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1. RESUMEN

El eje intestino-cerebro (EIC) consiste en la comunicacidn bidireccional entre el sistema
nervioso central (SNC) y el entérico (SNE), uniendo los centros emocionales y cognitivos del
cerebro con las funciones intestinales periféricas. Esta red de comunicacion incluye, ademas
del SNC y SNE, el sistema nervioso auténomo (SNA) y el eje hipotaldmico-pituitario-adrenal,
combinando lineas de comunicacion hormonales y neuronales. La microbiota intestinal tiene
un impacto en el ECI, interactuando no sélo localmente con las células intestinales del SNE,
sino también con el SNC regulando la quimica cerebral e influenciando el sistema
neuroendocrino asociado con la respuesta al estrés, la ansiedad y la memoria. Un ndmero
creciente de estudios han relacionado alteraciones en la microbiota intestinal con
enfermedades neurodegenerativas de tipo "prion-like" como Alzheimer o Parkinson. Son
menos los estudios realizados en enfermedades pridnicas.

Ademas de revisar los pocos articulos disponibles de las enfermedades pridnicas,
valoramos, a partir de los resultados de un analisis de microbiota en heces de ovino infectada
de forma natural con scrapie, la composicidén de la microbiota intestinal en las ovejas control y
con scrapie y asi analizar posibles diferencias. A partir de la bibliografia consultada y del
analisis de resultados podemos concluir: que por primera vez se describen alteraciones en la
microbiota intestinal de un modelo natural de ovino con scrapie sugiriendo la relevancia del
eje intestino-cerebro también en estas patologias; que en las enfermedades pridnicas se
producen alteraciones similares a las descritas en otras enfermedades neurodegenerativas
prion-like; que la variacion en la composicion de la microbiota podria influir sobre la patogenia
de la enfermedad asi como podria estar agravando la enfermedad por la alteracion del
metabolismo de los AGCC; y que el aumento de ciertas bacterias podria paliar en parte los

efectos perjudiciales de otras bacterias.

The gut-brain axis (GBA) consists of bidirectional communication between the central
nervous system (CNS) and the enteric nervous system (ENS), linking the emotional and
cognitive centres of the brain with peripheral gut functions. This communication network
includes, in addition to the CNS and ENS, the autonomic nervous system (ANS) and the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, combining hormonal and neural lines of communication.
The gut microbiota has an impact on the GBA, interacting not only locally with the gut cells of
the ENS, but also with the CNS, regulating brain chemistry and influencing brain chemistry
regulating brain chemistry and influencing the neuroendocrine system associated with stress

response, anxiety and memory. A growing number of studies have linked alterations in the gut



microbiota to prion-like neurodegenerative diseases such as Alzheimer disease and Parkinson
disease. Fewer studies have been conducted in prion-like diseases. Fewer studies have been
conducted on prion-like diseases.

We review the few available articles of prion diseases and we assess, based on the
results of a microbiota analysis in sheep naturally infected with scrapie feces, the composition
of the gut microbiota in control sheep and sheep with scrapie and analyze possible differences.
From the bibliography consulted and the analysis of the results, we conclude: for the first time,
alterations in the gut microbiota of a natural model of sheep with scrapie are described
suggesting the relevance of the gut-brain axis also in these pathologies; prion diseases produce
alterations similar to those described in other prion-like neurodegenerative diseases; variation
in the composition of the microbiota could influence the pathogenesis of the disease as well as
aggravate the disease by altering the metabolism of SCFAs; and the increase in certain bacteria

could partly mitigate the detrimental effects of other bacteria.



2. INTRODUCCION

2.1. EJE INTESTINO-CEREBRO

El eje cerebro-intestino consiste en un vinculo nervioso bidireccional en el que se
intercambian mensajes y respuestas los componentes del Sistema Nervioso Central (SNC) y
Sistema Nervioso Entérico (SNE) (Malagelada J. R., 2020). Entre estos componentes se incluyen
las conexiones intracerebrales que se establecen entre la corteza cerebral, el sistema limbico,
el eje hipotalamico-pituitario y el sistema cerebral; las vias neuronales, como el SNE, los
nervios vagos (aferente y eferente) y espinales; y el sistema nervioso auténomo (simpaticos y
parasimpatico). También se consideran las vias humorales, que incluyen citoquinas (factor de
necrosis tumoral alfa), hormonas del eje hipotaldmico-pituitario-suprarrenal y hormonas
gastrointestinales como la grelina que influye en el comportamiento y, por tanto, en el
cerebro a través del eje intestino-cerebro, y neuropéptidos (Bercik P. et al., 2012; Malagelada
J. R., 2020; Hattori N. et al., 2021).

Los microorganismos del intestino desempefian una funcién crucial en el eje intestino-
cerebro, influyendo en el funcionamiento cerebral. Los términos microbiota y microbioma se
refieren a los microorganismos de un determinado sistema, pero tienen sutiles diferencias.
Mientras que la microbiota intestinal es el conjunto de microorganismos, sobre todo las
bacterias, que habitan en el intestino, el microbioma incluye a los microorganismos pero
también a sus elementos estructurales y sus metabolitos (Berg G. et al., 2020).

En el eje microbiota-intestino-cerebro (MGBA del inglés Microbiota Gut Brain Axis) la
interaccion ocurre a través del sistema inmunoldgico, la sefializacidn neuroquimica del
huésped, las rutas directas del sistema nervioso entérico y el nervio vago, y la produccién de
metabolitos como acidos grasos de cadena corta, aminoacidos de cadena ramificada vy
peptidoglicanos (Malagelada J. R.,2020). La microbiota interviene en los procesos nerviosos
relacionados con la sefializacion de la hormona del estrés, la funcion neuronal y la
neuroproteccién, asi como el desarrollo, la mielinizacidn, la neurogénesis y la activacion de la
microglia (Margolis K. G. et al., 2021). En el intestino, la microbiota puede comprometer el
sistema inmune de manera inadecuada, lo que se ha implicado en la fisiopatologia y la
progresion de enfermedades neurodegenerativas (Margolis K. G. et al., 2021; Mayer E. A. et

al.,, 2022).

2.2. ENFERMEDADES PRION-LIKE

Las enfermedades neurodegenerativas (END) se definen cominmente como patologias

qgue alteran la funcidn cerebral, normalmente acompafadas de atrofia del tejido cerebral y



menor capacidad cognitiva, con tendencia a empeorar con la cronicidad (Lezama Toledo A. R.
et al.,, 2022). Existen evidencias de la conexidon entre alteraciones de la microbiota y el
desarrollo de las END. Dentro de estas patologias, las conocidas como similares a pridnicas o
prion-like son aquellas que presentan unos mecanismos moleculares similares a las
enfermedades pridnicas, como cursar con la alteracion estructural y acumulacidn de proteinas
mal plegadas en el cerebro. En esta categoria se incluyen las enfermedades de Alzheimer (EA),
de Parkinson (EP) o la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA), entre otras.

Para el estudio de la microbiota de las END, se pueden tener en cuenta las vias y
conexiones del eje cerebro-intestino (Quigley E. M. M., 2017; Lezama Toledo A. R. et al., 2022).
El paso de bacterias intestinales a través de una barrera intestinal defectuosa asi como una
microbiota desequilibrada o la presencia de bacterias inflamatorias (como Helicobacter pylori),
activan el sistema inmune produciendo una respuesta inflamatoria sistémica que deteriora la
barrera hematoencefilica (BHE) y promueve la neuroinflamaciéon favorecida por la liberacién
de citocinas y la lesién y degeneracion neuronal (Quigley E. M. M., 2017; Trichka J. et al., 2021;
Lezama Toledo A. R. et al., 2022).

A continuacion, se describen la relacidn entre la microbiota intestinal y la patogenia de

distintas enfermedades prion-like.

2.2.1. ENFERMAD DE PARKINSON

La EP cursa con una alfa-sinucleinopatia, con evidencias de que se podria originar en el
SNE y propagarse hasta el cerebro a través del nervio vago de forma similar a los priones
(Trichka J. et al., 2021; Lezama-Toledo A. R. et al., 2022). Este proceso estaria favorecido por
una comunicacion intracelular mediante neurotransmisores y neuromoduladores de bacterias
intestinales y una permeabilidad de la BHE comprometida (Lezama Toledo A. R. et al., 2022).
La agregacion de alfa-sinucleina es acelerada por una proteina amiloide de la superficie celular
llamada fibra curli producida por Escherichia coli resistente en el intestino (Trichka J. et al.
2021). En conjunto, se inducen respuestas inmunes e inflamatorias sistémicas vy
neurodegeneracion dopaminérgica (Lezama Toledo A. R. et al., 2022). En el cerebro, la alfa-
sinucleina altera la homeostasis celular e induce la muerte neuronal a través de la inhibicion
de la sefializacion sindptica, la alteracién de la dindmica del citoesqueleto, y la pérdida de la
capacidad de degradacion de proteinas y la fragmentacion mitocondrial (Trichka J. et al.,
2021).

Los pacientes con EP muestran un microbioma intestinal desequilibrado (disbiosis)
caracterizado principalmente por una supresidén de Prevotellaceae, géneros antiinflamatorios

como Coprococcus, y la pérdida de bacterias productoras de acidos grasos de cadena corta.



Ademas, se observa una proliferacion de Proteobacterias proinflamatorias, Enterococcaceae y
Enterobacteriaceae. También la reduccion de los géneros bacterianos Roseburia,
Fusicatenibacter, Blautia, Anaerostipes y Faecalibacterium, que predispone a niveles mas bajos
de butirato intestinal. Se ha observado un aumento de especies de Akkermansia, que causa
una mayor inflamacién y permeabilidad intestinal, y de Methanobrevibacter, que causa una
mayor produccion de metano (Quigley E. M. M., 2017; Trichka J. et al., 2021; Lezama Toledo A.
R. et al., 2022).

2.2.2. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La etiologia de la EA se ha relacionado estrechamente con la microbiota y una variedad
de sus metabolitos (Liu L. et al., 2022). El epitelio del tracto gastrointestinal y la barrera
hematoencefalica se vuelven mas permeables durante el envejecimiento, permitiendo asi que
los polisacéridos y los amiloides accedan al cerebro, causando inflamacion. Se desencadena
entonces un complejo proceso neurodegenerativo que implica la formacidon aberrante de
placas de B-amiloide (AB), asi como ovillos neurofibrilares de Tau hiperfosforilada, y también
intervienen las fibras curli, como en la EP. En un entorno repleto de depdsitos amiloides
toxicos y proinflamatorios, la microglia se ve desbordada y no puede eliminar eficazmente los
residuos. Esto conduce a la activacidén inmunitaria, la inflamacion crénica y el estrés oxidativo,
produciéndose la muerte celular y la disminuciéon de las funciones cerebrales normales (Trichka
J. etal., 2021; Lezama Toledo A. R. et al., 2022).

La composicidn de la microbiota intestinal cambia a medida que envejecemos y ciertas
bacterias protectoras, como Bacteroidetes, Bifidobacterias y Lactobacillus, disminuyen (Lezama
Toledo A. R. et al., 2022). En pacientes con EA, en algunos casos se observa un aumento de
especies de Ruminococcaceae y en otros una disminucion de Firmicutes y Bifidobacterium

(Trichka J. et al., 2021).

2.3. LA MICROBIOTA EN EL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES

NEURODEGENERATIVAS

Dada la estrecha interaccidn entre las bacterias intestinales y el cerebro, la disbiosis de
la microbiota intestinal emerge como un area de interés para investigar nuevos enfoques

diagndsticos y terapéuticos.

2.3.1. DIAGNOSTICO

La interaccién bidireccional entre la microbiota intestinal y el Sistema Nervioso



Central, el llamado MGBA, afecta profundamente la funcidén cerebral y tiene un impacto
importante en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Varesi A. et al., 2022a). Por
lo que los biomarcadores relacionados con la microbiota intestinal pueden representar una
herramienta alternativa/complementaria prometedora para evaluar las condiciones de las
enfermedades (Varesi A. et al. 2022b). Dado que los sintomas gastrointestinales a menudo
preceden a la aparicidn de trastornos cerebrales, los biomarcadores derivados del microbioma
intestinal también se han considerado para enfermedades neurodegenerativas, aportando una
poderosa capacidad de prediccion y diagndstico diferencial de casos de pacientes con
Enfermedad de Parkinson y Enfermedad de Alzheimer (Varesi A. et al., 2022a; Varesi A. et al.,

2022b).

2.3.1.1. ENFERMEDAD DE PARKINSON

Se han buscado biomarcadores basados en la composicion de la microbiota intestinal
para el diagndstico de EP, entre los que se han propuesto la reduccion de Prevotellaceae. La
escasez de Roseburia en pacientes con EP de novo fue predictivo de un deterioro mas rapido
de la capacidad motora, no motora e intelectual en tres afios. Ademas, una reduccion en la
abundancia de Fusicatenibacter, Blautia y Faecalibacterium, junto con una mayor presencia de
Akkermansia, se correlaciona con una progresion mas rapida de la enfermedad, y los bajos
niveles de Barnesiella al inicio y al afio de seguimiento se asociaron con una peor evolucién
clinica de la EP. Por otra parte, se ha medido la abundancia de ciertas moléculas producidas
por la microbiota intestinal en la circulacién sanguinea para el diagndstico de EP. Por ejemplo,
los niveles bajos de 6xido de trimetilamina en plasma, medidos en una etapa temprana de la
enfermedad, predicen desarrollo de demencia, sirviendo como marcador de prondstico. La
gravedad de la enfermedad se ha asociado con niveles mas bajos de urolitina en la orina, una
molécula antiinflamatoria producida por la microbiota intestinal tras la ingesta de polifenoles.
Cuando la urolitina es baja refleja una condicidn de disbiosis caracterizada por un crecimiento
excesivo de los microorganismos proinflamatorios Enterobacteriaceae a expensas de los

beneficiosos Lachnospiraceae y Gordonibacter (Varesi A. et al., 2022a).

2.3.1.2. ALZHEIMER

Se pueden considerar para diagndstico de la EA los cambios en las comunidades
bacterianas entre grupos y las variaciones en los metabolitos circulantes. En estudios
realizados con modelos murinos, se han obtenido resultados diferentes en funcion del
transgénico utilizado. En el modelo triple transgénico, Actinobacteria y el filo TM7 parecen ser

mas precisos en el diagndstico de la EA que las diferencias significativas de especies de



Prevotella y Helicobacter observadas en los transgénicos APP/PS1. Utilizando este mismo
modelo, se ha sugerido para el diagndstico temprano o de pacientes con EA leve, la deteccidn
de grandes cambios en la abundancia de las familias Proteobacteriaceae,
Verrucomicrobiaceae, Bifidobacteriaceae, Erysipelotrichaceae, Prevotellaceae, Bacteroidaceae
y Rikenellaceae (Varesi A. et al., 2022b).

En estudios con Drosophila melanogaster, se ha identificado a Wolbachia como un
posible biomarcador de EA, mientras que Stenotrophomonas parece ejercer un papel
beneficioso en la prevencién de la neurodegeneracion. En estudios con pacientes humanos,
algunos biomarcadores como enterobacterias, SCFA y abundancia de acido indol-3-piruvico,
tienen la capacidad para diagnosticar de manera diferencial entre una enfermedad sintomatica
leve y una etapa mas avanzada. Finalmente, el cambio progresivo de géneros Faecalibacterium
a Bifidobacteria en EA ofrece la posibilidad de seguir la proporcion de géneros productores de
butirato/lactato como marcador de enfermedad de neurodegeneracién (Varesi A. et al.,

2022b).

2.3.2. TRATAMIENTO

Los probidticos son microorganismos vivos no patégenos conocidos por sus efectos
beneficiosos para la salud (Wang Y. et al., 2022). Dentro de esta categoria se incluyen
Lactobacillus, Streptococcus, Propionibacterium y Bifidobacterium. Tanto estos
microorganismos como el acido ferdlico sintetizado por la microbiota intestinal son
eliminadores de especies reactivas de oxigeno (ROS) con potencial terapéutico en diversas
enfermedades crénicas como la neurodegeneracién. Ademas, las moléculas secretadas por la
microbiota como el butirato y el B-hidroxibutirato y la hormona gastrointestinal grelina
provocan efectos neuroprotectores en enfermedades neurodegenerativas (Westfall S. et al.,
2017; Wang . et al., 2022).

Ademas del uso de probidticos para el tratamiento de END, se ha propuesto también
el uso de prebidticos. La definicidon de prebidticos se refiere mas cominmente a los
carbohidratos dietéticos que son fermentados selectivamente por la microbiota intestinal para
modular la composicién de la microbiota y, a su vez, conferir beneficios para la salud del
huésped (Peterson C. T., 2020). Por otra parte, también se usan los simbidticos que son una
combinacion de probidticos y prebidticos donde los prebidticos mejoran la viabilidad del
probidtico, proporcionando una fuente de fibra fermentable y actuando como un prebidtico
general (Long-Smith C. et al., 2020).

Por ultimo, como terapia se usa un método cada vez mas popular de modificacién del

microbioma que es la transplantacion de microbiota fecal (TMF). Este tratamiento implica la



transferencia de microbiota intestinal de un individuo "sano" a uno que tiene un microbioma
intestinal "enfermo", generalmente con el objetivo de corregir la disbiosis en el receptor
(Matheson J.-A. T. et Holsinger R. M. D., 2023). El TMF es un procedimiento relativamente
seguro, y es posible curar casi todas las complicaciones del TMF sdlo con terapia antibidtica

(Trichka J. et al., 2021).

2.3.2.2. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La suplementacidn con las cepas probidticas de bifidobacterias y lactobacilos producen
vitaminas y moléculas bioactivas como antioxidantes, que desempefian un papel importante
en la patologia de Parkinson (Wang Y. et al., 2022). La administracion de SLAB51, una nueva
formulacion probidtica, fue capaz de aumentar la viabilidad celular mediante la reduccién del
estrés oxidativo y la muerte neuronal en un modelo humano in vitro, asi como de revertir los
déficits fenotipicos en el comportamiento motor cuando se administré a un modelo de EP en
roedores (Liu L. et al., 2022). Por otra parte, se ha descrito como el metabolito bacteriano R-
hidroxibutirato disminuye la agregacion de alfa-sinucleina de una manera dependiente de los
factores de transcripcion reguladores del envejecimiento DAF-16/FoxO en Caenorhabditis
elegans. Finalmente, la hormona gastrointestinal grelina parece proporcionar proteccién en un
modelo toxico de EP al reducir la pérdida de células dopaminérgicas y proteger la integridad
mitocondrial (Westfall S. et al., 2017).

En pacientes con EP, un simbidtico que contenia probidticos multicepa mas un
prebidtico y leche fermentada mejoraron los sintomas gastrointestinales funcionales, como
estrefiimiento, aumentando significativamente el numero de evacuaciones intestinales
completas (Long-Smith C. et al., 2020; Peterson C. T., 2020). En otros estudios realizados en
humanos, el probidtico multicepa que contiene Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum, Lactobacillus reuteri y Lactobacillus fermentum mejord la inflamacién y pardmetros
metabdlicos; y el probidtico multicepa que contiene Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum, Lactobacillus reuteri, y Lactobacillus fermentum mejord el movimiento y pardmetros
metabdlicos de los pacientes con Parkinson (Peterson C. T., 2020).

En un estudio con ratones C57BL/6, con la administracién de TMF por sonda oral una
vez al dia durante 7 dias y el tratamiento durante 5 dias con inyeccidn intraperitoneal de la
neurotoxina MPTP se observd mejora de la funcion motora, aumento de los
neurotransmisores del sistema nervioso estriado, aumento de las neuronas dopaminérgicas,
reduccion de la neuroinflamacion originada en la glia y aumento de Firmicutes en comparacién
con los controles. Ademas, con cinco semanas de inyeccién de la neurotoxina MPTP seguidas

de la administracion de 14 infusiones de FMT, a nivel neuroldgico, se observé mejoras en las
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pruebas de comportamiento, proteccién contra el dafio neuronal y reduccion de la
neuroinflamacion. En este estudio, a nivel gastrointestinal, se determind la disminucién de la
inflamacién en el intestino, disminucion de Anaerostipes, Bifidobacterium, Turicibacter,
ASF356 y Ruminococcus, y aumento de Blautia (Matheson J-A. T. et Holsinger R. M. D., 2023).
Finalmente, también se ha evaluado la accidon terapéutica del uso de ciertos
antibidticos en la EP. Como ejemplo, el medicamento antibidtico Rifaximina redujo
poblaciones bacterianas potencialmente deletéreas y alivid los sintomas clinicos de la

enfermedad, incluyendo los marcadores séricos de inflamacion (Liu L. et al., 2022).

2.3.2.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La suplementacion con las mezclas probidticas que consisten en Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium breve y otros probidticos en el
tratamiento de la enfermedad del Alzheimer temprana en ratones transgénicos mejoran la
disfuncién cognitiva y reducen el dano cerebral al inhibir la formacién de placa R-amiloide y
alterar la microbiota intestinal (Wang Y. et al., 2022). Ademas, el tratamiento con probidticos
multicepa (Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum vy Bifidobacterium longum) con
selenio, asi como con el probidtico multicepa que contiene Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum y Lactobacillus fermentum, parecen mejorar la
cognicién y pardmetros metabdlicos en ratones modelo (Long-Smith C. et al., 2020; Peterson
C. T.,, 2020). En otro estudio se ha demostrado como el tratamiento con los probidticos
Acetobacter aceti, Acetobacter sp., Lactobacillus delbrueckii delbrueckii, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus fructivorans, Enterococcus faecium, Leuconostoc spp., Lactobacillus
kefiranofaciens, Candida famata y Candida krusei mejora también la cognicién, ademas de los
marcadores de inflamacion sistémica, estrés oxidativo y dafio a las células sanguineas
(Peterson C. T., 2020).

El metabolito bacteriano acido ferulico, un antioxidante de origen vegetal, previene la
toxicidad relacionada con R-amiloide tanto en modelos de EA in vitro como in vivo al inhibir
directamente la agregacién de R-amiloide y la actividad de la R-secretasa. El metabolito
bacteriano R-hidroxibutirato también retrasa la toxicidad. De hecho, el tratamiento oral con
acido ferulico administrado durante seis meses redujo varios fenotipos conductuales tipicos de
EA en ratones al tiempo que redujo la formacién de fibrillas R-amiloide, la escisidon de la
proteina precursora amiloide RB-carboxi-terminal (APP), la neuroinflamacion y el estrés
oxidativo. El metabolito bacteriano acido butirico también tiene un efecto directo sobre las
aferentes vagales, una estimulacion que se ha demostrado en ensayos clinicos que es

beneficiosa para el conocimiento en pacientes con EA. Ademas, se ha descrito en un modelo

11



de rata que tanto el acido butirico como el propidnico redujeron significativamente la
expresion del precursor de la proteina BA4 amiloide, lo que indica los posibles papeles
neuroprotectores contra la EA (Westfall S. et al., 2017).

Por otra parte, en relacién con las hormonas gastrointestinales, la grelina ha sido
implicada en la promocidn de la plasticidad sinaptica y el rescate de los problemas de memoria
en los modelos de Alzheimer. Se demostré que la grelina reduce la acumulacion téxica de R-
amiloide al tiempo que inhibe la respuesta inflamatoria excesiva. Del mismo modo, el
metabolito bacteriano histamina se identificd recientemente como un posible agente
terapéutico contra la enfermedad del Alzheimer. Recientemente se descubrié que la histamina
es un producto del metabolismo microbiano intestinal; géneros como Lactobacillus (como
Lactobacillus reuteri), Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus y Enterococcus spp. tienen el
gen de la histidina descarboxilasa y pueden producir histamina (Westfall S. et al., 2017).

La suplementacién con prebidticos, como los oligosacéridos de quitosano, también
parecen reducir los déficits cognitivos al inhibir el estrés oxidativo y las respuestas
neuroinflamatorias en el modelo de rata de EA inducido por amiloide-B 1-42 (Peterson C. T.,
2020).

En esta enfermedad también se ha analizado el efecto del tratamiento con
trasplantacidon de microbiota fecal (TMF) en modelos murinos. Por ejemplo, siete infusiones
diarias consecutivas administradas por sonda oral causaron la disminucidn del 4rea de placa
amiloide en el modelo de raton 5xFAD. Otro ejemplo seria el tratamiento con antibidticos
durante tres dias antes y TMF administrado por sonda oral diariamente durante 4 semanas en
el modelo de ratén APP/PS1, que mejord los resultados conductuales y redujo las placas AB y
la neuroinflamacién, corrigido las anomalias del microbioma y los niveles del metabolito
bacteriano butirato aumentaron (Matheson J.-A. T. et Holsinger R. M. D., 2023).

Finalmente, se ha demostrado que el tratamiento con antibiéticos disminuye la
amiloidosis y la activacion microglial en un modelo murino de Alzheimer (Trichka J. et al.,

2021).

2.4. ENFERMEDADES PRIONICAS

Las enfermedades pridnicas, o encefalopatias espongiformes transmisibles (EET), son
una clase de enfermedades neurodegenerativas mortales que pueden afectar tanto a los seres
humanos como a algunas especies animales domésticas y en libertad (Yanga D. et al., 2020).
Segun la hipdtesis pridnica, las EET estan causadas por agentes infecciosos conocidos como
priones, que consisten en una forma anémala de la proteina pridnica celular (PrP) asociada a la

enfermedad, denominada PrP¢ (de proteina prion scrapie). Las EET se caracterizan por la
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conversion de las proteinas pridnicas celulares codificadas por el huésped (PrPS) en sus
isoformas patdégenas (PrP*¢), que se acumulan en el sistema nervioso central. El cambio en la
estructura de plegamiento de la proteina conduce a la resistencia caracteristica de la PrP¢
hacia la inactivacién (Béhnlein C. et al., 2012).

Los priones son Unicos entre los agentes infecciosos porque parecen carecer de acido
nucleico y comprenden Gnicamente la proteina PrP¢ (Donaldson D. S. et Mabbott N. A., 2016).
El depdsito de PrP¢ resistente a la proteasa en el cerebro provoca la induccién de astrocitos
reactivos que expresan altos niveles de proteina acida fibrilar glial (GFAP), seguido de una
patologia espongiforme significativa (vacuolacion) tanto en neuronas como en el neuropilo, y
una pérdida neuronal (Bradford B. M.et al., 2017; Trichka J. et al., 2021).

La neurodegeneracion sélo se produce cuando la acumulacién de PrPS¢ se asocia a una
respuesta inmune innata aumentada por parte de la microglia en las mismas regiones
cerebrales. Por tanto, los factores que aumentan la destrucciéon de neuronas por la microglia
pueden aumentar la progresién de la enfermedad priénica del SNC (Bradford B. M.et al.,
2017). Asi, la microglia puede cambiar a un perfil mas proinflamatorio en caso de infeccién por
patdégenos sistémicos o exposicidn a endotoxinas como el LPS bacteriano, que también pueden
potenciar el plegamiento anormal de la PrP recombinante. Estos cambios en el estado
microglial exageran agudamente el deterioro cognitivo, alteran la coordinacién motora vy
aceleran la progresion de la enfermedad pridnica del SNC (Donaldson D. S. et Mabbott N. A,,
2016).

La PrP%¢ aparece inicialmente en las neuronas intestinales y en los tejidos linfoides
asociados al intestino dentro del revestimiento intestinal, incluidas las amigdalas, las placas de
Peyer, el apéndice y los segmentos coldnicos y cecales, junto con los ganglios linfaticos
mesentéricos (Yanga D. et al., 2020). Se ha descubierto que la replicacion temprana de priones
en el intestino es esencial para su propagacién al cerebro y que el epitelio luminal intestinal
también participa en el transporte de PrP>¢ que se inicia en las células M (Donaldson D. S. et
Mabbott N. A, 2016; Yanga D. et al., 2020). Esto sugiere que el agente patdogeno puede causar
trastornos en el entorno intestinal y, por lo tanto, dar lugar a una serie de alteraciones
complejas del metabolismo celular, que pueden intensificar ain mas la infeccién por priones
en el cerebro (Yanga D. et al., 2020)

La microbiota intestinal puede ser otro mecanismo por el que los patdgenos pridnicos
ejercen su efecto (Yanga D. et al. 2020). Por ejemplo, el dafio a la mucosa intestinal mediado
por patégenos gastrointestinales puede exacerbar la patogénesis de la enfermedad al
potenciar la captacién de priones desde el lumen, asi como también puede intensificar la

cantidad de priones vertidos al medio ambiente (Donaldson D. S. et Mabbott N. A., 2016).
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Dentro del conjunto de enfermedades pridnicas, algunas tienen una etiologia
idiopatica, aparentemente surgen espontaneamente en el SNC y pueden tener formas
esporadicas y genéticas, como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) espordadica y la
prionopatia  proteinasa  sensible  variable. Otras, como el sindrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker, la ECJ genética y el insomnio fatal familiar, estan asociadas a
mutaciones dentro del gen PRNP (que codifica PrP¢) que puede predisponer a PrP¢ a plegarse
anormalmente en la isoforma patédgena (Donaldson D. S. et Mabbott N. A., 2016; Trichka J. et
al., 2021). También pueden adquirirse por infeccion con priones exdgenos como la ECJ
iatrogénica por contaminacién médica y quirdrgica (Trichka J. et al.,, 2021). Muchas otras
enfermedades pridnicas se adquieren tras el consumo oral de alimentos contaminados con
priones. Entre ellas se incluyen la tembladera natural de las ovejas o scrapie, la encefalopatia
espongiforme bovina (EEB), la enfermedad debilitante crénica en especies de cérvidos como
los ciervos y los alces, la enfermedad de Kuru en humanos por la ingesta de cerebros
contaminados en practicas de canibalismo y la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
en humanos por el consumo de productos carnicos contaminados procedentes de ganado con

EEB (Donaldson D. S. et Mabbott N. A,, 2016; Trichka J. et al., 2021).

2.5. MICROBIOTA EN ENFERMEDADES PRIONICAS

Hay pocos estudios realizados relativos al cambio y papel de la microbiota en
enfermedades pridnicas.

En un estudio realizado en modelo de raton hembra C57BL/6, se observd que, a nivel
de filo, las Proteobacterias estaban incrementadas en el grupo infectado con priones, mientras
qgue las Saccharibacterias mostraban la tendencia opuesta; ambas pueden estar implicadas en
la inflamacion intestinal y extraintestinal y otras reacciones metabdlicas, que causan cambios
mentales y fisicos e intensifican la enfermedad después de la infeccion por priones. A nivel de
familia, Lactobacillaceae y Helicobacteraceae, aumentaron en el grupo infectado, mientras que
Ruminococcaceae y Prevotellaceae disminuyeron en el grupo infectado (Yang D. et al., 2020).

Un estudio realizado en humanos indica los cambios y el papel de la microbiota
centrandose sdlo en la enfermedad pridnica ECJ y comparando los resultados con el grupo
control. Por un lado, los filos Alphaproteobacteria y Proteobacteria, asi como su familia
Succinivibrionaceae y género Succinivibrio, mostraron un aumento de su abundancia y se
asociaron positivamente con demencia clinica. El filo Actinobacteria, cuyo papel exacto en la
enfermedad pridnica todavia se desconoce, aumento significativamente; asimismo, el
aumento de su familia Bifidobacteriaceae puede producir un exceso de butirato, el cual induce

la apoptosis del epitelio intestinal aumentando la permeabilidad intestinal. Al igual que los
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anteriores, el filo Fusobacteria también aumento significativamente, asi como su clase
Fusobacteria, la familia Fusobacteriaceae y el género Fusobacterium. El filo Fusobacteria
induce inflamacion sistémica, que puede acelerar la enfermedad pridnica a través del cambio
de las células de la microglia hacia un perfil mas proinflamatorio, y mediante las células M,
cuya densidad aumenta significativamente conduciendo a un aumento de la transferencia de
priones. Por otra lado, dentro del filo Firmicutes, disminuyé la abundancia de su clase
Negativicutes y de los géneros Roseburia, Holdemanella y Lachnospiraceae_ND3007. lLa
disminucién de la abundancia del filo Firmicutes puede causar una escasez de acidos grasos de
cadena corta (AGCC), producidos por este filo, provocando asi la desregulacion tanto de las

células microgliales cerebrales como de la permeabilidad intestinal (Guo Y. et al., 2022).

2.6. SCRAPIE Y LA RESISTENCIA DEL PRION

En esta enfermedad pridnica natural que afecta a ovino y caprino, Unicamente se ha
estudiado la resistencia del prion en el sistema digestivo, pero no se han desarrollado estudios
de microbiota o microbioma.

En estudios in vitro con fluidos del tracto alimentario de ovinos, se ha observado la
degradacién proteolitica de PrPS¢ hasta niveles inmunoquimicamente indetectables (Scherbel
C. et al.,, 2007). Esta degradacidn ocurre mediante la accidon de proteasas extracelulares como
por ejemplo proteinasa K (PK) y subtilisina de Bacillus licheniformis, de Streptomyces y de
procariotas terméfilos anaerdbicos como Thermococcus, Thermosipho, Thermoanaerobacter.
Ademas, se ha evidenciado esta degradacion por algunas bacterias transmitidas por los
alimentos y bacterias grampositivas resistentes a antibidticos, asi como por hongos vy
protozoos (Scherbel C. et al., 2006; Scherbel C. et al., 2007; Huang H. et al., 2010).

Por otro lado, a pesar de estos experimentos en los que parece que la microbiota
ruminal e intestinal degrada la PrP%S, la deteccidn de priones en las heces de ovejas infectadas
naturalmente con scrapie sugiere que la PrP% sobrevive a los procesos de digestidn
gastrointestinal en rumiantes (Bohnlein C. et al., 2012). Entre las posibles explicaciones de esta
supervivencia se incluyen la resistencia de PrP¢ a enzimas proteoliticas como la tripsina, la
proteasa V8 y la pepsina (Scherbel C. et al., 2006); la presencia de inhibidores de proteasas
extracelulares; y una concentracion elevada de proteinas totales que impide a la PK producir el
cambio caracteristico en el peso molecular asociado con la pérdida de la regién N-terminal de
la PrP observada para la PrPS¢. También se sefiala la resistencia de los péptidos que contienen
prolina, especialmente las secuencias Lys-Pro y Pro-Lys, y/o de los péptidos hidréfobos a la
degradaciéon ruminal, lo que impide la hidrdlisis de la PrP¢ por las proteasas de la microbiota

ruminal, posiblemente por la naturaleza peculiar del plegamiento de la PrP>¢ (Nicholson E.M.
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et al., 2007). Ademas, se menciona como posible causa la presencia de antibidticos que alteran
la fermentacién ruminal (Scherbel C. et al., 2006).

La infectividad generalmente estd relacionada con la presencia de la proteina pridnica
asociada a la enfermedad (PrP%). Por ejemplo, tras la degradacién por parte de la microflora
gastrointestinal del cerebro de hamster infectado con priones, se mantuvo una infectividad
pridnica residual significativa (Scherbel C. et al., 2007); mientras que la infectividad de Prpc
pudo ser reducida por la enzima subtilisina termoestable (Huang H. et al., 2010). Respecto a la

PS¢ resistente a la proteinasa K, se ha llegado a cuestionar su relacién con la

presencia de Pr
infectividad, ya que en algunos experimentos que hacian desaparecer la resistencia a la PK, no
disminuyeron la infectividad de PrP*¢. Como posibles explicaciones los autores argumentaron
que la infectividad es causada por subfracciones de PrP infecciosa no detectables mediante
inmunotransferencia (método utilizado para determinar la resistencia a PK), o bien es causada
por moléculas o estructuras distintas a la PrP (Scherbel C. et al., 2007).

Como conclusidn, la degradacién de PrP¢ por parte de la microbiota no parece

proporcionar ninguna proteccién relevante contra una infeccién de scrapie ovino (Nicholson

E.M. et al., 2007).
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las alteraciones de la microbiota han sido ampliamente estudiadas en enfermedades
prion-like como la Enfermedad de Alzheimer y la Enfermedad de Parkinson. Sin embargo, estos
estudios son muy escasos en las enfermedades pridnicas. El grupo en el que he realizado este
TFG se planted la realizacion de un estudio de la microbiota en estas enfermedades utilizando
el ovino infectado de forma natural con scrapie. En este estudio se analizé un estudio

metagendmico de la microbiota en heces de ovino con scrapie y ovino control.

Con estos antecedentes, en este TFG nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Realizar una revision bibliografica de las implicaciones del eje intestino cerebro en la
patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas prion-like.

2. Revisar los estudios de microbiota realizados hasta el momento en enfermedades
pridnicas.

3. Valorar, a partir de los resultados de un analisis de microbiota en heces de ovino con
scrapie, la composicién de la microbiota intestinal en las ovejas control y con scrapie y

analizar posibles diferencias.
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4. METODOLOGIA

4.1. REVISION BIBLIOGRAFICA

Se llevé a cabo una revisién exhaustiva de la literatura cientifica utilizando bases de
datos PubMed y Google Scholar. Esta revisidn bibliografica se centré en recopilar informacion
relevante sobre las enfermedades prion-like, el eje intestino-cerebro y su relacion con la
patogenia y diagndstico de estas enfermedades. Ademas, se revisé la informacion relativa a
scrapie y otras enfermedades pridnicas.

Las palabras clave utilizadas en esta busqueda fueron: gut-brain axis, microbiota,
neurodegenerative diseases, prion-like, scrapie, diagnostic, therapeutic, dysbiosis, treatment,

prion, ruminants, fatty acids.

4.2. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS DE SECUENCIACION

En este estudio, se llevé a cabo un andlisis detallado e interpretacién de los resultados
obtenidos a partir del estudio de la microbiota intestinal en ovinos afectados por scrapie y
ovinos control.

La toma de muestra de heces se realizdé en el marco del proyecto de investigacion
PI17/21 aprobado por la Comisién Etica Asesora para la experimentacién animal de la
Universidad de Zaragoza. Se tomdé muestra de heces de 10 ovejas con scrapie y 10 ovejas
control.

La técnica utilizada para el estudio de la microbiota consistié en la extraccién de DNA
de las heces, amplificacién de fragmentos del gen que codifica para el 16S RNA ribosomal y
secuenciaciéon de los amplicones mediante técnicas de secuenciacion masiva. Esta
secuenciacion se llevé a cabo en la empresa Novogene. En esta empresa también se realizaron
los estudios bioinformaticos pertinentes para la identificacion bacteriana y comparacion de la
microbiota de animales con scrapie y control.

La interpretacidén de estos resultados se ha realizado comparando los mismos con la
literatura cientifica relevante y con los estudios realizados en las enfermedades “prion-like”,
con el fin de identificar posibles relaciones entre las alteraciones en la microbiota intestinal y

la patogénesis de la enfermedad.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. COMPOSICION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN LAS OVEJAS CONTROL Y CON SCRAPIE

A nivel de filo, Firmicutes y Bacteroidetes fueron los filos predominantes;
Verrucomicrobia, Euryarcheota, Proteobacteria, Fibrobacteres, Actinobacteria,
Kiritimatiellaeota, Spirochaetes, Acidobacteria también se encuentran presentes, pero su
abundancia es menor (FIGURA 1A). Dentro del filo Firmicutes, Ruminococcaceae es la familia
mas abundante, seguida de las familias Lachnospiraceae y Christensenellaceae. Otras familias
también presentes aunque menos abundantes son Fibrobacteraceae, Rikenellaceae,
Bacteroidaceae, Muribaculaceae y Prevotellaceae, pertenecientes todas ella al filo
Bacteroidetes. Las familias Akkermansiaceae dentro del filo Verrucomicrobia vy
Methanobacteriaceae dentro del Filo Euryarcheota, también estan presentes (FIGURA 1C).
Rumincoccaceae_UCG-010 y Rumincoccaceae_UCG-005 son los géneros mas abundantes
presentes en la microbiota intestinal de las ovejas control y con Scrapie; también destacan la
presencia de Akkermansia, Christensenellaceae_R-7_group, Bacteroides,
Rikenellaceae_RC9 _gut group, Methanobrevibacter, Fibrobacter,

Eubacterium_coprostanoligenes_group y Methanocorpusculum (FIGURA 1B).
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FIGURA 1. Abundancia relativa de taxones en (A) el filo, (B) el género y (C) la familia, para los

grupos Scrapie (Sc) y Control (C).

5.2. ALFA Y BETA DIVERSIDAD

La diversidad alfa es un método de andlisis que se utiliza para medir la diversidad

dentro de una muestra o grupo y permite identificar el nUmero de taxones diferentes dentro
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de cada muestra o grupo por separado. Cuando hablamos de diversidad alfa, nos fijamos en
dos parametros: riqueza de especies, que es un recuento del nimero de especies diferentes
presentes en una muestra o grupo y no tiene en cuenta la abundancia de las especies ni sus
distribuciones relativas, y uniformidad de las especies, que mide la abundancia relativa de las
diferentes especies que componen la riqueza (CosmosID-HUB Microbiome, 2023).

Para comparar la diversidad bacteriana dentro de los grupos, evaluamos cuatro indices
de diversidad:

e Especies observadas: indica riqueza o cuenta el nimero de taxones diferentes
gue se observan en una muestra a un nivel taxondmico determinado,
normalmente especies (Castro Nallar E., 2020; Lynch D., 2024).

e indice de Simpson: se utiliza para calcular una medida de diversidad teniendo
en cuenta el nimero de taxones y la abundancia, y da mas peso a las especies
comunes o dominantes lo que significa que unas pocas especies raras con solo
unos pocos representantes no afectaran la diversidad de la muestra.

¢ indice de Shannon: resume la diversidad de la poblacién asumiendo que todas
las especies estan representadas en una muestra y que se muestrean al azar, y
el indice aumenta a medida que aumenta tanto la riqueza como la
uniformidad de la comunidad (CosmosID-HUB Microbiome, 2023).

e indice de Chaol: es un estimador no paramétrico de la riqueza de especies,
supone que las especies raras llevan informacion sobre el nimero de especies
no observadas y asume implicitamente que todos los taxones tienen la misma
probabilidad de ser observados (Lahti L., s.f.).

Para representar cada uno de estos indices (FIGURA 2) se utiliza un diagrama de caja
(en inglés boxplot), que es un grafico que proporciona un resumen conciso y comprensible de
conjuntos de datos potencialmente grandes. Sirven como una forma sencilla de visualizar la
distribucidon estadistica y la dispersion de los valores en el conjunto de datos, y también
muestra los valores atipicos (APEXCHARTS, s.f.; Numeracy, Maths and Statistics - Academic
Skills Kit, s.f.). En el eje Y se representan los valores de los indices de diversidad alfa y en el eje
X se representan las variables analizadas, que en nuestro caso se corresponden con los grupos
Scrapie (Sc) y Control (C). Un boxplot estd compuesto por la linea que divide el cuadro en dos y
que representa el valor de la mediana. Esto muestra que el 50% de los datos se encuentran en
la parte superior del valor de la mediana y el 50% en la parte inferior del valor de la mediana;
el borde inferior de la caja representa cuartil inferior, que representa el 25% de los valores mas
inferiores; el borde superior del cuadro muestra el cuartil superior, que representa el 25% de

los valores mas superiores; los valores en los que se detienen las lineas verticales, que son los
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valores de los valores superior e inferior de los datos; y los puntos individuales del diagrama
gue muestran los valores atipicos (Numeracy, Maths and Statistics - Academic Skills Kit, s.f.).
Ademas, se realizaron las pruebas t-test y Wilcox test para analizar estadisticamente las
diferencias significativas entre el grupo control (C) y el grupo Scrapie (Sc) para cada uno de los
indices de diversidad alfa. El valor de p de las pruebas t-test y Wilcox test de los indices
especies observadas (WILCOXON test p = 1), Simpson (WILCOXON test p = 0,05511), Shannon
(WILCOXON test p = 0,1051) y chaol (WILCOXON test p = 0,9118) indican que no se observan

diferencias significativas entre los dos grupos.
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FIGURA 2. indices de diversidad alfa, (A) especies observadas, (B) indice de Shannon y (C)
indice de Simpson e (D) indice de Chaol, para los grupos Scrapie (Sc) y Control (C) utilizando

datos taxondmicos.

La diversidad beta es una comparacién de muestras o grupos entre si y mide la
distancia o disimilitud entre cada par de muestras, siendo la métrica de entrada la abundancia
relativa de las especies bacterianas, con el fin de reflejar la composicion del microbioma
subyacente en la comunidad (CosmosID-HUB Microbiome, 2024). Para ello, se evalian dos

indices de diversidad:
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e NMDS (de las siglas en ingles Non-Metric Multidimensional Scaling): se trata de
un analisis que nos permite representar graficamente una serie de puntos de
muestreo en funcién de la similitud o disimilitud de la composicion de las
comunidades de esos puntos de muestreo (Alonso-Fernandez A., 2022a).

e Andlisis de similitudes (ANOSIM): prueba no paramétrica para evaluar si la
variacion entre grupos es significativamente mayor que la variacidon dentro de
los grupos, lo que ayuda a evaluar la razonabilidad de la divisién de grupos.

En la FIGURA 3A de NMDS, el eje NMDS1 se corresponde a la disimilitud observada y el
eje NMDS2 es la distancia de ordenacién. Estos ejes son ortogonales, es decir, son no
correlacionados al no tener factores en comun. La ordenacién de las muestras utiliza el orden
relativo de las distancias entre muestras y no los valores absolutos de los coeficientes de
similitud. Esto significa que, si la muestra 1 es mas parecida a la 2 que a la 3 entonces se
localizard mas cercana a la muestra 2 que a la 3, sin embargo, esa diferencias entre distancias
no necesariamente tendrd la dimension exacta. Por eso la representacion grafica del NMDS
sufre menos distorsiones respecto a las distancias reales. Ademas, en NMDS, el valor de estrés
(stress) nos indica la cantidad de varianza que no se ajustd y cuanto mas bajo es este valor de
estrés, mayor varianza se explica. Las ordenaciones con estrés < 0,2, como en nuestro caso
(stress = 0,131), proporciona una representacién adecuada (Alonso-Fernandez A., 2022b).
Respecto a ANOSIM, al igual que en alfa diversidad, se usa un grafico tipo boxplot para
representar dicho indice. En el analisis ANOSIM, se obtiene el valor de un rango a partir de la
distancia ordenada entre las muestras y se representa en el eje de las Y para cada una de las
variables “Entre grupo” y “Dentro del grupo”, compuesto este ultimo por los grupos Scrapie
(Sc) y Control (C), situadas en el eje de las “X”. En nuestro caso, esta prueba dio un valor de p
gue nos indica que existen diferencias significativas en el grupo Scrapie (Sc) en comparacion

con el Control (C) (p =0,011) (FIGURA 3B).
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FIGURA 3. Diversidad beta de las comunidades bacterianas. (A) Graficos de Escalamiento No-
Métrico Multidimensional (NMDS). Cada punto de datos en el grafico representa una muestra.
La distancia entre los puntos de datos refleja el grado de variacién. Las muestras que
pertenecen al mismo grupo son del mismo color. Cuando el valor del factor de estrés es
inferior a 0,2 (stress = 0,131) se considera que el NMDS es adecuado. (B) Analisis de similitudes
(ANOSIM) evidencia diferencias significativas en el grupo Scrapie (Sc) en comparacién con el

Control (C) (p** = 0,011).

5.3. DIFERENCIAS EN LA ABUNDANCIA BACTERIANA

Analizamos las diferencias en la abundancia de las bacterias presentes a nivel de
filo, familia y género entre el grupo control (C) y el grupo con Scrapie (Sc) mediante el
analisis estadistico t-test. A nivel de filo, se observdé un aumento en la abundancia de
Cyanobacteria (p = 0,001) y Lentisphaerae (p = 0,003) (FIGURA 4A) en los animales con Scrapie
respecto al grupo Control. Las familias cuya abundancia aumenté en el grupo Scrapie respecto
al Control son Lachnospiraceae (p = 0,009), p-251-05 (p = 0,023), Spirochetaceae (p =
0,049), Victivallaceae (p = 0,001) y Barnesiellaceae (p = 0,04); mientras que, disminuyo la
abundancia de Clostridiaceae_1 con una tendencia a la significacion (p = 0,08) (FIGURA
4C). Respecto al género, mostraron un aumento de su abundancia
Ruminococcaceae_UCG-010 (p = 0,010), Treponema_2 (p = 0,045), dgA-11_gut_group (p =
0,004), Paeniclostridium (p = 0,031) y Lachnoclostridiym_10 (p = 0,003) en los animales
con Scrapie comparando con el Control; sin embargo, se observd una disminucién de la
abundancia en Ruminococcaceae_UCG-005 (p = 0,024) y Clostridium_sensu_stricto_1 (p =

0,007) en el grupo Scrapie en comparacion con el Control (FIGURA 4B).
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FIGURA 4. Diferencias en la abundancia bacteriana entre ovino con scrapie y control. Analisis
de la prueba t-test entre los grupos Control (C) y Scrapie (Sc) a nivel de (A) filo, (B) género y (C)
familia. El panel izquierdo representa la abundancia de aquellas especies que muestran una
diferencia significativa entre los grupos. Cada barra representa el valor medio de la abundancia
de la bacteria en cada grupo. El panel derecho es el intervalo de confianza de variacion entre
grupos. La parte mas a la izquierda de cada circulo representa el limite inferior del intervalo de
confianza del 95 %, mientras que la parte mas a la derecha es el limite superior. El centro del
circulo representa la diferencia del valor medio. El color del circulo esta de acuerdo con el
grupo cuyo valor medio es mas alto. El valor mas a la derecha es el valor p de la prueba de t-

test.
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Se realizd un andlisis discriminante lineal del efecto-tamafio (LEfse) para
determinar los géneros que explican una mayor probabilidad de generar diferencias entre
los grupos Scrapie y Control mediante el acoplamiento de pruebas estandar de
significancia estadistica no paramétrica (Acosta M. |., 2021). Las puntuaciones LEfSe
pueden interpretarse como el grado de diferencia constante en la abundancia relativa
entre caracteristicas de los grupos de estudio. En este sentido, el género
Ruminococcaceae_UCG-005 es el que mejor permite diferenciar las comunidades
bacterianas entre animales con Scrapie y los controles. El analisis dio como resultado el
histograma de la abundancia relativa de biomarcadores estadisticamente diferentes entre
los grupos, el histograma de las puntuaciones de LDA y el cladograma. El histograma de
abundancia relativa muestra una menor abundancia de la bacteria del género
Ruminococcaceae_UCG_005 en el grupo Scrapie (Sc) frente al control (C) (FIGURA 5A). El
histograma de las puntuaciones de LDA, que representa la medida en que un biomarcador
puede explicar los fenotipos diferenciadores entre los grupos, nos muestra que
Ruminococcaceae_UCG-005 estd aumentada en el grupo control respecto al grupo con
scrapie con un LDA score (log 10) de 4.0 (FIGURA 5B). En el cladograma, se observa como
el género Ruminococcaceae_UCG-005 tiene mas probabilidad de desarrollar diferencias

dentro del grupo rojo (Control) (FIGURA 5C).

(A) Bacteria.Firmicutes.Clostridia.Clostridiales.Ruminococcaceae.Ruminococcaceae_UCG_005

i,
:__A,.@,\p.isu.l.l.uz:.zz:@-}‘_

i i i i i i i i i i
00 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 45
LDA SCORE (log 10)

26



FIGURA 5. Géneros que generan diferencias en la microbiota de ovino con scrapie y control. (A)
Histograma de abundancia relativa de Ruminococcaceae_ UCG_005 entre los grupos,
mostrando una menor abundancia en el grupo Scrapie respecto al Control. (B) Histograma de
las puntuaciones de LDA que superan el criterio de selecciéon (> 4,0). (C) Cladograma de
taxones, los circulos que irradian del lado interior al lado exterior representan el rango
taxondmico del filo al género o especies. Cada circulo representa un taxdn distinto en el rango
taxondmico correspondiente. El didmetro de cada circulo representa proporcionalmente la
abundancia relativa de cada taxdn. El amarillo significa taxones con diferencias no significativas
entre los grupos. Los taxones (biomarcadores) con diferencias significativas se colorean de
acuerdo con el color del grupo correspondiente. El circulo rojo significa que este taxdn, en
nuestro caso el Ruminococcaceae_UCG_005, tiene mas probabilidad de desarrollar diferencias

dentro del grupo rojo (Control).

5.4. DISCUSION

Entre los filos bacterianos presentes en los rumiantes se encuentran Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria y Fibrobacteres, y también presentes en una pequefia cantidad,
Tenericutes, y Actinobacteria. Entre las familias tipicas en rumiantes se encuentran
Lachnospiraceae, Lactobacillaceae, Porphyromonadaceae, Rikenellaceae,
Neocallimastigomycota, Pasteurellaceae, Prevotellaceae, Ruminococcaceae,
Succinivibrionaceae (Cholewinska P., et al., 2020). Nuestro andlisis concuerda con los filos
encontrados generalmente en los rumiantes, ya que hemos detectado Firmicutes y
Bacteroidetes y en menor cantidad Verrucomicrobia, Euryarcheota, Proteobacteria,
Fibrobacteres, Actinobacteria, Kiritimatiellaeota, Spirochaetes y Acidobacteria. A nivel de
familia, nuestro andlisis también concuerda con las familias bacterianas encontradas en los
rumiantes, ya que en nuestros resultados hemos detectado la presencia de Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae y Christensenellaceae y otras menos predominantes como Fibrobacteraceae,
Rikenellaceae, Bacteroidaceae, Muribaculaceae y Prevotellaceae, Akkermansiaceae vy

Methanobacteriaceae.

A continuacidén, vamos a comparar nuestros resultados con los descritos en la
bibliografia y asi explicar los posibles efectos que esta microbiota podria tener sobre la
enfermedad pridnica scrapie.

En nuestros resultados, hemos visto que la familia Clostridiaceae_1 y el género

Ruminococcaceae_UCG-005 disminuyen. En AD, Clostridiaceae también estd disminuida
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(Miklossy J., 2011). Clostridiaceae_1 y Ruminococcaceae_UCG-005 estan implicadas en la
actividad celulolitica, por lo que si estas bacterias disminuyen, disminuye la actividad
celulolitica (Liu G. et al., 2019; Rossi Leticia E., 2020; Liao R. et al., 2021). La disminucién de la
actividad celulolitica hace que la disponibilidad de los AGCC se vea disminuida. Esta
disminucién podria afectar negativamente la actividad microglial y promover la enfermedad
pridnica (D’Argenio V. et Sarnataro D., 2019; Liao R. et al., 2021). Ademads, en nuestros
resultados, hemos visto que el género Clostridium_sensu_stricto disminuye. Esta bacteria es
productora de AGCC, por lo que la disminucién de esta bacteria disminuye los AGCC (Castro-
Ramos J. J. et al.,, 2022). Se ha descrito que la disminucién del AGCC butirato afecta a la
homeostasis microglial negativamente y a la regulacidon de la permeabilidad de la mucosa
intestinal y, por lo tanto, estd involucrado en la respuesta inflamatoria (D’Argenio V. et
Sarnataro D., 2019; Liao R. et al., 2021), por lo que también podria contribuir a la patogenia de
scrapie.

Por otra parte, hemos visto que aumentan las familias Lachnospiraceae y
Spirochaetaceae y los géneros Lachnosclostridium_10 y Ruminococcaceae_UCG-010. De forma
similar a lo observado en nuestro estudio, se ha observado un aumento de las familias
Lachnospiraceae y Ruminococcaceae en pacientes con PD (Heravi F. S. et al., 2023). Por otra
parte, algunas espiroquetas se han asociado con la enfermedad de Alzheimer. Las
espiroquetas pueden invadir el cerebro y generar infecciones latentes y persistentes. Ademas
de por via hematdgena, las espiroquetas pueden diseminarse por via linfatica y a lo largo de
las fibras nerviosas (Miklossy J.,, 2011). Lachnospiraceae, Spirochaetaceae,
Lachnosclostridium_10 y Ruminococcaceae_UCG-010 tienen actividad celulolitica y degradan
los polisacaridos complejos a AGCC, sobre todo butirato (Ozbayram E. G. et al., 2017; Edwards
J. E. et al,, 2020; Qian W. et al., 2017; Liao R. et al., 2021; Zhang K. et al., 2021; Zhang X. et al.,
2022). La alteracién en la regulacién de la produccidon de AGCC podria tener impacto en el eje
intestino-cerebro y contribuir a la neuroinflamacién y la progresién de la enfermedad, al igual
que sucede en PD (Heravi F. S. et al., 2023). Sin embargo, en la EA, el aumento de la
abundancia de Lachnospiraceae y su producciéon de AGCC se asocia con una disminucioén de los
biomarcadores de permeabilidad intestinal e inflamacién (Heravi F. S. et al., 2023).

Lachnospiraceae ademas es productora del acido graso saturado (AGS) 18:0 mediante
el mecanismo de biohidrogenacién (Belenguer A. et al., 2010). El contenido en este tipo de
AGS esta incrementado en cerebros de ovino con scrapie (Rosa A. et al, 2013). Por lo que, el
aumento de Lachnospiraceae conduce a un aumento de los AGS cerebrales, que podria
producir una alteracion en las balsas lipidicas, microdominios de membrana especializados

caracterizados por un alto contenido de esfingolipidos, colesterol y acidos grasos saturados,
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gue sirven como centros organizadores para el trafico de membrana y proteinas de membrana
y son importantes para las vias de diferenciacidon y supervivencia en las neuronas. Estos
microdominios comprenden un agrupamiento altamente dindmico de proteinas y lipidos que
desempefan un papel central en la transduccion de sefales y la comunicacién intercelular
(Agostini F. et al., 2013; Rosa A. et al., 2013). Dichas balsas en las ovejas afectadas por scrapie
cambian hacia un estado viscoso que afecta a sus propiedades termodinamicas, la
organizacion espacial y la transduccidn de sefiales (Rosa A. et al., 2013).

También, Ruminococcaceae_UCG-005 y Ruminococcaceae_UCG-010 se consideran
potencialmente beneficiosas que pueden regular el entorno interno del intestino y estan
relacionadas con la regulaciéon inmune y la homeostasis saludable (Zhang X. et al., 2022). Pero
esto puede encontrarse afectado debido a la disminucion de Ruminococcaceae_UCG-005. Sin
embargo, al producirse esa situacidon negativa para el intestino, Ruminococcaceae_UCG-010
aumenta en un intento de equilibrar dicha situacién.

Por ultimo, Spirochaetaceae, debido a su forma de espiral, también tiene la capacidad
de separar las células intestinales, rompiendo la integridad de la pared intestinal y permitiendo
el paso de sustancias que normalmente no deberian pasar; por lo que el aumento de esta
bacteria lo podria intensificar facilitando el paso de los proteinas pridnicas (Campbell-McBride

N., 2009).
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6. CONCLUSIONES

A partir del analisis de resultados y la bibliografia consultada podemos extraer las siguientes

conclusiones:

Por primera vez se describen alteraciones en la microbiota intestinal de un modelo
natural de enfermedad pridnica, el ovino con scrapie, sugiriendo la relevancia del eje
intestino-cerebro también en estas patologias.

En las enfermedades pridnicas se producen alteraciones similares a las descritas en
otras enfermedades neurodegenerativas prion-like.

La variaciéon en la composiciéon de la microbiota, especialmente el aumento de
Lachnospiraceae, Spirochaetaceae y Lachnosclostridium_10 y la disminucién de
Clostridiaceae_1 podria influir sobre la patogenia de la enfermedad.

La variacion de Clostridium_sensu_stricto podria estar agravando la enfermedad por la
alteracion del metabolismo de los AGCC.

El aumento de Ruminococcaceae_UCG-010 podria paliar en parte los efectos

perjudiciales de Ruminococcaceae_UCG-005

From the analysis of the results and the bibliography consulted, we can draw the following

conclusions:

For the first time, alterations in the gut microbiota of a natural model of prion disease,
sheep with scrapie, are described, suggesting the relevance of the gut-brain axis also in
these pathologies.

Prion diseases produce alterations similar to those described in other prion-like
neurodegenerative diseases.

Variation in the composition of the microbiota, especially the increase in
Lachnospiraceae, Spirochaetaceae and Lachnosclostridium_10 and the decrease in
Clostridiaceae_1 could influence the pathogenesis of the disease.

The variation in Clostridium_sensu_stricto could be aggravating the disease by altering
the metabolism of SCFAs.

The increase in Ruminococcaceae UCG-010 could partly mitigate the detrimental

effects of Ruminococcaceae UCG-005.
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7. VALORACION PERSONAL

La eleccion de este TFG fue, por una parte, porque al estar esta facultad tan
involucrada en las enfermedades pridnicas hizo que este tema me resultara atractivo para
indagar. Por otra parte, fue por temas personales ya que conozco a personas cercanas y
qgueridas que tuvieron y tienen estas enfermedades neurodegenerativas y me ha servido de

ayuda para hacer este TFG con aln mas fuerzas y ganas.

Mis aprendizajes han sido sobre todo el darme cuenta de lo conectado que esta todo
el cuerpo tanto en humanos como en animales y de la importancia de diagnosticar y tratar
teniendo en cuenta el conjunto de areas y como he dicho la totalidad del organismo. También,
me he dado cuenta que es necesaria mas investigacion en torno a estas enfermedades
pridnicas y prion-like para determinar con exactitud los efectos reales de la microbiota y dejen

de ser meras hipdtesis en dichas enfermedades.

Gracias por las fuerzas y ganas, abuela.
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