,33), K08247 (+7,84) y K0O9770 (+7,52). Por el contrario, las funciones
mas fuertemente reguladas a la baja incluyeron K10354 (log2FC = 10,01; basal: 10,72,
postratamiento: 0,01), K12314 (8,54) y K12437 (7,37), lo que indica una supresién
sustancial de vias especificas. Los mayores cambios absolutos de expresion, indicativos
de una reprogramacion metabdlica importante, se encontraron en K06421 (proteina
similar a la glucosiltransferasa, caida de 58,421 a 5,892 TPM, log2FC = 3,31), lo que
sugiere una regulacién a la baja de las funciones de ensamblaje de glicanos. K04043 y
K03695 también mostraron una elevacion tras el tratamiento, lo que sugiere un
aumento de las funciones relacionadas con el estrés oxidativo o la seializacién. A pesar
de los cambios observados, se evidencié que el nucleo funcional del microbioma estaba
conservado. Un total de 218 KOs permanecieron altamente expresados (5% superior)

en ambas condiciones, apoyando la estabilidad funcional en procesos metabdlicos clave.

V. DISCUSION

Este estudio piloto de intervencidon con probidticos en un nifo de 7 afios diagnosticado
con TEA exploré los cambios en la microbiota intestinal a nivel taxonédmico y funcional,
asi como las posibles repercusiones clinicas en los sintomas gastrointestinales y
conductuales. Para ello, se aplicd un analisis metatranscriptdmico de alta resolucién,
basado en la extraccion y secuenciacidn del ARN total bacteriano, lo que permitié
evaluar no sélo la composicién microbiana, sino también la actividad metabdlica del

ecosistema intestinal antes y después de la intervencién.

A diferencia de los estudios basados unicamente en ADN 16S, la metodologia
aplicada en este trabajo permitié un analisis mas profundo de la funcionalidad activa del
microbioma mediante cuantificacién de TPM y mapeo contra bases de datos funcionales
como KEGG. Esta aproximacion ofrecio una perspectiva mas precisa del impacto real de
los psicobidticos administrados (L. acidophilus, L. rhamnosus, L. reuteri y B. longum,

entre otros) sobre el ecosistema intestinal.

Aunque no se detectaron cambios drasticos en la estructura global del microbioma

intestinal, hallazgo congruente con estudios previos que sefialan la alta variabilidad
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interindividual en la respuesta a la suplementacién probidtica, especialmente en
poblaciones pediatricas con TEA, los analisis metatranscriptémicos si revelaron un
aumento significativo en la expresidon de genes asociados al metabolismo del butirato.
Este hallazgo se relaciona con la mayor abundancia de especies como F. prausnitzii y
Bifidobacterium spp., ambas reconocidas por su capacidad de producir metabolitos con
efectos inmunomoduladores y beneficios sobre la barrera intestinal (247,321). El
incremento en la actividad transcripcional de rutas funcionales implicadas en Ia
produccién de butirato sugiere que, aunque la diversidad bacteriana no haya variado
sustancialmente, si hubo una modulacién metabdlica activa inducida por la
suplementacién probidtica. Este fendomeno podria tener importantes repercusiones
clinicas, ya que el butirato no solo contribuye a la integridad epitelial, sino que también
actua sobre el sistema nervioso entérico y central a través del eje intestino-cerebro

(132).

El aumento significativo en los recuentos de Bifidobacterium spp., sugiere una
posible colonizacion transitoria o activacién de cepas enddgenas. Este resultado
coincide con investigaciones previas (65) que han documentado incrementos similares
en nifos con TEA tras la administracién de probidticos. Si bien no puede descartar se
por completo una reactivacion de bifidobacterias preexistentes, la magnitud del cambio
y su persistencia temporal apuntan a una colonizacidon, al menos parcial, de las cepas

administradas.

En cuanto al aumento en la abundancia de F. prausnitzii, una bacteria comensal
intestinal reconocida por su rol antiinflamatorio, cabe destacar su relevancia clinica. Esta
especie, productora de butirato y sensible al oxigeno, ha sido asociada con una mejora
de la funcién de barrera epitelial y con efectos inmunomoduladores significativos (321—
323). Ademas, su abundancia parece correlacionarse negativamente con la severidad de
los sintomas de TEA, especialmente en nifios mayores de tres afios (324). Estos datos
sugieren que la intervencién pudo haber promovido un entorno intestinal mas

antiinflamatorio, con potencial para contribuir indirectamente a mejoras clinicas.

En consonancia con lo anterior, durante la intervencidon se observdé una mejora

clinica significativa en los sintomas gastrointestinales, concordante con otros estudios
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qgue han reportado beneficios similares en pardmetros como el estrefiimiento, la
consistencia de las heces, flatulencias y dolor abdominal (65,70,325). Algunos autores
han sugerido que la mejoria en los sintomas digestivos podria correlacionarse con una
atenuacién de la sintomatologia autista (65), posiblemente a través de mecanismos
mediados por metabolitos bacterianos, como el butirato, el GABA o el triptéfano, que

pueden influir en la neurotransmision.

En cuanto al impacto sobre los sintomas conductuales, se observaron indicios de
mejoria, aunque de caracter parcial. La literatura cientifica muestra resultados mixtos
en este dambito. Algunos estudios han reportado mejoras significativas tras
intervenciones con combinaciones similares de probidticos (64—-66,68,326), mientras
gue otros no han hallado diferencias relevantes (69,71). Esta heterogeneidad puede
explicarse por multiples factores: el estado basal del microbioma del paciente, las
herramientas empleadas para la evaluacién clinica, la duracién del tratamiento o las

caracteristicas especificas de las cepas utilizadas.

Cabe sefalar que la suplementacion con multiples cepas probidticas parece
ofrecer ventajas sobre el uso de cepas individuales (327), probablemente debido a los
efectos sinérgicos y a la interaccidn entre sus metabolitos, lo que amplifica la accién
neuromoduladora sobre el eje intestino-cerebro. Estos mecanismos aun requieren ser
mejor comprendidos mediante estudios de disefio robusto y con analisis funcionales

avanzados.

No obstante, las mejoras clinicas observadas durante la intervencion fueron
transitorias y revirtieron tras su finalizacién, incluyendo una reduccién en la conexion
visual, un aspecto tipico del fenotipo autista. Esta reversibilidad puede explicarse por la
naturaleza transitoria de la colonizacion probidtica, la ausencia de mantenimiento de la
intervencion, o la necesidad de un periodo mas prolongado de administracién para
inducir cambios estables en el microbioma y sus funciones neuromoduladoras. Se ha
propuesto que un minimo de tres meses constituye un umbral eficaz para
intervenciones probidticas (327), siendo plausible que tratamientos de mayor duracion

generen efectos mas robustos y sostenibles.
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La edad del participante constituye un aspecto relevante, ya que se encuentra en
una etapa de neurodesarrollo aun flexible, lo que favorece la posibilidad de modulaciéon
conductual y funcional. Diversas investigaciones han demostrado que las intervenciones
tempranas en TEA conducen a mejores resultados clinicos (328,329), siendo coherente

con el planteamiento de este trabajo.

Desde un punto de vista metodoldgico, una de las fortalezas principales del
presente estudio reside en el uso de una técnica de analisis metatranscriptémico
avanzada, que incluyd la eliminacién de ARN humano y ribosomal, permitiendo asi
enfocarse exclusivamente en la actividad funcional del microbioma bacteriano. El uso
de herramientas bioinformaticas robustas como SqueezeMeta, rnaspades y SQMTools
garantizé un procesamiento profundo y fiable de los datos, asegurando alta precision

en la deteccion de cambios funcionales.

Pese a la limitacion de tratarse de un Unico sujeto, este estudio ofrece una valiosa
contribucién al evidenciar que incluso en un caso individual pueden observarse cambios
funcionales concretos en bacterias clave del ecosistema intestinal, asociadas con efectos
inmunomoduladores y neurolégicos. Si bien los resultados deben interpretarse con
prudencia al tratarse de un Unico sujeto, el estudio puede considerarse un proyecto
piloto prometedor que puede servir como base para futuras investigaciones con
muestras mas amplias y disefos controlados. Estudios como el de Liu et al. 2019, con
metodologia sdlida y poblaciones mas representativas, podrian beneficiarse de replicar

enfoques metatranscriptdémicos como el utilizado en este trabajo.
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Primera. El modelo de D. melanogaster es una herramienta experimental adecuada para
el estudio de procesos neurobiolégicos tempranos asociados al TEA, a partir de la
exposicién a microbiota fecal de donantes con dicho diagndstico, aportando un nuevo

enfoque funcional para investigar el eje microbiota-intestino-cerebro.

Segunda. En el modelo de D. melanogaster, la microbiota intestinal aislada de nifios con
TEA modula los procesos neurobiolégicos tempranos, particularmente la
sinaptogénesis. Una adquisicion secuencial de la microbiota en las etapas tempranas del

desarrollo contribuye al establecimiento adecuado de los circuitos neuronales.

Tercera. Los efectos observados con la microbiota completa no se replicaron con
bacterias aisladas, lo que demuestra la complejidad del ecosistema y de sus metabolitos

en la modulacién del eje intestino-cerebro.

Cuarta. Existe una relacidn dosis-dependiente entre la microbiota y la funcionalidad del
sistema nervioso en la respuesta sinaptica, lo que deberia ser contemplado en futuros

estudios.

Quinta. La evidencia disponible justifica la incorporacién de la deteccidn sistematica de
p-cresol como biomarcador en orina en personas con TEA. Este marcador es facil de
determinar y sugerimos su monitorizacién continua para evaluar los cambios en la

microbiota.

Sexta. La incorporacién de biomarcadores prondsticos asociados a la microbiota
intestinal en el TEA resulta clave para avanzar en la deteccién temprana y contribuir al

disefio de estrategias que mejoren la calidad de vida de los pacientes.

Séptima. Es necesario una estandarizacion metodoldgica y la definicion de los rangos de
normalidad de la composicidn y la funcionalidad de la microbiota para poder comparar

resultados entre poblaciones.
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Octava. La intervencién con probidticos con propiedades psicobidticas en un nifio con
TEA indujo cambios funcionales en su microbiota intestinal a la par que una notable
mejoria clinica en los sintomas gastrointestinales y conductuales. Los cambios clinicos
fueron transitorios, probablemente tras la estabilizacion de los cambios en la
microbiota. La microbiota intestinal es un ecosistema resiliente con capacidad de
tamponar los efectos producidos por intervenciones puntuales como es la ingesta de

probiodticos.

Novena. La evidencia acumulada parece indicar que la microbiota intestinal desempefiia
un papel fundamental en la regulacién del desarrollo neurolégico, actuando como un
modulador clave del eje microbiota-intestino-cerebro. Sin embargo, a pesar de los
avances significativos alin es necesario contar con mayor evidencia cientifica que detalle
los mecanismos precisos mediante los cuales ambos ecosistemas se comunican vy
afectan la funcion cerebral. El entendimiento profundo de estos mecanismos es crucial
para identificar objetivos terapéuticos especificos y desarrollar intervenciones efectivas
gue modulen la microbiota con el fin de promover un desarrollo neurobiolégico

saludable.

Décima. La investigacion futura debe centrarse en delinear las vias moleculares,
celulares y metabdlicas involucradas, para asi avanzar hacia enfoques terapéuticos
basados en la modulacién del microbioma que puedan prevenir o tratar trastornos del

neurodesarrollo como el TEA.
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