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ABREVIATURAS

AGCC: Acido graso de cadena corta
BHE: Barrera hematoencefélica

CE/MS: Electroforesis capilar/Espectrometria de masas (Capillary electrophoresis/Mass

spectrometry)

DB-2: Diabetes Mellitus tipo 2

Eje HPA: Eje hipotdlamo — glandula pituitaria — glandula adrenal

ELA: Esclerosis lateral amiotréfica

EMA: Agencia Europea de Medicamentos (European Medicines Agency)

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EEUU (Food and Drugs

Administration)
GC: Cromatografia de gases (Gas chromatography)

GC/FID: Cromatografia de gases/Detector de ionizacion de Illama (Gas

chromatography/Flame ionization detector)

GC/MS: Cromatografia de gases/Espectrometria de masas (Gas chromatography/Mass

spectrometry)
HPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento (High performance liquid chromatography)

LC/MS: Cromatografia liquida/Espectrometria de masas (Liquid chromatography/Mass

spectrometry)

LPS: Lipopolisacarido

(NF-kB): Factor nuclear kappa 3
RMN: Resonancia magnética nuclear
SNC: Sistema nervioso central

SNE: Sistema nervioso entérico

TGI: Tracto gastrointestinal

UFC: Unidades formadoras de colonias



RESUMEN

La microbiota intestinal o microbioma es el conjunto de microorganismos situado a lo largo
del tracto gastrointestinal (TGI), responsable de la regulacion de mdultiples funciones en el
organismo. Su presencia y diversidad ha demostrado tanto predisponer como prevenir ante
la manifestacion de patologias en el propio TGI, asi como a nivel sistémico, mostrando
implicaciones endocrinas y estructurales. Entre sus productos metabdlicos, son destacables
los acidos grasos de cadenas corta (AGCC), cuyas funciones son determinantes en la

prevencion del desarrollo de condiciones inflamatorias.

La microbiota ejerce una comunicacion bidireccional directa con el sistema nervioso central
(SNC), regulando la liberacion de moléculas intermediarias y modulando la homeostasis de
tejidos como el hepatico, pancreatico, entérico y nervioso. Son varias las vias de

comunicacion, aunque la principal tiene lugar a través del sistema nervioso entérico (SNE).

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada
por la paulatina atrofia muscular, pardlisis y posterior muerte del paciente. Se trata de una
patologia sin un mecanismo fisiopatolégico definido y su etiologia es aun debatida y difusa.
Un factor fundamental en la evolucién de la enfermedad es la neuroinflamacion del tejido, lo

gue podria relacionar a los AGCC.

La determinaciéon de AGCC es un campo de analisis quimico complicado dada la naturaleza
de las posibles muestras. La eleccion tiende a ser el analisis de muestras de heces, una
matriz que puede dar lugar a procedimientos extensos y con variantes en funcién de la
técnica empleada. La elecciéon de un método de analisis adecuado y suficientemente
validado es un elemento clave a la hora de entender la situacion de los metabolitos

microbidticos en los individuos de estudio.

Esta revision bibliografica pretende agrupar la informacién relacionada a este ambito,
entender la implicacién de los AGCC en estas enfermedades y desarrollar una aplicaciéon
practica de los conocimientos a la hora de establecer una buena implementacién dietética
con el fin de dotar a la sociedad de un microbioma diverso y que reduzca la apariciéon de

estas patologias o ralentice su evolucion.

Palabras clave: acidos grasos de cadena corta (AGCC), microbiota, eje microbiota-SNC,
sistema nervioso entérico, enfermedades neurodegenerativas, ELA, probibticos, prebidticos,

dieta, andalisis de heces.







1. INTRODUCCION

La microbiota humana es un elemento esencial en la regulacion de las funciones fisioldgicas
y estd compuesta por una variedad de microorganismos de hasta 100 trillones de unidades
formadoras de colonias (UFC). Principalmente, estos microorganismos residen en la piel, el
tracto urogenital, la cavidad oral, el tracto respiratorio y el tracto gastrointestinal.'? Entre sus
funciones cabe destacar las inmunolégicas, metabdlicas, estructurales y neuroldgicas, tanto
a nivel local como sistémico. Ademas de todo ello, es importante denotar que la microbiota
constituye un entorno dinamico y en constante cambio a las condiciones del entorno, por lo

que la dieta, asi como otros factores son capaces de modular sus caracteristicas.>*

La alteracién del equilibrio homeostatico de la microbiota o disbiosis ha demostrado dar
lugar a una serie de mecanismos fisiopatolégicos asociados al desarrollo de enfermedades
en diversos sistemas, por lo que su adecuado equilibrio es fundamental como factor

ambiental en la prevencion.??

Un rol importante de dicha regulacion homeostatica se atribuye a los metabolitos derivados
de los procesos de fermentacion llevados a cabo por las bacterias gastrointestinales: los
acidos grasos de cadena corta (AGCC), los cuales han demostrado tener potencial

regulador ante la liberacion de moléculas pro-inflamatorias endégenas.'?35¢

La relacion entre la microbiota y el SNC, también conocida como eje microbiota-SNC, es un
fendmeno ampliamente descrito y conocido. El TGl y el cerebro se encuentran en constante
comunicacion bidireccional, mediada en gran medida por los productos metabdlicos de la

microbiota.?’ Este eje modula tanto funciones digestivas como inmunes.”?®

Se definen 3 vias por las que el microbioma se comunica con el cerebro: la ruta neural
(nervio vago y SNE), la ruta inmunoldgica (citoquinas) y la ruta endocrina (eje hipotalamo -

glandula pituitaria - glandula adrenal (eje HPA) y hormonas intestinales).?

Alteraciones en cualquiera de estas vias puede predisponer y desencadenar trastornos

neuroldgicos, metabdlicos, gastrointestinales y cardiovasculares. 291011
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Figura 1. Eje microbiota-cerebro. Efectos e implicaciones. Adaptado de Loh JS y cols. *?

La disbiosis ha sido asociada a un incremento de la permeabilidad intestinal y la inflamacion.
Se cree que podria causar un aumento de los niveles plasmaticos de productos metabdlicos
dafinos, entre ellos amiloides microbiales que afectan al desarrollo de patologias en el
SNC.2

Asi pues, la hipétesis de que enfermedades como el Parkinson y Alzheimer, y otras
enfermedades neurodegenerativas como la ELA comiencen en el intestino, gana dia tras dia

mayor relevancia.?

El TGl es uno de los tejidos con mayor cantidad de estructuras diferenciadas de todo el
organismo. Este hecho se debe, principalmente, a la presencia del sistema nervioso
entérico. EI SNE es un complejo entramado de neuronas y células de la glia que forman
parte de la pared intestinal. Entre sus funciones encontramos el control de la actividad

digestiva e inmune.’

Este sistema se divide en ganglios compuestos por neuronas y neuroglia, agrupadas en dos
plexos que se interconectan a diversas redes neuronales. Estos plexos otorgan control local
de la musculatura lisa gastrointestinal, vascular, glandular, células inmunes y tejidos

adyacentes. El primero de estos plexos es el plexo mientérico, ubicado entre las capas



musculares longitudinal y circular, mientras que el segundo plexo, el plexo submucoso, se

ubica entre los tejidos conjuntivos de la submucosa (Figura 2.).”
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Figura 2. Representacién del sistema nervioso entérico. Adaptado de Sharkey KA y cols.”

A diferencia del SNC, el SNE no presenta ningun tipo de barrera semejante a la barrera
hematoencefalica (BHE), lo que permite el flujo de moléculas desde el torrente sanguineo
con mayor libertad, dando lugar a presencia de metabolitos y productos absorbidos desde el
TGI en los tejidos ganglionares, inclusive moléculas de pesos moleculares relativamente
altos.” En cualquier caso, los AGCC son capaces de atravesar la BHE mediante
transportadores celulares?®, por lo que su absorcion no se limita al SNE. No obstante, otros

elementos pueden acceder al sistema nervioso desde el lumen intestinal.

Este tejido neuronal, asi como el SNC, se ve afectado por la microbiota, habiéndose
observado variaciones en la neurogénesis de neuronas entéricas y neuroglia del SNE en
funcién de la composiciéon del balance microbiol6gico.”'* Es tal su impacto que puede
modificar el entorno estructural. Por ejemplo, se observé que la suplementacion de AGCC

se asocia a procesos de neurogénesis tanto local en el SNE como en el SNC.*



2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es comprender el rol de los AGCC, principalmente
propionato y butirato, en los procesos neurodegenerativos y proponer estrategias para la
regulacion de su produccion mediante la dieta o la suplementacion. Asimismo, se propondra

un método analitico que permita la monitorizacion de AGCC en heces.
Para su desarrollo se llevaran a cabo las siguientes tareas:

» Realizar una busqueda bibliografica sobre el papel fisiolégico de los AGCC haciendo

especial hincapié en las enfermedades neurodegenerativas.

» Comprender los mecanismos que permiten regular la produccién de los AGCC en el

intestino.

» Valorar el efecto del consumo de determinados alimentos o de suplementos dietéticos

para su regulacion.

* Proponer un procedimiento de analisis para la determinaciéon de los AGCC en heces en

base a la bibliografia mas reciente.

3. METODOLOGIA

En la actividad de blasqueda bibliografica se ha llevado a cabo una recopilacién de datos a
través de internet, fundamentalmente mediante la base de datos cientifica “PubMed” y
“Google académico”. De forma paralela, se han consultado productos sanitarios e
informacién asociada a suplementos dietéticos y probiéticos dispuestos a nivel comunitario

en las oficinas de farmacia.

Mediante la utilizacién de las bases de datos, se ha consultado un total de 95 articulos, de
los cuales se seleccionaron 43 utilizando los siguientes pardmetros: “microbiome, SCFA,
microbiome AND SCFA, SCFA producing bacteria, microbiome and CNS, enteric nervous
system, SCFA and ENS, probiotic and neurodegenerative disorder, amytrophic lateral
sclerosis, ALS and SCFA, ALS and diet, faeces and short chain fatty acids and

chromatography”. Se filtraron datos de los ultimos 10 afios.

Respecto a la revision bibliografica de los métodos analiticos, se seleccionaron los métodos
de andlisis mas relevantes de cada una de las técnicas analiticas utilizadas en el analisis de
AGCC para su posterior comparacion (Tabla 1). Finalmente, para el desarrollo de los

elementos graficos del trabajo se utilizé la herramienta online “BioRender”.



4. DESARROLLO

Los AGCC juegan un papel fundamental en la regulacion de los procesos fisioldgicos y en la
prevencion de la patologia inflamatoria. A continuacién, se describen los 3 AGCC principales
y sus implicaciones en las funciones del SNC.

Seguidamente, se define la ELA y se asocia al pretexto y a los factores dietéticos de los
pacientes. Mas adelante, se exponen las principales técnicas de analisis de AGCC y
finalmente se desarrolla un consejo farmacéutico dietético-probiético en base a todo el

contenido precedente.

4.1. SUBPRODUCTOS DE LA MICROBIOTA: ACIDOS GRASOS DE
CADENA CORTA Y OTROS

Se describe como AGCC a aquellos acidos grasos compuestos por hasta 6 atomos de
carbono, aunque en el &mbito de la microbiota humana esta definicion tiende a englobar
Unicamente aquellos AGCC de hasta 4 atomos de carbono: acido férmico, acido acético,
acido propionico y acido butirico.?® A excepcion del acido formico cuya funcion se ha visto
relacionada con la generacién de metano y cuya presencia se ha observado elevada en
condiciones inflamatorias® (lo cual limita su interés clinico), estas moléculas se asocian a un
descenso en la presencia de diversos factores pro-inflamatorios endégenos como son los
lipopolisacaridos inductores de la liberacion de citoquinas, por lo que se asocian a los

efectos positivos de la microbiota intestinal.> ®

Su sintesis se produce a través de la fermentacion de carbohidratos, fibra, prebioticos y
proteinas aun sin digerir implementadas por la dieta, y su papel es esencial para la
integridad intestinal, contribuyendo a aspectos como el pH luminal, la produccién de la
mucosa, el gasto energético celular, la homeostasis de la glucosa y la modulacion

inmunoldgica.®

Los taxones bacterianos predominantes responsables de la produccién de estos metabolitos
son Bacteroidetes y Firmicutes (90%) mientras que algunos de los taxones menos presentes
pero también relevantes son Actinobacteria, Proteobacteria y Fusobacteria, asi como
algunas argueobacterias del taxdn Archaea. Entre estos taxones, destacan 11 géneros:
Bacteroides, Bifidobacteria, Lactobacilli, Eubacterium, Faecalibacterium, Akkermansia,

Alistipes, Ruminococcus, Clostridia, Roseburia y Blautia.?® (Figura 3.)
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Figura 3. Taxones microbianos predominantes en el TGl humano. Adaptado de Sasso JM y cols. 2

Bajo las condiciones anaerobias presentes en el colon; mayoritariamente en su seccién
proximal, estos grupos bacterianos fermentan monosacaridos mediante hidrolisis y
consecutivamente transforman dichos productos en fosfoenolpiruvato. Este dltimo
intermediario es el precursor de los distintos AGCC mediante diferentes reacciones
metabdlicas.>® El lactato es también uno de los principales metabolitos de estas
fermentaciones, que puede ser transformado en AGCC mediante el metabolismo cruzado de

ciertos microorganismos.®

En cuanto a la presencia y formacion de estos productos, las vias de formacion del acetato
se distribuyen ampliamente entre la mayoria de los grupos bacterianos y en consecuencia
es el mas prevalente de todos ellos, mientras que el propionato, butirato y lactato se
encuentran ligados a la presencia de distintos sustratos.>® El ratio acetato, propionato,
butirato usual es de 60:20:20.5°

Respecto a sus funciones y actividades, el acetato, propionato y butirato han demostrado
estar ligados a beneficios tanto de forma conjunta como independiente. Dichos beneficios se
asocian a la integridad intestinal, la homeostasis de la glucosa, el metabolismo lipidico, la
regulacion del apetito y la funcién inmunolégica. Adicionalmente, su relacién con la inhibicion
de la liberacibn de moléculas pro-inflamatorias ha dado lugar a un vinculo entre su

produccioén y la prevencion del desarrollo de ciertas patologias.®®



4.1.1. Acetato

La produccion de acetato puede ocurrir mediante la metabolizacion de Acetil-CoA a acetato
a través de diversas bacterias anaerobias o mediante la ruta de Wood-Ljungdahl.®> Se trata
del AGCC producido en mayor cantidad por las bacterias intestinales.>®1°

El acetato demuestra propiedades lipogénicas y reguladoras de la glucosa a nivel hepatico,
promoviendo la lipogénesis de novo y la colesterogénesis. Asi mismo, el acetato ha
mostrado estar ligado a la supresién de la lipdlisis adipocitica, lo que reduce las
concentraciones de acidos grasos libres. Ademas, los niveles plasmaticos de acetato han
demostrado estar inversamente relacionados a los niveles plasmaticos de insulina, siendo

un regulador de su liberacién.>®

También a nivel hepatico, el acetato estimula la liberacion de leptinas; unas moléculas
moduladoras de la saciedad, lo cual asocia sus niveles plasmaticos a la reduccion del
apetito. Los AGCC a rasgos generales demuestran modular la actividad neuronal periférica,
autonomica y somatica, asi como los reflejos viscerales. Se requieren mas investigaciones
en relacién a este aspecto con el fin de determinar qué papel desempefia cada AGCC en

especifico.®

Por ultimo, los AGCC en conjunto; incluido el acetato, presentan un efecto sobre el sistema

inmunoldgico mediando la inflamacion.®® (Anexo)

4.1.2. Propionato

El propionato puede ser producido mediante 3 vias: la via del succinato, acrilato o
propanodiol.®> De todas ellas, se ha observado que la via principal es la del succinato,
llevada a cabo por bacterias del filo Bacteroidetes®™ y en menor medida de la familia
Negativicutes. Por su parte, la via del acrilato se reduce a unas pocas especies dentro de
las familias Lachnospiraceae y Negativicutes. En tercer lugar, la via del propanodiol es mas
prevalente en Lachnospiraceae siendo llevada a cabo por las especies Ruminococcus
obeum y Roseburia inulinivorans.>° Todas estas especies asociadas a las vias del acrilato y

propanodiol pertenecen al filo Firmicutes.

En cuanto a sus funciones, el propionato no parece tener una actividad especifica en la
integridad intestinal. Metabdlicamente, demuestra favorecer la gluconeogénesis hepatica.
Del mismo modo que el acetato, también participa en la homeostasis hepatica de los lipidos
y la glucosa. De forma particular y especifica en relacién a los otros AGCC, el propionato
muestra una actividad Unica en el higado: reduce los niveles de triglicéridos hepéticos. En

cuanto al metabolismo lipidico, antagoniza los efectos del acetato inhibiendo la lipogénesis

10



de novo y la colesterogénesis. Ademas, el propionato ha demostrado reducir la grasa

visceral y hepatica.®

En relacion al apetito, el propionato induce una regulacion a corto plazo, reduciendo el
apetito como en el caso del acetato. Por ultimo, a nivel inmunoldgico el propionato regula la
produccion de células T mediante la inhibicién de la deacetilacién de histonas (DAH), asi
como inhibe por otra parte la expresion de citocinas pro-inflamatorias inducidas por
lipopolisacaridos como son IL-6 y IL-12p40 en las células dendriticas.® En conclusion, una
mayor expresion de propionato reduce la respuesta inmune e inflamatoria en el largo plazo y

reduce los marcadores biolégicos asociados al sobrepeso.

4.1.3. Butirato

El butirato por su parte se forma mediante la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA
a través de la via de la butirato quinasa o bien la via de la butiril-CoA:acetato CoA-
transferasa. Esta sintesis se produce ampliamente en el filo de las gram-positivas
Firmicutes. Dentro del filo, son dos grupos los que estan implicados: Eubacterium
rectale/Roseburia spp y Faecalibacterium prausnitzii. Ademas, se ha observado que esta

sintesis de butirato se produce esencialmente ante la presencia de acetato.>%°

Mas all4 de estas rutas, existen muchas otras vias menores de formacion de AGCC, dado
gue diversas especies se sirven de intermediarios como gas hidrégeno (H.), lactato,

succinato, formato y etanol, dando lugar a los AGCC como producto.®

Entre todas sus funciones beneficiosas, la mas conocida y descrita es la asociada a la
preservacion de la integridad epitelial del colon. El butirato es la fuente de energia de
eleccion de los colonocitos y es en este tejido donde se produce la mayor cantidad de
captacion de este sustrato.® Asi pues, el butirato induce proliferacién al mismo tiempo que
induce una apoptosis mediada en el tiempo en las células del epitelio del colon. El butirato
también se ha visto relacionado a la regulacion de la expresién de zénula occludens-1 (ZO-
1) y ocludina, dos componentes criticos en las uniones estrechas intercelulares, asi como de
los lipopolisacaridos (LPS), dando lugar a una inhibicién de la activacién de macro6fagos,
citoguinas pro-inflamatorias e infiltracion de neutréfilos; en definitiva, dando lugar a una
reduccién de los procesos inflamatorios.® Gracias a su presencia, se reduce la manifestacion
de una condicién conocida como sindrome del intestino permeable, la cual da lugar a una
mayor entrada de productos menos restrictiva al torrente sanguineo. En relacién a este
hecho, se ha observado que niveles elevados de estrés reducen la presencia de especies
productoras de butirato y aumentan la permeabilidad intestinal y los procesos inflamatorios

del TGL.%* Una presencia adecuada de butirato también ha demostrado una mejor calidad



de la mucosa intestinal, elevando la adherencia de familias beneficiosas como Lactobacillus
y Bifidobacteria mientras se mostraba una adherencia reducida de especies patdgenas

como E. coli.®

Respecto a la regulacion de la glucosa, el butirato cumple una funcién lipogénica en el
higado.®

Finalmente, el butirato cumple otra funcion de alta relevancia a nivel inmunolégico. Ha
demostrado inhibir el factor nuclear kappa B (NF-kB) en los macrofagos, el cual efectdia una
respuesta inmune e inflamatoria. Esta inhibicién a nivel de las células de Kupffer hepéticas
se manifiesta mediante la supresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-6, y la
reducciéon en la actividad de la mieloperoxidasa.® Del mismo modo, inhibe la DAH en
leucemias mieloide agudas. También se ha visto implicado en la actividad de la produccion y
funcionamiento de células T inmunolégicas y la expresion de LPS inductores de citoquinas:

IL-6 e IL12p40 en las células dendriticas humanas.®

A rasgos generales, se contempla que el butirato tiene un papel antiinflamatorio a gran
escala. En organismos con bajos niveles de este producto, se han observado alteraciones
metabolicas méas prevalentes, como diabetes mellitus tipo 2 (DB-2). Asi mismo, se ha
observado que la reduccién de los factores pro-inflamatorios se manifiesta a nivel periférico
en tejidos articulares cuando los niveles de butirato son lo suficientemente altos, dando un
posible valor a las dietas inductoras de su produccién en patologias asociadas a esta

condicion, como la artritis.®

Adicionalmente, se ha observado que el butirato presenta un factor neuroprotector y que

estimula la cognicién.®

4.2. IMPLICACION DE LOS AGCC EN LAS FUNCIONES DEL SNC

Entre las funciones de los AGCC, es de inmenso interés el papel neuromodulador e
inmunoregulador. La microbiota intestinal y sus productos se encuentran directamente
ligados a procesos comunicativos y conductuales, ademas de influenciar aspectos como el

estrés y factores psicoldgicos en el huesped.?’

El estrés ha sido uno de los factores directamente relacionados a situaciones de disbiosis en
diversos individuos con patologia neurolégica y/o intestinal.!® Se ha podido observar que
organismos bajo la influencia de estrés cronico presentaban una producciéon reducida de
AGCC y en consecuencia mostraban mayor incidencia de patologias asociadas a la
disbiosis, como el sindrome del intestino irritable, ademas de una mayor prevalencia de

trastornos psicolégicos.'®



Cabe destacar que mas all4d de los aspectos directamente psicolégicos a los que estan
ligados los AGCC, su papel modulador de la inflamacion multi-tisular también afecta al SNC,
por lo que es de relevancia en ciertas patologias como se observara mas adelante.?* En un
estudio centrado en la relacion de los AGCC con la patologia de Alzheimer se observé que
la carencia de fibra y AGCC aceleraba el déficit de memoria en modelos murinos, mientras
gue los suplementos altos en acetato y butirato retrasaban el deterioro cognitivo, afectando
incluso a la morfologia microglial y su funcionalidad. En esta ocasion se realizaron pruebas
de suplementacion de fibra en condiciébn maternal prenatal, las cuales resultaron en una
diferencia considerable en las funciones cognitivas de los descendientes, a favor de los

nacidos de madres que consumieron el suplemento.’

Un creciente nimero de estudios asocian la microbiota y sus productos a las condiciones y
enfermedades del SNC, indicando en algunos casos que los productos de la microbiota
podrian tratarse por si mismos de los causantes iniciales del desarrollo de las

patologias.®111718

Altos niveles de acetato, propionato y butirato han demostrado aportar un factor protector
ante el desarrollo de todas estas patologias relacionadas con la neuroinflamacion y
procesos inmunes en el largo plazo.’®!® En diversos modelos de patologia neuroldgica, a
destacar en modelos de Alzheimer, se observan con amplia frecuencia niveles reducidos de
los 3 AGCC y en algunos casos de lactato. En estos individuos, las poblaciones de
Bacteroidetes son inferiores en relacion a individuos sanos, mientras que las poblaciones de
Firmicutes y Proteobacteria (las cuales son principalmente patégenas) se observan

elevadas.%1°

A nivel psicolégico, los AGCC estan implicados en la modulacion de procesos emocionales y
conductuales, en especial el butirato, que ha demostrado aliviar las carencias cognitivas en
modelos con demencia, asi como en modelos obesos sometidos a dietas altas en grasas.*®
Ante la administracion de prebidticos, el aumento en los niveles de los AGCC ha
demostrado reducir los niveles de depresion, ansiedad y estrés.'*® Otro efecto observado,
es la correlaciéon de algunas cepas con el insomnio. Niveles deficitarios de Lactobacillus se
han relacionado con una peor calidad del suefio. Respecto al estrés, se ha observado una
relacion inversamente proporcional entre los niveles de cortisol y la poblacion de especies

del grupo Bifidobacterium.?°

El propionato por su parte, gracias a su interaccién con la actividad de las leptinas, reduce la
anticipacion de la recompensa ante el consumo de alimentos de alta densidad energética,
ejerciendo una modulacién a nivel del nucleo estriado.'® Este hecho podria asociarse a

trastornos alimenticios presentes en pacientes deprimidos.



Una de las principales enfermedades neurodegenerativas afectadas y al mismo tiempo una
de las menos conocidas a nivel causal es la esclerosis lateral amiotrofica (ELA). Existen
varios mecanismos asociados a su aparicién, sin embargo, no todos los pacientes
comparten la presencia de todos ellos y los AGCC podrian jugar un papel fundamental e
infravalorado en esta patologia.*®%

4.3. ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

La esclerosis lateral amiotrofica o Disfunciones del sistema cortico-motor en la ELA
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neuronas motoras inferiores en la Figura 4. Disfunciones del sistema cortico-motor en la ELA.
. Adaptado de Nagpal Ry cols. *°

columna espinal dando lugar a la P gpaliy
sinapsis, inervando seguidamente el musculo esquelético y siendo responsable del

movimiento muscular voluntario.?2232

Las causas del debut de la enfermedad aln son desconocidas, y por ello ain no sabemos

discernir si la enfermedad se origina a nivel espinal o encefalico.?

La amplia mayoria de los casos de ELA (~90%) son de origen desconocido, mientras que
alrededor del 10% se asocian a casos de descendencia familiar?>22425 aunque son
indistinguibles entre si en cuanto a su clinica.?® La enfermedad se asocia a alrededor de 50

genes distintos que muestran mutaciones.?%2%2426

Respecto a la fisiopatologia de la enfermedad, se pueden destacar 7 mecanismos

reconocidos: el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, la desregulacion del transporte



axonal y vesicular, la excitotoxicidad mediada por el glutamato, defectos a nivel
homeostético de las proteinas, y un metabolismo alterado del ADN.?2:2324.25

La alteracion de todos estos procesos no siempre esta
presente en todos los pacientes, y es de importancia
denotar que no solo afecta a las neuronas del sistema
corticoespinal si no que las células colindantes como las
células de la glia, células inflamatorias periféricas y células

musculares también se ven afectadas.??

Algunas de estas células y los factores pro-inflamatorios

se han asociado a una neuroinflamacion cronificada que

resulta en toxicidad para las neuronas motoras.?>? Por Figura 5. Mecanismos

frecuentemente implicados en el
desarrollo de la ELA. Adaptado de Le
aquellos originados propiamente en el SNC pueden influir Gall Ly cols.?

ello, es importante no olvidar que otros factores mas alla de

en dicha neuroinflamacion y lesién a largo plazo, o en su

contra dar lugar a un factor protector o de prevencion.

A lo largo del desarrollo de la patologia los principales signos clinicos que se manifiestan
son la atrofia muscular, pardlisis y finalmente el deceso del paciente. Este proceso
usualmente evoluciona a lo largo de 3 a 4 afios desde la manifestacion inicial de sintomas??,

aungue existen casos excepcionales en los que el individuo ha sobrevivido durante décadas.

La clinica de la ELA es multifactorial y polifacética generando un gran obstaculo a la hora de

abordar su progreso a nivel médico.?

Actualmente no existe ningun tratamiento efectivo y aprobado por la EMA para ralentizar el
avance de la patologia.?? Las principales medidas adoptadas son el control de sintomas, la

participacion social y los cuidados paliativos.?*

Sin embargo, si que existen tratamientos en estudio y fases clinicas. Estos son
principalmente tratamientos génicos centrados en algunas de las mutaciones genéticas en

especifico, por lo que no son aptos para todos los enfermos.?’

A nivel global existen 2 farmacos recientemente aprobados por la FDA. Estos son riluzole;
un inhibidor de la transmision glutamaérgica, y edaravone; el cual muestra una inhibicion del
deterioro de la funcibn motora en modelos tempranos de la enfermedad, siendo ciertamente

prometedor.?528



4.4. RELACION AGCC-DIETA-ELA

Una de las variables principalmente determinantes en la composicion de la microbiota y los
efectos de esta en el organismo es la dieta. Habitos dietéticos a largo plazo, asi como una
malnutricion dan lugar a efectos significativos y reproducibles en las comunidades
microbianas intestinales.!® Por ejemplo, estd bien descrito que la composicién de la
microbiota en personas obesas y delgadas es distinta. Especificamente, la proporcion de
bacterias pertenecientes al taxén Bacteroides es menor en personas que padecen obesidad.
Lo mas interesante, es que se ha observado que esta proporcion puede ser restaurada
mediante la instauracion de una dieta hipocaldrica.'® Existe cada vez mas evidencia respecto
a una variacién de la produccion de AGCC al producirse un cambio dietético en el

individuo, 5101322

Del mismo modo, se puede abordar otro tipo de condiciones o enfermedades a nivel
dietético-microbiético como pueden ser las enfermedades neurodegenerativas, con el fin de

ralentizar su progreso o prevenir su aparicion.

En el caso de la ELA, la microbiota podria suponer un factor ambiental de los muchos
integrados en el riesgo y desarrollo de la patologia.?*?® En modelos de ELA, se observa
dafio en las uniones estrechas intestinales y niveles reducidos de bacterias productoras de
butirato. En humanos varios estudios detectaron evidencias de disbiosis en todos sus
pacientes con ELA, y la progresion de la enfermedad coincidié con una variedad microbiana
reducida. En estos individuos, se encontrd un ratio Firmicutes/Bacteroidetes elevado.?! Dado
gue estas bacterias son las principales productoras de AGCC, la alteracién de su equilibrio
podria afectar a los pacientes de ELA actuando directamente sobre la regulacion de células
del SNC vy sistema inmune.*®*?! En estudios con ratones con microbiota deficitaria se
desarrollaron anomalias inmunoldgicas y neurodegeneracion.?! En términos taxondmicos,
los estudios en el tema son contradictorios, pero todos coinciden en la presencia de
disbiosis. Dicha disbiosis se presenta alterando marcadamente el equilibrio de bacterias
productoras de AGCC, lo que podria explicar la inflamacién cronica que caracteriza a esta

enfermedad.33°

En andlisis post-mortem de pacientes de ELA, se ha podido reportar un aumento de las
reacciones inflamatorias desencadenadas por la microglia y los astrocitos.'? La microglia es
el tipo de célula de la glia mas vulnerable a las alteraciones del microbioma, dado que la
maduracién y activacion de estas células estd modulada por los AGCC.!? Estos defectos
causados por dishiosis se han visto parcialmente restaurados ante la reinstauracion de la
microbiota en pacientes enfermos mediante trasplante de heces y suplementacion de

AGCC*, mostrando relacién directa entre ambos factores.



Una cepa caracteristicamente deficitaria en los organismos que sufren esta patologia es
Akkermansia muciniphila (Fusobacteria). Se trata de una cepa productora de butirato y
estrechamente ligada a la integridad intestinal, siendo de las mas relevantes en la condicién
del intestino permeable. Esta especie produce una molécula conocida como nicotinamida.
Su administracién en modelos murinos de ELA mejora ampliamente el pronéstico de los
ratones enfermos. La suplementacion probiética de estas bacterias se asocia a un aumento
de las neuronas motoras en la columna espinal, funcion motora mejorada, una reduccion de

la atrofia cerebral y una mayor esperanza de vida en los individuos patolégicos de estudio.'?

El microbioma intestinal y su alteracién, bien por factores dietéticos o incluso por el uso de
antibidticos®!, parece afectar al desarrollo de la patologia neuroinflamatoria a nivel celular

pudiendo ser incluso un factor desencadenante, aunque se requieren mas estudios.?®

En conclusién, el microbioma podria ser la pieza que falta en el puzle de la fisiopatologia y

etiopatogenia de la ELA, o al menos del empeoramiento y aceleracion de sus sintomas. 332

4.5. MONITORIZACION DE LA PRESENCIA DE AGCC EN HECES

La monitorizacién de los niveles de AGCC se ha visto dificultada por la falta de metodologia
para la determinacion de la produccién de estos elementos directamente en el TGl humano.
El estudio ha dependido principalmente de la determinacién de productos metabélicos en
heces, los cuales no se puede afirmar que resulten del todo extrapolables a los niveles de
AGCC luminales®, dado que estos han demostrado variar en periodos muy cortos de
tiempo.®® Los AGCC también se han podido determinar en plasma, suero, cerebro, ciego del
colon y medios de fermentacién complejos, aunque su popularidad se limita a patologias
concretas y la alternativa fecal a la hora de obtener la muestra es menos invasiva.*
Ademas, el contenido de AGCC en estas otras opciones es mucho menor, lo que reduce su

interés.®

La técnica analitica principal dada su precision y velocidad es la cromatografia de gases
(GC), y méas concretamente la cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS).3
Se basa en una fase gas moévil que separa los componentes en funcién de su diferente
interaccion con la fase estacionaria de la columna de cromatografia y el posterior andlisis
por espectrometria de masas. Aunque durante muchos afios se ha venido utilizando la
cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizacién de llama (GC/FID), la GC/MS
es a dia de hoy la mas recomendada por su elevada sensibilidad y selectividad. Otras

técnicas menos empeladas en el andlisis de AGCC pero también relevantes son la



cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/MS), la resonancia

magnética nuclear (RMN), y la electroforesis capilar-espectrometria de masas (CE/MS).333¢

Cada técnica presenta sus ventajas e inconvenientes. La RMN no goza de una alta

sensibilidad ni selectividad, pero no requiere de preparacion de muestra apenas y se puede

utilizar como método no invasivo para estudiar la presencia de los metabolitos en células y

tejidos. La MS por su parte, especialmente asociada a una técnica de separacion

cromatogréfica o electroforética ofrece alta sensibilidad y selectividad. En el caso de la GC,

suele ser necesaria una derivatizacién previa de los acidos grasos para aumentar su

volatilidad y con ellos la sensibilidad del método.*” A continuacion se comparan todas estas

alternativas en base a bibliografia asociada. (Tabla 1.)

Tabla 1. Métodos de analisis de AGCC mas utilizados y sus diferencias.

Técnica

Tratamiento de
muestra

Limite de
deteccién
A/P/B

Limite de
cuantificacion
A/P/B

Ventaja

Homogeneizacién y 1.9/0.2/ Raépido y detiene
o 1020 / 446 /440 o
Heces LC/MS derivatizacion con 3- | 0.006 (umol/g metabolizacion de | (34)
. - (umol/g DW)
nitrofenilhidrazona DW) AGCC
Homogeneizacién y
o Proceso muy
Heces GC/FID extraccion liquido- No consta No consta il (37)
. répido
liquido
Homogeneizacion,
. . 0.0651 / o
extraccion liquido- 1.6272/1.6784/ | Altasensibilidad y
Heces GC/IMS o 0.0671/ ) (38)
liquido y 1.6128 um bajo LD
o 0.0645 pm
derivatizacion
Heces, Util en diversos
10/5/10
suero, GCIMS Extraccion con etanol | 0.5/1/0.13 fluidos y tejidos (39)
. (Hg/mL) -
tejido biolégicos
No disolv.
Homogeneizado y 0.15/0.17/ 0.5/0.56/0.32 organico
Heces GC/FID R ) (40)
acidificacion 0.10 (ng/mL) (mng/mL) Poco tiempo al no
derivatizar
0.1456 /
Homogeneizaciéon y
» 0.1496 / 0.4412/0.4533/ No es un proceso
Heces HPLC/DAD extraccion en fase ) (41)
. 0.1428 0.4327 (mg/ml) multietapa
solida (SPE)
(mg/ml)
0.13/0.09/ Poca muestra
Homogeneizacion y 0.43/0.29/0.09 )
Heces CE/UV S 0.03 (mmol L- requerida (42)
acidificacion (mmol L-1) .
1) Barato y sencillo
Homogeneizacion,
acidificacion.
GC/MS y Extraccién liquido- . No invasivo / no
Heces ) Reducido No consta ) (43)
RMN liquido y destructivo
derivatizacién para
GC/MS




La GC/MS en combinacién con una adecuada preparacion de muestra, es a dia de hoy la
técnica analitica de eleccion.®® Un ejemplo de ello es el método desarrollado por Zhang Sy

cols.38

Habitualmente, el primer paso para el pretratamiento de muestra fecales suele ser el
homogeneizado con agua ultrapura seguida de una etapa de centrifugaciéon. La extracciéon
liquido-liquido, previa acidificacion de la muestra, es en la mayoria de los métodos la técnica
de eleccion para el tratamiento de la muestra homogeneizada. Como extractantes, se puede
utilizar dietileter® o mezcla de distintos disolventes como n-butanol, acetonitrilo y
tetrahidrofurano.®” Una alternativa a la utilizacion de disolventes organicos, es la propuesta
realizada por Smith y colaboradores, donde se propone la homogeneizacion y acidificacion
de la muestra, que tras la centrifugacion, es analizada directamente por GC/FID.***? Para la
determinacion por GC/MS, suele ser necesaria una derivatizacion previa de los AGCC que

mejore su volatilidad y de este modo la sensibilidad del método .43

En la siguiente figura se muestra el procedimiento de preparacion de muestra propuesta por

Zhang y cols.®
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Figura 6. Preparacién de muestras fecales para su analisis por GC/MS propuesta por Zhang y cols,

Una vez procesadas y analizadas las muestras, se obtienen los cromatogramas y se
identifican los AGCC en base al tiempo de retencién y, en el caso de la GC/MS, en base a

su espectro de masas, tras lo cual se procede a su cuantificacion (Figura 7.)*’
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Figura 7. Cromatograma resultante de un analisis de heces. Adaptado de Ribeiro W y cols.*’

Como se ha podido ver, la GC/MS es una técnica de facil reproducibilidad, de ejecucion
relativamente rapida y altamente sensible. La derivatizacién mejora ain mas la sensibilidad
de la técnica, aunque aumenta el tiempo del proceso de manera considerable. En base a los

objetivos y prioridades, se puede optar por aplicar este paso adicional o descartarlo.

4.6. CONSEJO DIETETICO-PROBIOTICO EN LA FARMACIA
COMUNITARIA

Tal como se ha observado a lo largo del estudio, ciertas dietas o suplementos dietéticos
presentan la capacidad de alterar la composicidon de la microbiota intestinal, dando lugar al
crecimiento de determinados taxones bacterias los cuales poseen un impacto determinante

en la cognicion, la actitud y la condicién neuroldgica general.°

Las intervenciones con probidticos y prebibticos han mostrado mejoras significativas a nivel
emocional y en los niveles de estrés en humanos sanos.'®!® Consecuentemente, un
abordaje de lo mas interesante a nivel de la farmacia comunitaria es el del consejo
farmacéutico respecto a la dieta y el uso de ciertos productos sanitarios con el fin de
favorecer la diversidad microbiética intestinal en los pacientes y reducir asi su predisposicion
a padecer diversas alteraciones metabdlicas, intestinales y neuroldgicas, tan comunes como

lo son hoy en dia.
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Actualmente, el consumo de fibra dietética se sitia alrededor de los 16-20g/d en mujeres y

18-24g/d en varones. Atendiendo a las recomendaciones generales a nivel internacional, el

consumo recomendado es de 25-35g/d, siendo de 25-
32g/d en el caso de las mujeres y de 30-35g en el de los
varones.® Estos valores son algo deficitarios en la
mayoria de la poblacion, limitando el desarrollo de un
entorno intestinal mas variado y beneficioso. Una dieta
mas rica en fibra, polifenoles antioxidantes, acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (necesarios para
el crecimiento y maduracién cerebral), y que a rasgos
generales presente mayor diversidad de alimentos ayuda
a los individuos a mantener unas condiciones mas
saludables, reduciendo el ratio de bacterias “negativas”
para el entorno intestinal, del género Firmicutes y
Proteobacteria fundamentalmente, las cuales se nutren
de alimentos ricos en azlcares y grasas saturadas, y al
mismo tiempo aportando los medios necesarios para el
desarrollo de especies consumidoras de fibra del grupo
de los Bacteroidetes, responsables de generar un
entorno mas variado aportando metabolitos Gtiles para

otros taxones bacterianos y sus vias de produccion de

Estructura y funcién Estructura y funcién

cerebrales afectadas cerebrales sanas

l Diversidad T Diversidad

Firmicutes Firmicutes

T Proteobacterias l Proteobacterias

l Bacteroidetes T Bacteroidetes

Dieta occidental Dieta mediterranea
Alta en azicar Polifenoles
Alta en grasas saturadas Fibra alimentaria
Cereales refinados Vitaminas
Acidos grasos poliinsaturados

de cadena larga

Figura 8. Efectos dietéticos en la
microbiota y en la estructura y funcién
cerebral. Adaptado de Tengeler ACy
cols. 10

butirato.’®!> Todas estas medidas dan lugar a un organismo con una mayor diversidad

microbidtica y menos propenso al desarrollo de patologias relacionadas a la inflamacion

tisular crénica, las patologias neurolégicas y al desarrollo de obesidad y/o sindrome

metabolico.

Algunos taxones microbianos como L. rhamnosus han demostrado reducir la ansiedad en

ratones, mientras que probidticos que contenian cepas de Lactobacillus helveticus y

Bifidobacterium longum derivaron en una reduccion del estrés psicologico, depresion,

hostilidad y somatizacién tras 30 dias de tratamiento en voluntarios sanos en varios

estudios.’®!” Existen numerosos productos sanitarios probioticos con cepas de estos

géneros que podemos recomendar a los pacientes si detectamos sintomatologia acorde.
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5. CONCLUSIONES

I. El butirato es el AGCC estrella a la hora de preservar la integridad intestinal. Su presencia
reduce la manifestacion de la condicién del intestino permeable y los niveles de inflamacion
local intestinal y sistémica, ademas de potenciar la cognicion y reducir la neuroinflamacion.
El desarrollo de suplementos dietéticos con butirato, asi como con especies asociadas a su
produccion; véase Akkermansia muciniphila, es interesante para abordar patologias
intestinales inflamatorias. Actualmente no existen productos en Espafia con ninguno de

estos dos elementos.

Il. Niveles aumentados de cepas del grupo de los Bacteroides y Actinobacteria muestra en
todos los casos efectos positivos en la salud del individuo, de forma destacada en la salud
mental e intestinal. Su funcién reguladora y diversificadora de la microbiota ha demostrado
mejorar la patologia psicologica. En el caso de estas bacterias, si existen muchos
suplementos, probiéticos e incluso alimentos que las contienen; especialmente con
Bifidobacterium, por lo que una implementacién del consumo de estos productos es util en

individuos propensos a la anhedonia, ansiedad y episodios depresivos.

Ill. El ratio Firmicutes/Bacteroidetes es variable y paraddjico en los estudios de caracter
neurologico, inclinando la balanza en un sentido u otro en funcion del estudio. Se requiere
mas investigacion en este ambito y una mejor caracterizacion de cada subgrupo bacteriano
y sus efectos. De cara al futuro, la investigacion relativa al microbioma deberia perfilar la

funcién concreta de cada género y especie.

IV. La administracion de probiéticos/prebibticos y una adecuada ingesta dietética otorgan un
factor protector frente a patologias metabdlicas, inflamatorias y neurolégicas de amplia
prevalencia en nuestra sociedad, por lo que una buena concienciaciéon a nivel sanitario y

nutricional es fundamental para alcanzar una sociedad mas saludable.

V. Los altos niveles de estrés son uno de los causantes principales de la disbiosis intestinal
y en consecuencia de todos los problemas derivados de ello. Debemos tratar de reducir el
estrés crénico al que estan sometidos muchos pacientes con el fin de evitar la apariciéon de

alteraciones predisponentes de enfermedad en el microbioma.

VI. La neuroinflamacién es un factor de notable peso en la patologia neurolégica, y la
asociacion de los productos derivados de la microbiota es absolutamente directa. Una
reacomodacién del entorno microbiotico en individuos afectados previene y ayuda a

combatir estas patologias. Investigaciones centradas en este hecho podrian esclarecer la
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posible aparicién de ciertas enfermedades y demostrar mayor importancia de la que se le

otorga actualmente.

VIl. La ELA no goza de tratamiento directo efectivo en nuestro pais, por lo que una
prevencion de sus causas fisiopatologicas es el mejor enfoque posible a la hora de abordar
su desarrollo. Entre los mecanismos involucrados en su aparicion y empeoramiento no se
consideraba el papel de los AGCC hasta hace pocos afios, sin embargo, su posible
implicacién muestra indicios que merece la pena considerar a la hora de cuidar de los
pacientes afectados. Suplementar AGCC y aumentar el consumo de fibra en los pacientes
podria ser una posible opcion para ralentizar la patologia y el estudio de este concepto es de

interés.

VIIl. La deteccion de los niveles de AGCC es fundamental para comprender su papel y sus
variaciones en las patologias a las que se relacionan. Su completo entendimiento facilitaria
la posibilidad de establecer valores de referencia en un futuro. Por ello, el desarrollo de una
buena metodologia analitica que permita la deteccion de los AGCC en el entorno luminal es
interesante, sobre todo porque los niveles luminales de estas moléculas varian mucho en

periodos cortos de tiempo y el resto de matrices analiticas de estudio no reflejan este factor.
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7. ANEXO
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