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DESCRIPCION
Lactobacillus reuteri mm4-1a para usar en el tratamiento o la prevencion de trastornos del espectro autista
Campo técnico

La divulgacién se refiere al menos a los campos de biologia celular, biologia molecular, bioguimica, neurologia,
conducta, gastroenterologia y medicina.

Antecedentes

Hallazgos recientes indican que la exposicion intrauterina a la obesidad materna repercute negativamente en la
organizacion y maduracion de los circuitos neuronales necesarios para el desarrollo de la salud mental del nifio. De
hecho, la obesidad materna y/o las dietas maternas poco saludables aumentan significativamente el riesgo de
trastornos del neurodesarrollo, incluyendo el Trastorno del Espectro Autista (TEA) en nifios (Bolton y Bilbo, 2014;
Connolly et al., 2016; Krakowiak et al., 2012; Sullivan et al., 2014). Dado el aumento concomitante de la prevalencia
tanto de la obesidad (Skinner y Skelton, 2014) como del TEA (Zablotsky et al., 2015), resulta Gtil comprender la relacion
entre ambos.

La cantidad y el tipo de macronutrientes de la dieta influyen mucho en la microbiota intestinal (Tremaroli y Backhed,
2012), que consiste en una vasta comunidad bacteriana que reside en la parte inferior del intestino y vive en una
relacion simbiotica con el hospedador. Por lo tanto, la obesidad materna se asocia con alteraciones en el microbioma
intestinal de las crias tanto en primates humanos como no humanos (Galley et al., 2014; Ma et al., 2014). Ademas, los
individuos con TEA suelen presentar conjuntamente trastornos de la conducta, problemas gastrointestinales y disbiosis
de la microbiota intestinal (Kohane et al., 2012; Mayer et al., 2014; Parracho et al., 2005). Dada la gran cantidad de
bibliografia preclinica que apoya la nocion de que un sistema de comunicacién bidireccional entre el intestino y el
cerebro, conocido como eje intestino-cerebro, vincula las actividades intestinales y cerebrales (Cryan y Dinan, 2012;
Mayer et al., 2015), se ha especulado que los cambios en el microbioma intestinal pueden dar lugar al TEA y a
trastornos neuroconductuales relacionados (Mayer et al., 2014). Sin embargo, aln se desconoce como los cambios
en las bacterias que habitan en nuestro intestino podrian influir en el desarrollo y la funcién del cerebro en el TEA.

La presente divulgacién satisface una necesidad largamente percibida en la técnica de el tratamiento de trastornos
neuroldégicos y neuroconductuales.

El documento US 2014/363410 se refiere al uso de Lactobacillus reuteri DSM 17938 para fomentar el establecimiento
de una funcién cognitiva sana y normal en mamiferos jévenes.

Breve sumario

La invencion se define mediante las reivindicaciones. En particular, la invencion proporciona una formulaciéon que
comprende Lactobacillus reuteri MM4-1A (ATCC-PTA-6475) y/o un extracto o fraccion bioactiva del mismo para usar
en un método de tratamiento o prevencion de una o mas deficiencias en la conducta social en un individuo con trastorno
del espectro autista, que comprende las etapas de proporcionar al individuo y/o a la madre durante la gestacion del
individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de la formulacion.

En el presente documento se divulgan métodos y composiciones para el tratamiento y/o la prevencién de una afeccién
médica en la que al menos un sintoma es una deficiencia en la conducta social o en donde la afeccién es un trastorno
del neurodesarrollo, psiquiatrico y neurodegenerativo. Aunque cualquier afeccion médica que presente una deficiencia
en la conducta social esta englobada por la divulgacién, en aspectos especificos, la afeccion médica es un trastorno
del desarrollo, incluyendo un trastorno del neurodesarrollo.

El individuo puede tener una conducta social deteriorada de cualquier tipo. En la invencién, el trastorno del
neurodesarrollo es el trastorno del espectro autista (TEA), ya sea causado por factores ambientales (dieta, infeccion
por patdgenos, exposicion a toxinas, pesticidas, etc.) o genéticos (mutaciones en genes asociados al TEA y a otros
trastornos neurologicos), la edad paterna/materna y la prematuridad, o cualquier combinacion de estos factores. En
realizaciones especificas, el individuo es hijo de una madre obesa, con sobrepeso y/o que sigue una dieta rica en
grasas, sufre una activacion inmunoldgica durante el embarazo, aunque en algunos casos el individuo nacié de una
madre que no era obesa, sin sobrepeso y/o que no seguia una dieta rica en grasas. En otros casos, el individuo (madre
0 progenitor) es portador de mutaciones asociadas a trastornos del neurodesarrollo. En otros casos, la madre o el
individuo presentan una microbiota intestinal alterada 0 muestran una alteracion en los niveles de oxitocina.

En aspectos particulares, un individuo que necesita tratamiento y/o prevencion de una deficiencia en la conducta
social, del neurodesarrollo, trastornos psiquiatricos y neurodegenerativos de cualquier causa recibe una cantidad
eficaz de una 0 més especies de bacterias para tratar y/o prevenir una o mas deficiencias de la conducta social. En
algunos aspectos, el tratamiento consigue mejorar la deficiencia en la conducta social y, en aspectos especificos,
consigue mejorar la deficiencia en la conducta social hasta situarla dentro de un espectro normal.
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Ciertos aspectos de la divulgacion proporcionan la modificacion del microbioma intestinal de un individuo para mejorar
una o mas deficiencias en la conducta social, el neurodesarrollo y/o trastornos psiquiatricos en el individuo. Otros
aspectos de la divulgacion proporcionan la modificacion del microbioma intestinal de un individuo para mejorar un
trastorno del neurodesarrollo en un individuo. En casos especificos, se altera el nivel de al menos un microbio del
microbioma intestinal para mejorar una o mas deficiencias de la conducta social. En algunos casos, el individuo puede
ser hijo o no de una madre obesa, con sobrepeso y/o que seguia una dieta rica en grasas. En aspectos especificos,
la bacteria es del género Lactobacillus. En otros aspectos, el individuo es portador de una mutacién o mutaciones
asociadas a trastornos del neurodesarrollo. En aspectos particulares, la especie de Lactobacillus es L. reuteri, y el L.
reuteri puede suministrarse como una sola especie o como una de miltiples especies de bacterias no patdgenas. En
la invencidn, la especie de Lactobacillus es L. reuteri MM4-1A (ATCC-PTA-6475). El individuo cuya madre o padre es
obeso, con sobrepeso y/o que sigue una dieta rica en grasas, o un individuo portador de mutaciones asociadas a
trastornos del neurodesarrollo, puede recibir una cantidad eficaz de L. reuteri antes y/o después de nacer. En algunos
casos, una hembra embarazada puede recibir una cantidad eficaz de L. reuteri, a saber, L. reuteri MM4-1A (ATCC-
PTA-6475), y en dichos casos, su crias pueden recibir una cantidad eficaz de L. reuteri MM4-1A (ATCC-PTA-6475)
antes y/o después de nacer. Un feto puede tener una mejora del microbioma intestinal al recibir una o mas bacterias
de la madre, por ejemplo, a través de la placenta y/o de la circulaciéon sanguinea.

Las realizaciones de la divulgacion prevén que la reconstitucion especifica del microbioma invierte las deficiencias
sinapticas inducidas por la dieta materna ademas o alternativamente a las deficiencias de la conducta social en las
crias. Puede tratarse de un parto Unico o de un parto multiple. El individuo puede ser de cualquier raza o género, y la
madre puede tener cualquier edad, raza o género.

En una realizacion se proporciona una formulacion que comprende Lactobacillus reuteri MM4-1A (ATCC-PTA-6475)
para usar en un método de tratamiento o prevencién de una o mas deficiencias en la conducta social en un individuo
con trastorno del espectro autista, que comprende las etapas de proporcionar al individuo y/o a la madre durante la
gestacion del individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de la formulacion. En una realizacion especifica, al
proporcionar la formulacién al individuo, la madre del individuo era obesa, con sobrepeso y/o con una dieta rica en
grasas durante el embarazo del individuo. En algunas realizaciones, se proporciona una formulacion a la madre
durante la gestacion del individuo. En realizaciones especificas, la deficiencia en la conducta social comprende una
sociabilidad deteriorada, preferencia por la novedad social, dificultad en el uso social de la comunicacion verbal y no
verbal, o una combinacién de las mismas. El individuo tiene un trastorno del espectro autista. En algunas realizaciones
de la invencion, el método comprende ademas la etapa de identificar que la madre es o era obesa, con sobrepeso y/o
con una dieta rica en grasas durante el embarazo del individuo, y en donde la formulacién se administra al individuo o
a la madre intencionadamente para tratar o prevenir la deficiencia en la conducta social en el individuo. En casos
especificos, el individuo que ha nacido o esta siendo gestado por una madre que es o era obesa, con sobrepeso y/o
con una dieta rica en grasas puede ser reconocido especificamente como necesitado de tratamiento con Lactobacillus,
tal como L. reuteri. En ciertos aspectos, se administra a la madre y/o al nifio Lactobacillus para el tratamiento, pero el
Lactobacillus no es L. acidophilus en forma de yogur.

Cualquier formulacién para usar en la invencién puede comprender una especie bacteriana adicional o una levadura.

También se describe en el presente documento el tratamiento o la prevencién de uno o mas trastornos en los que el
sistema oxitocinérgico es disfuncional. También se describe en el presente documento la prevencion o el tratamiento
de una o mas afecciones en las que el sistema dopaminérgico y de recompensa estan suplantados o son
disfuncionales.

Breve descripcion de los dibujos

FIGS. 1A-1J: Deficiencias sociales y disbiosis de la microbiota intestinal en crias MHFD. FIG. 1A, Esquema
del régimen alimentario materno y de crianza. FIG. 1B, Esquema de la tarea de interaccién social reciproca. FIGS.
1C-1D, Las crias MHFD mostraron una interaccion reciproca reducida (1C, P<0,0001, t=7,90; D, P<0,001, t=5,89).
FIG. 1E, Esquema de la tarea de interaccion social de tres camaras. FIGS. 1F-1G, En el ensayo de sociabilidad,
las crias MRD pasaron mas tiempo interactuando con un raton que con una jaula de hilo metdlico vacia (FIG. 1F,
P<0,0001, t=8,817), mientras que las crias MHFD no mostraron ninguna preferencia por el raton (FIG. 1F, P=0,48,
t=1,19; Efecto de la dieta materna F1,52=6,08, P<0,05). En la prueba de novedad social, a diferencia de las crias
MRD (FIG. 1G, P<0,0001, t=6,68), las crias MHFD no tenian preferencia por interactuar con un ratén nuevo frente
a uno conocido (FIG. 1G, P=0,086, t=2,08; Efecto de la dieta materna F1,52=34,96, P<0,0001). FIGS. 1H-1l,
Actividad exploratoria representativa de las crias MRD (FIG. 1H ) y MHFD (FIG. 11) en la prueba de tres camaras.
FIG. 1J, Los analisis de coordenadas principales (PCoA) de las distancias UniFrac no ponderadas del conjunto de
datos promediado de rarefacciones del gen del ARNr 16S (n=1000 rarefacciones; 7617 lecturas/muestra)
mostraron que las muestras MRD se agrupaban por separado de las muestras MHFD (P<0,001, P2=0,37). Los
graficos muestran la media + EEM. Véanse también las FIGS. 8A-8G - 11A-11B.

FIGS. 2A-2G: El alojamiento conjunto de crias MHFD con MRD recupera tanto la disfuncion social como el
perfil filogenético de la microbiota de los ratones MHFD. FIG. 2A, Esquema del experimento de alojamiento
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conjunto. FIG. 2B, Las crias MRD y MHFD fueron destetadas en una de las tres composiciones de jaulas. FIGS.
2C-2G, Tiempo de interaccion social (FIG. 2C, MRD frente a MHFD P<0,001, t=9,30; MRD frente a MHFD alojados
conjuntamente P>0,99, t=0,31; MHFD frente a MHFD alojados conjuntamente P<0,001, t=7,99; P<0,0001,
F3,8=30,51) y la duracién del contacto (FIG. 2D, MRD frente a MHFD P<0,05, t=4,13; MRD frente a MHFD alojados
conjuntamente P>0,99, t=0,46; MHFD frente a MHFD alojados conjuntamente P<0,05, t=4,59; P<0,001, F3,8=9,01)
en la prueba de interaccién reciproca; tiempos de interacciéon social en la sociabilidad (FIG. 2E, MRD P<0,001,
t=4,36; MHFD P>0,99, t=0,078; MRD alojados conjuntamente P<0,0001, t=6,33; MHFD alojados conjuntamente
P<0,001, t=4,78; Efecto de dieta materna/alojamiento/interaccion F3,32=6,13, P<0,01) y pruebas de novedad
social (FIG. 2F, MRD P<0,0001, t=5,12; MHFD P>0,99, t=0,60; MRD alojados conjuntamente P<0,001, t=4,20; MH-
FD alojados conjuntamente P<0,001, t=4,76; Los efectos de dieta materna/alojamiento/interaccion F3,32=4,37,
P<0,01), asi como la agrupacion filogenética basada en UniFrac (FIG. 2G, P<0,001, P2=0,552; n=1000
rarefacciones; 3390 lecturas/muestra), se restablecen, todos, en las crias MHFD alojadas conjuntamente con
ratones MRD. Los gréaficos muestran la media + EEM. Véanse también las FIGS. 12A-12D y las FIGS. 13A-13G.

FIGS. 3A-3L: Microbiota fecal de MRD, pero no de MHFD, las crias mejoran la conducta social del receptor
aséptico (GF). FIGS. 3A-3D, Los ratones GF muestran una interaccion social reciproca reducida (FIG. 3A,
P<0,0001, t=22,73; FIG. 3B, P<0,001, t=11,31) y deficiencias de sociabilidad (FIG. 3C, Control P<0,0001, t=5,30,
GF P>0,99, t=0,39; Efecto principal del grupo F1,24=21,98, P<0,0001) y preferencia por la novedad social (FIG.
3D, Control P<0,01, t=3,64, GF P=0,39, t=1,33; Efecto principal del grupo F1,24=5,29, P<0,05). Esquema del
trasplante de microbiota fecal (FMT) a las cuatro (FIG. 3E) y ocho semanas de edad (FIG. 3F). FIGS. 3G-3H, El
FMT en las crias MRD, pero no MHFD, en el destete restablecid tanto la sociabilidad GF (FIG. 3G, GFMRDCol
P<0,0001, t=6,66; GFMHFD-Col P=0,35, t=1,40; Efecto donante F1,28=32,44, P<0,0001) y la preferencia por la
novedad social (FIG. 3H, GFMRDCol P<0,01, t=3,60; GFMHFDCol P=0,81, t=0,84; Efecto donante F1,28=9,86,
P<0,01). FIGS. 3I-3J, A las ocho semanas, el FMT de donantes MRD o MHFD no consiguié mejorar la sociabilidad
(FIG. 3, GFMRDCol P=0,51, t=1,20; GFMHFDCol P=0,28, t=1,58; Efecto donante F1,12=0,07, P=0,79) ni la
preferencia por la novedad social en los ratones GF (FIG. 3J, GFMRDCol P=0,48, t=1,23; GFMHFDCol P>0,99,
t=0,043; Efecto donante F1,12=0,71, P=0,42). FIGS. 3K-3L, PCoA de las distancias UniFrac no ponderadas
basadas en el conjunto de datos de secuenciacion del gen del ARNr 16S de receptores GF de heces de donantes
MRD o MHFD en cuatro (3K, P=0,001, P2=0,83; n=1000 rarefacciones; 4628 lecturas/muestra) u ocho (3L,
P<0,001, R2=0,77; n=1000 rarefacciones; 4805 lecturas/muestra) semanas de edad. Los graficos muestran la
media + EEM. Véanse también las FIGS. 14A-14H y 15A-15F.

FIGS. 4A-4P: El tratamiento selectivo con Lactobacillus (L.) reuteri restablece las deficiencias sociales y
los niveles de oxitocina en crias MHFD. FIG. 4A, Esquema del tratamiento con L. reuteri. FIGS. 4B,4C, A
diferencia de los medios de resuspension(FIG. 4B, P>0,99, t=1,03; ¢, P>0,99, t=0,40) o L. reuteri termoinactivada
(FIG. 4B, P>0,99, t=1,35; ¢, P>0,99, t=0,21), la administracion de L. reuteri viva en el agua de bebida recuperé la
sociabilidad (FIG. 4B, P<0,0001, t=5,98) y la preferencia por la novedad social (FIG. 4C, P<0,001, t=5,01) en las
crias MHFD (FIG. 4B, Efecto del tratamiento F1,86=87,53, P<0,0001; FIG. 4C, Efecto del tratamiento F1,86=30,24,
P<0,0001). FIGS. 4D-4E, Gréficas de seguimiento representativas que muestran la actividad exploratoria. FIG. 4F,
Imagenes representativas de la inmunorreactividad de la oxitocina de control en diferentes niveles
anteroposteriores del PVN. FIGS. 4G-4J, Inmunorreactividad de la oxitocina en los PVN de crias MRD (FIG. 4G),
MHFD (FIG. 4H), MHFD tratadas con L. reuteri termoinactivada (FIG. 41) y MHFD tratadas con L. reuteri viva (FIG.
4J). FIGS. 4K-4N, El nimero de células inmunorreactivas a la oxitocina (FIG. 4K, P<0,01, t=4,76) y la intensidad
de inmunofluorescencia de la oxitocina (FIG. 4L, P<0,01, t=3,80) se redujeron en los PVN de los ratones MHFD
frente a los MHFD. En los PVN de las crias MRD y MHFD, la inmunorreactividad del nimero de células NeuN (FIG.
4M, P=0,34, t=1,09) y la intensidad de la inmunofluorescencia (FIG. 4N, P=0,79, t=0,28) fueron similares. FIGS.
40-4P, En relacién con el tratamiento con L. reuteritermoinactivada, el tratamiento con L. reuteri viva aumenté
significativamente el nimero de células positivas en oxitocina (FIG. 40, P<0,05, t=2,93) y la intensidad de
inmunofluorescencia de la oxitocina (FIG. 4P, P<0,05, t=3,09) en los PVN de las crias MHFD. UA: unidades
arbitrarias. Los gréficos muestran la media + EEM. Véanse también las FIGS. 16A-16C y las FIGS. 19A-19F.

FIGS. 5A-5L: La interaccion social reciprocay laLTP inducida por la interaccion social en las neuronas DA
del VTA de crias MHFD son restablecidas por L. reuteri. FIG. 5A, Esquema del disefio experimental. FIGS. 5B-
5E, Unicamente la interaccién con un ratén desconocido indujo una LTP en las neuronas DA del VTA de MRD, tal
y como determina el aumento de las relaciones AMPAR/NMDAR (FIGS. 5B,5D, Situacion inicial frente a Familiar
P>0,99, t=0,12, Situacion inicial frente a desconocido P<0,01, t=3,79; Familiar frente a desconocido P<0,05, t=3,03;
5F=8,03, P<0,01). En las crias MH-FD, ni la interaccién reciproca con un desconocido ni con un familiar provocaron
una LTP en las neuronas DA del VTA (FIGS. 5C,5E, Situacion inicial frente a familiar P>0,99, t=0,035, Situacion
inicial frente a desconocido P= 0,64, t=1,30; Familiar frente a desconocido P=0,50, t=1,45; F2,15=1,47, P=0,26).
FIGS. 5F-5G, Mientras que los ratones MRD pasaron mas tiempo interactuando con un raton desconocido que con
un familiar (familiar frente a desconocido; FIG. 5F, P<0,001, t=4,88; FIG. 5G, P<0,0001, t=5,87), los ratones MHFD
no lo hicieron (familiar frente a desconocido; FIG. 5F, P=0,47, t=1,87; FIG. 5G, P=0,40, t=1,96) (FIG. 5F,
F3,19=13,8, P<0,0001; FIG. 5G, F3,19=18,54, P<0,0001). FIGS. 5H-5K, La L. reuteri viva (FIGS. 5H,5J, P<0,01,
t=4,95), pero no termoinactivada (FIGS. 5I1,5K, P=0,84, t=0,20), restableci6 la LTP provocada por interacciones
extrafias en el VTA de las crias MHFD. FIG. 5L, A diferencia de la L. reuteri termoinactivada (MHFD frente a
MHFD+Hk-LrP>0,99, t=0,099), la L. reuteri viva restablecio la interaccién social reciproca (MHFD frente a
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MHFD+LrP<0,05, t=3,24; F2,9=6,45, P<0,05). Los graficos muestran la media + EEM. Véanse también las FIGS.
20A-20C - FIGS. 22A-22D.

FIGS. 6A-6F: La oxitocina restablece la plasticidad del VTA inducida por la interaccidon social y las
deficiencias en la conducta social en las crias MHFD. FIGS. 6A-6B, La administracion intranasal de oxitocina
recuperd la LTP en el VTA de las crias MHFD (FIG. 6B, MHFD+OXT Sola frente a MHFD+OXT Desconocido
P<0,01, t=3,66; MH-FD+Vehiculo Desconocido frente a MHFD+OXT Desconocido P<0,05, t=2,86; F2,15=7,97,
P<0,01). FIGS. 6C-6F, La oxitocina también restablecio la interaccion social reciproca (FIG. 6C, MHFD frente a
MHFD+Vehiculo P=0,55, t=1,46; MHFD frente a MHFD+OXT P<0,05, t=3,62; MHFD+Vehiculo frente a
MHFD+OXT P<0,01, t=4,81; F2,8=12,82, P<0,01; FIG. 6D, MHFD frente a MHFD+Vehiculo P>0,99, t=0,16; MHFD
frente a MHFD+OXT P<0,05, t=4,075; MHFD+Vehiculo frente a MHFD+OXT P<0,05, t=3,94; F2,8=10,97, P<0,01),
sociabilidad (FIG. 6E, MHFD+Vehiculo P>0,99, t=0,44; MHFD+Oxitocina P=0,24, t=1,74; Efecto del tratamiento
F1,8=2,37, P=0,16) y preferencia por la novedad social en las crias MHFD (FIG. 6F, MHFD+Vehiculo P=0,65,
t=1,05; MHFD+Oxitocina P<0,05, t=3,54; Efecto del tratamiento F1,8=10,54, P<0,05). Los graficos muestran la
media + EEM. Véanse también las figuras 22A-22D.

FIG. 7: Especies cuya abundancia esta reducida en la microbiota intestinal de las crias MHFD.

FIGS. 8A-8G: Una dieta rica en grasas aumenta el peso de las madres pero no el de las crias, en relacién
con las FIGS. 1A-1J. FIGS. 8A-8B, Los ratones hembra alimentados con una dieta rica en grasas (HFD) mostraron
un aumento de peso >25 % en comparacion con las hembras alimentadas con una dieta normal (RD) tras 8
semanas de dieta (FIG. 8A, P<0,05, t=2,42; FIG. 8B, P<0,01, t=3,90). FIG. 8C, Las hembras alimentadas con HFD
mostraron un aumento de la masa grasa en relacion con las madres alimentadas con RD (FIG. 8C, P<0,0001,
t=5,80). FIGS. 8D-8E, En comparacion con las hembras alimentadas con RD, el tamafio de camada de las
alimentadas con HFD disminuy6 (FIG. 8D, P<0,01, t=3,18) y el tiempo hasta la primera camada aumenté (FIG. 8E,
P<0,05, t=2,26). FIGS. 8F-8G, El peso de las crias no difirié entre las cohortes de la dieta materna ni a las siete-
ocho (FIG.8F, P=0,12, t=1,63) ni a las once-doce semanas de edad (FIG. 8G, P=0,10), t=1,80), el intervalo de edad
durante el que se realizaron las pruebas de conducta. Los graficos muestran la media + EEM.

FIGS. 9A-9D: Comportamientos sociales deteriorados en las crias MHFD, en relacion con las Figuras 1A-
1J. FIGS. 9A-9B, Las crias MHFD mostraron un nimero de contactos reducido (FIG. 9A, P<0,001, t=5,10) y la
frecuencia (FIG. 9B, P<0,01, t=4,73) en la prueba de interaccién social reciproca. FIGS. 9C-9D, En la prueba de
tres camaras, Los ratones MHFD muestran una sociabilidad deteriorada (FIG. 9C, MRD P<0,01, t=3,67, MHFD
P=0,15, t=1,81; Efecto de la dieta materna F1,52=15,00, P<0,001) y preferencia por la novedad social (FIG. 9D,
MRD P<0,001, t=4,28, MHFD P=0,053, t=2,29; Efecto de la dieta materna F1,52=21,53, P<0,0001). Los graficos
muestran la media + EEM.

FIGS. 10A-10F: El microbioma intestinal de las crias MHFD no muestra cambios taxondmicos de alto nivel,
pero se reduce la diversidad bacteriana, en relacién con las FIGS. 1A-1J. FIGS. 10A-10D, La abundancia
relativa de las 10 divisiones mas abundantes, identificadas mediante el analisis del gen del ARNr 16S, no difiri6
significativamente entre las cohortes con dieta materna (FIGS. 10A,10B, Bacteroidetes P=0,50; Firmicutes P=0,94;
Proteobacterias P=0,64; Deferribacteres P=0,91; Actinobacterias P=0,20; Tenericutes P=0,83; Candidate division
TM7 P=0,73; Cianobacterias P=0,97; Verrucomicrobia P=0,38; Fusobacteria sP=0,37) y 6rdenes (FIGS. 10C,10D,
Bacteroidales P=0,67, Erysipelotrichales P=0,32, Clostridiales P=0,32; Deferribacterales P=1; Campylobacterales
P=1; Lactobacillales P=0,68; Bifidobacteriales P=0,78; Coriobacteriales P=0,23; Desulfovibrionales P=0,49; RF9
P=0,56). FIG. 10E, PCoA de las distancias UniFrac ponderadas del conjunto de datos del gen del ARNr 16S de
MRD y MHFD promediadas y redondeadas (n=1000 rarefacciones; 7617 lecturas/muestra). La evaluacion
ponderada de la estructura de la comunidad mostr6 un solapamiento entre las dos cohortes de dieta materna (FIG.
10E, P=0,18, R2=0,063). FIG. 10F, Se identificaron sustancialmente menos unidades taxonémicas operativas
(OTU) entre las muestras de crias MHFD frente a las MRD, lo que indica una diversidad microbiana reducida en
las crias MHFD (P<0,01, t=3,41). El grafico muestra la media + EEM.

FIGS. 11A-11B: La HFD altera el microbioma materno, en relacién con las Figuras 1A-1J. FIG. 11A, PCoA de
las distancias UniFrac no ponderadas generadas a partir del conjunto de datos promediado de rarefacciones del
gen del ARNr 16S (n=1000 rarefacciones; 2397 lecturas/muestra). La composicién microbiana de las muestras
fecales maternas se agrup6 inmediatamente antes de la administracion de la dieta, pero dentro de las cuatro
semanas de dieta, las muestras fecales maternas de las alimentadas con HFD se agruparon por separado de los
controles. Este cambio en la composicién microbiana se mantuvo tras ocho semanas de dieta, cuando comenzo
la crianza (P<0,001, R2=0,79). FIG. 11B, Mientras que la diversidad bacteriana no diferia antes del inicio de la
dieta (P=0,61, t=1,30), se redujo significativamente en las hembras alimentadas con HFD después de
cuatro(P<0,05, t=2,82) y ocho semanas de dieta (P<0,0001, t=5,78). Los graficos muestran la media + EEM.

FIGS. 12A-12D: El alojamiento conjunto de una sola cria MHFD con tres crias MRD revirtio las deficiencias
sociales de las crias MHFD, en relacion con las Figuras 2A-2G. FIGS. 12A-12B, El alojamiento conjunto con
crias MRD mejor6 el numero de contactos de interaccion social reciproca de las crias MHFD (FIG. 12A, MRD
frente a MHFD P<0,01, t=5,92; MRD frente a MHFD alojados conjuntamente P=0,32, t=2,27; MHFD frente a MHFD
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alojados conjuntamente P<0,05, t=3,65; F3,8=12,10, P<0,01) y la frecuencia de interaccion (FIG. 12B, MRD frente
a MHFD P<0,01, t=5,89; MRD frente a MHFD alojados conjuntamente P=0,32, t=2,26; MHFD frente a MHFD
alojados conjuntamente P<0,05, t=3,63; F3,8=11,99, P<0,01). FIGS. 12C-12D, El alojamiento conjunto con MRD
mejoré la sociabilidad de las crias MHFD (FIG. 12C, MRD P<0,01, t=3,97; MRD alojados conjuntamente P<0,01,
t=3,53; MHFD P=0,79, t=1,31; MHFD alojados conjuntamente P= 0,086, t=2,42; Dieta materna/Efecto del
alojamiento F1,32=13,42, P<0,001) y preferencia por la novedad social (FIG. 12D, MRD P<0,01, t=3,66; MRD
alojados conjuntamente P<0,05, t=2,91; MHFD P=0,67, t=1,41; MHFD alojados conjuntamente P<0,01, t=3,83;
Dieta materna/Efecto del alojamiento F1,32=47,73, P<0,0001). Los graficos muestran la media + EEM.

FIGS. 13A-13G: El alojamiento conjunto de tres ratones MHFD con una sola cria MRD recupera las
deficiencias sociales y el perfil filogenético de los ratones MHFD, en relacidén con las Figuras 2A-2G. FIG.
13A, Esquema del experimento de alojamiento conjunto. FIG. 13B, Las crias MRD y MHFD fueron destetadas en
una de las tres composiciones de jaulas, como se muestra. FIGS. 13C-13G, Tiempo de interaccion social (FIG.
13C, MRD frente a MHFD P<0,0001, t=10,21; MRD frente a MHFD alojados conjuntamente P>0,99, t=1,41; MHFD
frente a MHFD alojados conjuntamente P<0,0001, t=8,53; P<0,0001, F3,8=38,88) y la duracién del contacto (FIG.
13D, MRD frente a MHFD P<0,0001, t=7,18; MRD frente a MHFD alojados conjuntamente P>0,99, t=0,59; MHFD
frente a MHFD alojados conjuntamente P<0,001, t=6,29; P=0,0001, F3,8=19,14) en la prueba de interaccion
reciproca; sociabilidad (FIG. 13E, MRD P<0,0001, t=7,37; MHFD P=0,802, t=1,31; MRD alojados conjuntamente
P<0,0001, t=6,02; MHFD alojados conjuntamente P<0,0001, t=9,46; Efectos de dieta
materna/alojamiento/interaccion F3,32=18,62, P<0,0001) y preferencia por la novedad social (FIG. 13F,MRD
P<0,05, t=2,82; MHFD P=0,723, t=1,37; MRD alojados conjuntamente P<0,05, t=2,72; MHFD alojados
conjuntamente P<0,01, t=3,34; Los efectos de dieta materna/alojamiento/interaccion F3,32=4,55, P<0,01) asi como
la agrupacion filogenética UniFrac (FIG. 13G, P<0,001, P2=0,681; n=1000 rarefacciones; 12600 lecturas/muestra),
se restablecen en las crias MHFD alojadas conjuntamente con ratones MRD en una configuracién 3 MHFD:1MRD.
Los graficos muestran la media + EEM.

FIGS. 14A-14G: Las deficiencias sociales de los ratones asépticos (GF) se recuperan con el trasplante de
microbiota fecal de MRD, pero no de MHFD, donantes a las 4 semanas de edad, en relacién con las FIGS.
3A-3L. FIGS. 14A-14B, Durante la prueba de interaccion social reciproca, el nUmero de contactos (FIG. 14A,
P<0,001, t=10,10) y la frecuencia de interaccion (FIG. 14B, P<0,001, t=10,19) se redujeron en las crias GF. FIGS.
14C-14D, En la prueba de las tres camaras, los ratones GF mostraron una sociabilidad deteriorada (FIG. 14C,
Control P<0,01, t=3,87; GF P=0,95, t=0,73; Efecto de grupo F1,24=10,58, P<0,01) y preferencia por la novedad
social (FIG. 14D, Control P<0,05, t=2,54; GF P>0,99, t=0,30; Efecto de grupo F1,24=2,51, P=0,13). FIGS. 14E-
14F, Los resultados de la prueba de las tres camaras muestran que un trasplante de microbiota fecal de las crias
MRD, pero no MHFD, en el destete (cuatro semanas), restableci6 tanto la sociabilidad de GF (FIG. 14E, GF
colonizadas con MRD P<0,01, t=3,39; GF colonizadas con MHFD P>0,99, t=0,67; Efecto de la opcion
donante/interaccion F1,28=8,25, P<0,01) y preferencia por la novedad social (FIG. 14F, GF colonizados con MRD
P<0,05, t=2,89; GF colonizados con MHFD P= 0,69, t=0,96; Efecto donante F1,28=7,42, P<0,05). FIGS. 14G-14H,
A las ocho semanas, ni el trasplante de microbiota fecal MRD ni de MHFD mejoraron las deficiencias sociales de
los ratones GF (FIG. 14G, GF colonizados con MRD P=0,55, t=1,15; GF colonizados con MHFD P= 0,41, t=1,35;
Efecto donante F1,12=0,020, P=0,89; FIG. 14H, GF colonizados con MRD P= 0,18, t=1,85; GF colonizadas con
MHFD P>0,99, t=0,53; Efecto donante F1,12=2,85, P=0,12). FMT = trasplante de microbiota fecal. Los gréaficos
muestran la media £ EEM.

FIGS. 15A-15F: La diversidad de la comunidad bacteriana difiere entre los ratones GF que reciben
microbiota fecal de MRD frente a MHFD, en relacion con las Figuras 3A-3L. FIGS. 15A-15E, Diversidad
bacteriana en receptores GF MRD y MHFD a lo largo del tiempo mostrada como una regresion local con un
intervalo de confianza del 95 % (FIG. 15A). En comparacion con los ratones GF que recibieron materia fecal de
MRD, el numero de OTU observado en los ratones GF que recibieron materia fecal de MHFD fue similar a las 24 h
tras el trasplante (FIG. 15A, 15B, P=0,57, t=0,61), pero se redujo en la semana uno (FIGS. 15A, 15C, P<0,05,
t=3,27), dos (FIGS. 15A, 15D, P<0,05, t=3,12), y ocho (FIGS. 15A, 15E, P<0,05, t=0,298). FIG. 15F, El numero de
OTU observadas se redujo en los ratones GF que recibieron microbiota fecal de crias MHFD frente a MRD (FIG.
15F, P<0,05, t=2,98). Los graficos muestran la media + EEM.

FIG. 16A-16C: El tratamiento con L. reuteri invierte las deficiencias sociales en MHFD, en relacién con las
FIGS. 4A-4P y la Tabla 1. Todos los grupos de crias MRD prefirieron la camara que contenia un ratén en la prueba
de sociabilidad (FIG. 16A, MRD+medios P<0,05, t=2,84; MRD+L. reuteritermoinactivada, P<0,001, t=4,12; MRD+L.
reuteri viva P<0,0001, t=5,71) y la camara que contenia el Ratén 2 en la prueba de novedad social (FIG. 16B,
MRD+medios P<0,01, t=3,90; MRD+L. reuteritermoinactivada, P<0,001, t=4,44; MRD+L. reuteri viva P<0,01,
t=3,57). A diferencia de los medios solos (FIG. 16A, MHFD+medios P>0,99, t=0,56; FIG. 16B, MHFD+medios
P>0,99, t=0,64) o L. reuteri termoinactivada (FIG. 16A, MH-FD+L. reuteri termoinactivada P=0,085, t=2,50; FIG.
16B, MHFD+L. reuteri termoinactivada P>0,99, t=0,053), la administracion de L. reuteri viva en el agua de bebida
mejord la sociabilidad de las crias MHFD vy la preferencia por la novedad social (FIG. 16A, MHFD+L. reuteri
P<0,0001, t=5,06; Efecto del tratamiento F1,86=55,61, P<0,0001; FIG. 16B, MHFD+L. reuteri P<0,001, t=4,55;
Efecto del tratamiento F1,86=37,12, P<0,0001). FIG. 16C, Las placas anteriores y posteriores al tratamiento
revelaron que la mayor parte de L. reuteri sobrevivid durante el periodo de tratamiento de 24 h, pero ninguna lo
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hizo tras el procedimiento de termoinactivacion. Los graficos muestran la media + EEM.

FIGS. 17A-17G: EIl tratamiento con otro Lactobacillus, (L.) johnsonii, no logra revertir las deficiencias
sociales en las crias MHFD, en relacion con las Figuras 4A-4P y la Figura 7. FIG. 17A, Esquema del
tratamiento con L.johnsonii. FIGS. 17B,17C, Ni los medios de resuspension (FIG. 17B, P=0,38, t=1,72; FIG. 17C,
P>0,99, t=0,40) ni la administracién de L.johnsonii en el agua de bebida (FIG. 17B, P>0,99, t=0,78; FIG. 17C,
P>0,99, t=0,21) mejoré la sociabilidad (FIG.17B) o la preferencia por la novedad social (FIG. 17C) en las crias
MHFD (FIG. 17B, Efecto del tratamiento F3,32=23,94, P<0,0001; FIG. 17C, Efecto del tratamiento F3,32=6,13,
P<0,001). FIGS. 17D-17G, Graficas de seguimiento representativas de ratones durante cada fase de la tarea de 3
camaras, las cohortes como se ha sefialado. Los graficos muestran la media + EEM.

FIGS. 18A-18B: La conducta repetitiva exagerada en ratones MHFD y asépticos (GF) no esta mediada por
cambios en el microbioma, en relacién con las Figuras 4A-4P. FIG. 18A, Esquema de la tarea de enterrar
canicas, una medida de la conducta repetitiva en ratones. FIG. 18B, La crias MHFD enterraron mas canicas que
las crias MRD (P<0,05, f=3,64). Los ratones GF enterraron mas canicas que las crias MRD colonizadas
convencionalmente (P<0,0001, t=5,20). El alojamiento conjunto no consiguioé revertir el aumento en la conducta de
enterramiento de canicas en las crias MHFD (MHFD en alojamiento conjunto frente a MRD, P<0,01, t=4,32; MHFD
alojados conjuntamente frente a MHFD, P>0,99, t=1,51) y la colonizacién de ratones GF con microbiota MRD a las
4 semanas de edad no revirti6 la conducta repetitiva exagerada (GF colonizados con MRD frente a MRD, P=0,25,
t=2,60; colonizados con MRD frente a GF, P>0,99, t=1,38). El grafico muestra la media + EEM.

FIGS. 19A-19F: El tratamiento con L. reuteri no logro revertir la conducta relacionada con la ansiedad de
las crias MHFD, en relacién con las Figuras 4A-4P. FIG. 19A, Esquema de la prueba en campo abierto. FIG.
19B, Comparadas con las MRD, las crias MHFD pasaron menos tiempo explorando el centro de la arena de campo
abierto (P<0,05, t=3,61) y el tratamiento con L. reuteri no afect6 significativamente a esta conducta (MHFD frente
a MHFD+L.reuteri, P>0,99, t=0,13; MRD frente a MHFD+L. reuteri, P<0,05, t=2,79; F2,49=7,82, P<0,01). FIG. 19C,
Gréficas representativas de la actividad exploratoria. FIGS. 19D-19F, Las mediciones de la actividad locomotora
durante la exploracién de la arena no difirieron entre los grupos con dieta materna o de tratamiento (FIG. 19D,
F2,49=0,26, P=0,77; 19E, F2,49=0,25, P=0,78; 19F, F2,49=1,30, P=0,28). Los graficos muestran la media + EEM.

FIGS. 20A-20C: Identificacion de neuronas DA en el VTA lateral en cortes de mesencéfalo de ratones, en
relacion con las FIGS. 5A-5L y 6A-6F. FIG. 20A, Grabacion representativa de una neurona en el VTA lateral que
muestra un marcapasos estable disparando a 1-5 Hz en modo de célula adherida. FIG. 20B, La amplitud del pico
se midié desde el inicio de la desviacion hacia dentro hasta el pico hacia fuera a un potencial de mantenimiento de
-55 mV. Las neuronas que mostraban unas anchuras de pico > 1,0 ms se tomaron como dopaminérgicas. FIG.
20C, Unicamente se estudiaron las neuronas ventrolaterales VTA con una corriente activada por hiperpolarizacion
(Ih) grande (>150 pA) y una corriente de fuga grande (>150 pA).

FIGS. 21A-21D: La transmisidn sinaptica basal no se altera en los cortes del VTA de ratones MHFD, en
relacion con las FIGS. 5A-5L y 6A-6F. Las corrientes postsinapticas excitatorias (EPCS) se registraron segun lo
descrito por Zhu e(al. (2011). FIG. 21A, La amplitud de las EPSC provocadas (eEP-SC) en funcién de la intensidad
de estimulacion se representa graficamente como curvas de entrada/salida (registradas en pinza de voltaje a -
70 mV con pipetas que contienen cesio y en presencia de picrotoxina 100 pM) fue similar en los cortes VTA de
crias MRD y MHFD (t=0,16, p=0,88, n=5). FIG. 21B, Se registraron EPSC emparejadas a intervalos entre estimulos
de 50, 100, 200 y 400 ms y las relaciones entre impulsos emparejados de EPSC2/EPSC1 no muestran diferencias
entre las crias MRD y las MHFD (t=0,2, p=0,84, n=5). FIGS. 21C-21E, Los trazado de la muestra (arriba) de EPSC
espontaneas en miniatura y los datos resumidos (abajo) muestran una frecuencia similar (FIG. 21D, t=0,24, p=0,81,
n=6) y amplitud (FIG. 21E, t=0,07, p=0,94, n=6) en cortes de VTA de crias MRD y MHFD. Los graficos muestran
la media + EEM.

FIGS. 22A-22D: La administracion de oxitocina mejora la conducta social de las crias MHFD, en relacion
con las FIGS. 6A-6F. FIGS. 22A-22B, En la prueba de interaccion social reciproca, la administracién intranasal
de oxitocina mejoro la duracion del contacto de las crias MHFD (FIG. 22A, P=0,052, t=2,99; Efecto del tratamiento
F2,8=5,87, P<0,05) y la frecuencia de interaccion (FIG. 22B, P<0,05, t=3,43; Efecto del tratamiento F2,8=14,58,
P<0,01), mientras que la administracion intranasal del vehiculo solo no tuvo ningun efecto (FIG. 22A, P>0,99,
Z=0,11; 22B, P=0,20, t=2,11). FIGS. 22C-22D, En la tarea de tres camaras, la oxitocina intranasal mejoro la
sociabilidad (FIG. 22C, MHFD+Vehiculo P>0,99, t=0,29; MH-FD+Oxitocina P<0,01, t=3,50; Efecto del tratamiento
F1,12=5,16, P<0,05) y la preferencia por la novedad social (FIG. 22D, +Vehiculo con MHFD P=0,50, t=1,25; MH-
FD+Oxitocina P=0,096, t=2,34; Efecto del tratamiento F(1,8)=6,41, P<0,05) en las crias MHFD. Los gréficos
muestran la media + EEM.

FIGS. 23A y 23B: El tratamiento con L. reuteri recupera las deficiencias en la conducta social en ratones
GF. La adicion de L reuteri en el agua de bebida invierte la sociabilidad deficiente (FIG. 23A ) y la novedad social
(FIG. 23B) de los ratones GF.

FIGS. 24A-24D: EIl tratamiento con L. reuteri recupera la conducta social de los ratones deficientes en
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Cntnap?2. (FIGS. 24A-24B) Los ratones que carecen de Cntnap2 mostraron una sociabilidad y una novedad social
deterioradas. (FIGS. 24C-24D ) La adicion de L. reuteri en el agua de bebida invierte la sociabilidad deficiente (FIG.
24C) y la novedad social (FIG. 24D) en ratones que carecen de Cntnap2.

Descripcion detallada

Como se utiliza en el presente documento, en la memoria descriptiva, "un" o "uno/a" puede significar uno/a o mas.
Como se utiliza en el presente documento en la reivindicacion o reivindicaciones, cuando se usa junto con la expresion
"que comprende”, las palabras "un" o "uno/a" pueden significar uno/a o0 méas de uno/a. Como se usa en el presente
documento, "otro/a" puede significar al menos un/a segundo/a o mas. En realizaciones especificas, los aspectos de la
divulgacion pueden "consistir esencialmente en" o "consistir en" uno o mas elementos de la invencion, por ejemplo.
Algunas realizaciones de la invencion pueden consistir 0 consisten esencialmente en uno o mas elementos, etapas
del método y/o métodos de la invenciéon. Se contempla que cualquier método o composicion que se describa en el
presente documento puede implementarse con respecto a cualquier otro método o composicion que se describa en el
presente documento. Las realizaciones analizadas en el contexto de los métodos y/o las composiciones de la invencion
pueden emplearse con respecto a cualquier otro método o composicion descritos en el presente documento. Por lo
tanto, una realizacion que pertenece a un método o una composicion puede aplicarse también a otros métodos y
composiciones de la invencion.

En el presente documento se describen métodos y composiciones para tratar o prevenir deficiencias de la conducta
social o afecciones médicas en donde una o mas deficiencias de la conducta social son al menos un sintoma. En
algunos aspectos, el individuo padece un trastorno del neurodesarrollo. En aspectos particulares, a un individuo que
lo necesita se le proporciona una cantidad eficaz de una o varias bacterias particulares con fines terapéuticos o
preventivos. En la invencion, el individuo padece un trastorno del espectro autista (TEA).

I. Probiéticos y formulaciones

En el presente documento se describe el tratamiento o la prevencion de una afeccion médica en la que al menos un
sintoma es una deficiencia en la conducta social, incluyendo en algunos casos un trastorno del neurodesarrollo. En
aspectos particulares, a un individuo que tiene una deficiencia en la conducta social o que corre el riesgo de tener una
deficiencia en la conducta social, 0 a una hembra que esta embarazada de un individuo que corre el riesgo de tener
una deficiencia en la conducta social, se le proporciona una cantidad eficaz de una formulacién que comprende una
cantidad eficaz de Lactobacillus, tal como L. reuteri. Puede utilizarse cualquier cepa de L. reuteri. Algunos ejemplos
de cepas de L. reuteri incluyen al menos ATCC PTA 6475, DSM17938, ATCC PTA4659, ATCC PTA 5289, ATCC
55730, CRL1324, DSM20016, CF4-6G, ATCC55730, CF48-3A1, M27U15, y otras cepas indicadas en Frese et al.,
2011; Spinler et al., 2014; Oh et al., 2010, y combinaciones de las mismas. La L. reuteri se puede obtener de cualquier
fuente adecuada, incluyendo comercialmente, de un laboratorio de investigacion, como un regalo o aislarse de la
naturaleza. Los métodos de aislamiento de L. reuteri son conocidos en la técnica, incluyendo al menos los descritos
la patente de EE.UU. n.° 5.439.678 y en la Patente de EE.UU. n.° 5.849.289, por ejemplo. En la invencién, la cepa de
L. reuteri es la cepa la MM4-1A (ATCC-PTA-6475).

En el presente documento se describen composiciones que comprenden las bacterias seleccionadas mediante los
métodos descritos anteriormente. Las composiciones pueden incluir un portador, diluyente y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable, en algunos casos. la composicion puede incluir mas de una cepa bacteriana. Las
composiciones pueden formularse para ser administradas en alimentos, agua, a través de una sonda oral, a través de
un aerosol o un producto pulverizable, gotas, polvo liofilizado, extracto, pildora y/o a través de un supositorio, en casos
especificos.

Las cepas o las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse de varias formas conocidas
o disponibles para los expertos en la materia. Las cepas o las composiciones pueden administrarse en forma de un
producto farmacéutico, nutracéutico, afiadidas a los alimentos y/o al agua, y/o administradas en forma aerosolizada o
pulverizable para su administracion por inhalacién. Ademas, las cepas y las composiciones descritas en el presente
documento pueden administrarse como suspensiones liquidas, polvos liofilizados o concentrados congelados para su
adicion a regiones objeto distintas de un sujeto, como ejemplos.

En aspectos especificos, la composicion de L. reuteri y los métodos relacionados descritos en el presente documento
utilizan métodos de formulacién particulares. En algunos ejemplos, el portador puede comprender ademéas un
disgregante, un deslizante y/o un lubricante, tales como los descritos en la patente de EE. UU n.° 9.084.434, por
ejemplo, para facilitar un mayor periodo de validez y/o semivida de la formulacién. El disgregante puede ser cualquier
disgregante adecuado tal como, por ejemplo, un disgregante seleccionado del grupo que consiste en croscarmelosa
de sodio, crospovidona, goma gellan, hidroxipropilcelulosa, almidén y glicolato sédico de almidon. El deslizante puede
ser cualquier deslizante adecuado tal como, por ejemplo, un deslizante seleccionado del grupo que consiste en dioxido
de silicio, dioxido de silicio coloidal y talco. El lubricante puede ser cualquier lubricante adecuado tal como, por ejemplo,
un lubricante seleccionado del grupo que consiste en estearato calcico, estearato magnésico, acido estearico,
estearilfumerato sédico y acidos grasos de origen vegetal. En la composicién y el método, el portador, esta presente
en la composicion en un intervalo que varia de aproximadamente un 30 % p/p a aproximadamente un 98 % p/p; este
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porcentaje en peso es un porcentaje en peso acumulativo que tiene en cuenta todos los ingredientes presentes en el
portador. La composicién para usar en la presente invencion ser una puede forma farmacéutica oral, un polvo que se
mezcla en un liquido o un chicle. Cuando la composicién es una forma farmacéutica oral, la forma farmacéutica oral
puede seleccionarse del grupo que consiste en comprimidos, comprimidos oblongos y cépsulas, en donde los
comprimidos y los comprimidos oblongos pueden ser sélidos 0 masticables. Cuando la composicién es un polvo, puede
mezclarse en un liquido que se selecciona del grupo que consiste en agua, leche, zumo y yogur. Cuando la
composicion es un chicle, el chicle puede ser un chicle blando o tabletas de chicle duras. Mediante la combinacion de
especies probidticas con alcoholes de azucar, tales como manitol, sorbitol, solos o junto con el alcohol de azlcar
adicional lactitol y/o un fitonutriente, tal como proantocianidinas oligémeras (OPC), la estabilidad de las formulaciones
probitticas aumenta en diversas condiciones de conservacion.

En aspectos particulares, las composiciones probidticas para usar en la presente divulgacion pueden prepararse como
un polvo destinado a ser disuelto en un liquido, tal como agua, leche, zumo y yogur. Se entiende que los liquidos
individuales pueden mezclarse entre si cuando sea apropiado. Por ejemplo, la formulacion probidtica puede
combinarse con zumo de frutas y yogur, o leche y yogur, para hacer batidos de yogur probiético. La formulacién
probidtica también puede combinarse con leche y helado para hacer batidos lacteos probitticos. Los aromatizantes
para las formulaciones liquidas probitticas contempladas en la divulgacion son conocidos por los expertos en la
materia.

En casos particulares, la formulacién de L. reuteri para usar en la invenciéon (como ejemplo de Lactobacillus)
comprende uno 0 mas excipientes. Algunos ejemplos de excipientes que pueden utilizarse para formular formas
farmacéuticas adecuadas incluyen aglutinantes, disgregantes, lubricantes, recubrimientos, plastificantes, agentes de
compresion, agentes de granulacién por via himeda y edulcorantes, todos los cuales son conocidos por los expertos
en la materia a la que pertenece la invencion. Todos los ejemplos siguientes se proporcionan como ilustraciéon y no de
forma excluyente. Los aglutinantes se utilizan cuando procede para ayudar a que los ingredientes de la forma
farmacéutica permanezcan juntos. Algunos ejemplos de aglutinantes incluyen carbopol, polividona y goma xantana.
Los lubricantes se utilizan siempre generalmente en la fabricacién de formas farmacéuticas por compresion directa
para evitar que la masa de polvo compactada se pegue al equipo durante el proceso de compresion o encapsulado.
Algunos ejemplos de lubricantes incluyen estearato calcico, estearato magnésico, acido estedrico, estearilfumerato
sédico y acidos grasos de origen vegetal. Los disgregantes ayudan a la ruptura de la masa compactada cuando se
coloca en un medio liquido. Algunos ejemplos de disgregantes incluyen croscarmelosa sédica, crospovidona, goma
gellan, hidroxipropilcelulosa, almidén y glicolato sddico de almiddn. Los recubrimientos se utilizan para controlar la
solubilidad del farmaco. Algunos ejemplos de recubrimientos incluyen carragenano, acetatoftalato de celulosa,
etilcelulosa, goma gellan, maltodextrina, metacrilatos, metilcelulosa, celulosa microcristalina y goma laca. Los
plastificantes se utilizan para controlar la velocidad de liberacion del farmaco desde la forma farmacéutica. Algunos
ejemplos de plastificantes incluyen ésteres de citrato, sebacato de dibutilo, ftalato de dietilo, acetatoftalato de polivinilo
y triacetina. Algunos agentes de compresion incluyen carbonato calcico, glucosa, fructosa, goma guar, miel, lactosa,
maltodextrina, maltosa, manitol, celulosa microcristalina, melazas, sorbitol, almidén y sacarosa. Algunos agentes de
granulacion por via himeda incluyen carbonato calcico, lactosa, maltodextrina, manitol, celulosa microcristalina,
povidona y almidén. Algunos edulcorantes incluyen aspartamo, glucosa, fructosa, miel, lactosa, maltodextrina,
maltosa, manitol, melazas, glicirricinato de monoamonio, sorbitol, sucralosa y sacarosa. Los excipientes que se utilizan
generalmente en la fabricacion de comprimidos masticables incluyen, a titulo ilustrativo y no de forma excluyente,
glucosa, fructosa, goma guar, lactosa, maltodextrina, maltosa, manitol, celulosa microcristalina y sorbitol. Como es
evidente a partir de la lista anterior, muchos de los mismos ingredientes pueden utilizarse para distintos fines en
diferentes formas farmacéuticas.

La composicion de L. reuteri para usar en la invencion puede proporcionarse como una formulacion al individuo en
cualquier forma adecuada, y en realizaciones particulares estan vivas, aunque en ciertas realizaciones estan muertas.
En realizaciones particulares, la formulacion de L. reuteri para usar en la invencion esta formulada para dirigirse a una
region del tubo gastrointestinal, incluyendo cualquier porcion del tubo gastrointestinal. La formulacion de L. reuteri esta
formulada para ser administrada en cualquier porcién del tubo gastrointestinal.

La formulacion puede administrarse en alimentos y/o bebidas, en realizaciones especificas. Algunos ejemplos
particulares incluyen productos lacteos y/o alimentos enriquecidos con probidticos. Sin embargo, también existen
comprimidos, capsulas, chicles o polvos que contienen las bacterias en forma liofilizada. En realizaciones especificas,
la formulacion de L. reuteri para usar en la invencidon se administra en una pildora o en yogur, por ejemplo. La
formulacion puede administrarse en preparados para lactantes y/o cereales (infantiles o de otro tipo), en algunos casos.

Cada dosis de la composicion de L. reuteri para usar en la invencién puede comprender un cierto intervalo de células
bacterianas. En casos especificos, la composicion de L. reuteri para usar en la invencién comprende un intervalo de
aproximadamente 103 células a aproximadamente 10'3 células. En ciertos casos, cada dosis esta en el intervalo de
aproximadamente 10° células a aproximadamente 10! células, de aproximadamente 10° a aproximadamente 10%°
células, de aproximadamente 107 células a aproximadamente 10%° células, y asi sucesivamente. En otros casos, cada
dosis esta en el intervalo de aproximadamente 10 células a aproximadamente 10! células.

En algunos casos, preferentemente, los microorganismos probidticos no se liofilizan ni se secan por pulverizacion en
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un producto listo para usar, porque es preferible que los microorganismos sean lo mas robustos posible al entrar en
los intestinos para competir con éxito con la parte proinflamatoria de la microflora ya presente en los intestinos. Sin
embargo, algunas cepas pueden ser lo suficientemente robustas y/o algunos protocolos lo suficientemente suaves
como para permitir el uso de microorganismos probiéticos secados por pulverizacion o liofilizados en un producto listo
para usar.

En el presente documento se describen formulaciones para usar en la invencion que comprenden una cepa de L.
reuteri adecuada para su administracion a un individuo que la necesite. La formulacién puede comprender ademas un
material prebiotico, que es un ingrediente alimentario que fomenta el crecimiento del L. reuteri, tal como azlcares
simples, hidratos de carbono complejos, fibras, grasas, proteinas o productos naturales, tales como vitaminas,
minerales y polifinoles que estimulan la supervivencia, el crecimiento o la actividad de L. reuteri o fomentan su
persistencia en el tubo gastrointestinal. La formulacién puede comprender un portador ingerible, que puede ser un
portador farmacéuticamente aceptable tal como una capsula, un comprimido o polvo. En realizaciones especificas, el
portador ingerible es un producto alimenticio tal como leche acidificada, yogur (congelado o sin congelar), leche en
polvo, concentrado lacteo, queso para untar, aderezos y/o bebidas. La formulaciéon puede comprender ademas una
proteina y/o un péptido, en particular proteinas y/o péptidos ricos en glutamina/glutamato, un lipido, un hidrato de
carbono, una vitamina, un mineral y/o un oligoelemento, por ejemplo. La formulacién puede comprender ademas un
adyuvante, un farmaco, un compuesto biolégico o una mezcla de los mismos. La formulacién puede ser un alimento o
un medicamento, en ciertas realizaciones.

Puede administrarse una cantidad eficaz de L. reuteri a un individuo que lo necesite, y puede administrarse o0 no con
uno o mas probidticos adicionales, tales como una o mas bacterias probiodticas y/o levaduras adicionales. Las bacterias
probiéticas y/o las levaduras adicionales pueden estar en la misma composicién que la L. reuteri, o las bacterias
probidticas y/o levaduras adicionales pueden estar en una composicion diferente a la de L. reuteri. Las bacterias
probidticas y/o las levaduras adicionales pueden o no administrarse al individuo al mismo tiempo que la L. reuteri. Las
bacterias probiéticas y/o las levadura adicionales pueden ayudar a tratar y/o prevenir al menos una deficiencia en la
conducta social, y/o las bacterias probioticas adicionales pueden ser Utiles para tratar y/o prevenir al menos un sintoma
de otra afeccion médica. Otras afecciones médicas que pueden tratarse y/o prevenirse al mismo tiempo con otros
probiéticos incluyen al menos ansiedad, capacidad intelectual, esquizofrenia, trastorno bipolar, trastorno del estado de
animo, trastorno afectivo estacional, sindrome de intestino irritable, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), diarrea
infecciosa (causada por virus, bacterias o parasitos), diarrea relacionada con antibiéticos, afecciones cutaneas (tales
como eccema), salud urinaria y vaginal, la prevencion de alergias y resfriados, y la salud oral.

Las bacterias probiéticas y/o levaduras adicionales pueden ser de cualquier tipo, siempre que no sean patégenas en
la cantidad administrada al individuo. En realizaciones especificas, las bacterias probiéticas y/o levaduras adicionales
pueden ser Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. fermentum, L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus,
L. salivarius, Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. animalis subesp. lactis, B. longum, Streptococcus thermophilis,
Enterococcus faecalis, E. faecium, Bifidobacterium, Saccharomyces boulardii y Lactobacillus bifidus, Parabacteroides
distasonis, Helicobacter hepaticus, Bacteroides uniformis, Olsenella sin clasificar, Collinsella sin clasificar,
Bifidobacterium pseudolongum, Lactobacillus johnsonii o0 una combinacién de las mismas. En los casos en donde se
administren a un individuo una o mas bacterias y/o levaduras, pueden administrarse en una relacién particular. En los
casos donde haya otras bacterias en la formulacién, dicha relacion puede ser 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, y asi
sucesivamente. En los casos donde haya mas de una de otras bacterias en la formulacién, la relacion particular puede
serde 1:1:1; 1:2:1; 1:10:1; 1:2:2; 1:10:10; 1:100:1; 1:100:100, y asi sucesivamente.

El individuo también puede estar ingiriendo vitaminas y/o aceite de pescado, por ejemplo.
Il. Realizaciones de tratamiento y administracion

En realizaciones particulares, un individuo que es el objeto de los métodos y las composiciones descritas en el presente
documento tiene una afecciébn médica en la que al menos un sintoma es una deficiencia en la conducta social. En
aspectos especificos, el individuo padece un trastorno del neurodesarrollo, y dicho trastorno puede tener cualquier
causa, incluyendo privacion, enfermedades genéticas y metabdlicas, trastornos inmunitarios, enfermedades
infecciosas, factores nutricionales, traumatismos fisicos y factores toxicos y ambientales, por ejemplo; el trastorno
puede tener dos 0 mas causas. En la invencioén, un régimen de tratamiento es para un individuo con TEA. En cualquier
caso, el individuo puede ser hijo de una madre con una dieta rica en grasas, una madre obesa o una madre con
sobrepeso, o la hembra puede estar embarazada.

A un individuo que presenta una deficiencia en la conducta social se le administra una cantidad eficaz de una
formulaciéon que comprende al menos una cantidad eficaz de L. reuteri. En algunos casos, puede haber un régimen
gue tenga una primera fase para un tratamiento inicial, que puede durar dias, semanas, meses o0 afios, y a continuacion
otra fase de mantenimiento, que puede durar semanas, meses o0 afios. En una forma particular de la invencion, un
régimen de tratamiento inicial puede comprender al menos aproximadamente 10°, 10, 107, 108, 10° o 10%° células por
dosis. Dicho tratamiento se puede administrar una o mas veces al dia, incluyendo aproximadamente 1, 2, 3 0 mas
veces al dia, durante un periodo suficiente para estabilizar la microbiota intestinal. En otros casos, en una fase de
mantenimiento, al individuo se le administra una cantidad menor de las bacterias y/o menos administraciones que la

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2954 147 T3

fase inicial de tratamiento.

La duracion de un régimen de tratamiento puede depender de cada paciente individual y de la fase de la afeccion
médica. En algunos casos, un tratamiento continuado durante un cierto periodo de tiempo hasta que se produzca una
mejora detectable en una deficiencia en la conducta social. En algunos casos, la mejora de la deficiencia en la conducta
social se mantiene con un tratamiento adicional, aunque el tratamiento adicional puede reducirse en frecuencia y/o
volumen.

Aunque en algunos casos, la formulacién de L. reuteri se administra a un lactante o a un nifio que presenta una
deficiencia en la conducta social, en algunos casos, el lactante o el nifio recibe la formulacion de L. reuteri cuando no
se ha detectado ninguna deficiencia en la conducta social pero el lactante o el nifio tenia una madre biol6gica obesa
0 con sobrepeso y/o que seguia una dieta rica en grasas. En algunos casos, la madre biolégica obesa o con sobrepeso
0 que sigue una dieta rica en grasas recibe la formulacion antes del nacimiento del bebé. En ciertos casos, a un
individuo adolescente o adulto se le administran dosis adecuadas de L. reuteri para mejorar una deficiencia en la
conducta social, y ese individuo puede haber tenido o no una madre obesa, con sobrepeso o que sigue una dieta rica
en grasas. En otros casos, la formulaciéon de L. reuteri se administra a lactantes, nifios, adolescentes, adultos y/o
ancianos.

En los casos en donde la madre de un individuo con una deficiencia en la conducta social es obesa, pueden ser
tratados la madre y/o el nifio (la madre antes del parto). Se considera que una madre es obesa si tiene un indice de
masa corporal (IMC) igual o superior a 30. Se considera que una madre tiene sobrepeso si su IMC oscila entre 25 y
29,9.

Un experto en la materia puede medir una o0 mas deficiencias en la conducta social en seres humanos de diversas
maneras. En realizaciones especificas, el experto emplearia las normas establecidas en el Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, quinta edicién (DSM-5):

A. Dificultades persistentes en el uso social de la comunicacion verbal y no verbal que se manifiestan por todo lo
siguiente:

1. Deficiencias en el uso de la comunicacion con fines sociales, tales como saludar y compartir informacion, de
una forma apropiada para el contexto social.

2. Deterioro de la capacidad de cambiar la comunicacion para adaptarla al contexto o a las necesidades del
oyente, tal como hablar de forma diferente en un aula que en el patio de recreo, hablar de forma diferente a un
nifio y a un adulto y evitar el uso de un lenguaje demasiado formal.

3. Dificultades para seguir las normas de conversaciéon y narracion, tales como respetar los turnos en la
conversacion, reformular cuando no se le entienda y saber utilizar las sefiales verbales y no verbales para
regular la interaccién.

4. Dificultades para comprender lo que no se dice explicitamente (por ejemplo, hacer inferencias) y significados
no literales o ambiguos del lenguaje (por ejemplo, modismos, humor, metéforas, mdltiples significados que
dependen del contexto para su interpretacion).

B. Las deficiencias provocan limitaciones funcionales en la comunicacion eficaz, la participacion social, las
relaciones sociales, el rendimiento académico o laboral, individualmente o en combinacion.

C. La aparicion de los sintomas se produce en el periodo de desarrollo temprano (pero las deficiencias pueden no
manifestarse plenamente hasta que las demandas de comunicacion social superen las capacidades limitadas).

D. Los sintomas no son atribuibles a otra afeccién médica o neuroldgica ni a una baja capacidad en los dominios
o de la estructura de la palabra y la gramatica, y no se explican mejor por un trastorno del espectro autista,
discapacidad intelectual (trastorno del desarrollo intelectual), retraso global del desarrollo u otro trastorno mental.

E. Deficiencias persistentes en la comunicacion social y la interaccién social en multiples contextos, manifestadas
por lo siguiente, actualmente o por su historial (los ejemplos son ilustrativos, no exhaustivos, véase el texto):

1. Deficiencias en la reciprocidad socioemocional, que varian, por ejemplo, desde un acercamiento social
anormal y el fracaso de una conversacién normal de ida y vuelta; a una comparticion reducida de intereses,
emociones o afectos; a la incapacidad para iniciar o responder a las interacciones sociales.

2. Deficiencias en las conductas comunicativas no verbales utilizadas para la interaccion social, que varian, por
ejemplo, desde una comunicacion verbal y no verbal mal integrada; a anomalias en el contacto visual y el
lenguaje corporal o deficiencias en la comprension y el uso de gestos; a una falta total de expresiones faciales
y de comunicacién no verbal.
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3. Deficiencias en el desarrollo, el mantenimiento y la comprension de las relaciones, que varian, por ejemplo,
desde dificultades para ajustar la conducta a diversos contextos sociales; a dificultades para compartir juegos
imaginativos o para hacer amigos; a la ausencia de interés por los compafieros.

4. Los sintomas causan un deterioro clinicamente significativo en el ambito social, laboral u otras areas
importantes del funcionamiento actual.

En realizaciones particulares, se administra a un individuo que lo necesite una cantidad eficaz de L. reuteri de acuerdo
con la invencion con el fin de mejorar una deficiencia en la conducta social. En algunos casos, se administra
intencionadamente a un individuo una cantidad eficaz de L. reuteri de acuerdo con la invencién con el fin de mejorar
al menos una deficiencia en la conducta social. Se puede administrar a una madre embarazada una cantidad eficaz
de L. reuteri con el fin de prevenir o mejorar al menos una deficiencia en la conducta social en su crias, y en algunos
casos esa madre es obesa, con sobrepeso o sigue una dieta rica en grasas. En algunos métodos, se identifica a una
mujer embarazada que necesita una cantidad eficaz de L. reuteri porque es obesa, con sobrepeso y/o sigue una dieta
rica en grasas, aunque en algunos casos no lo es. Un individuo puede correr el riesgo de tener al menos una deficiencia
en la conducta social porque su madre bioldgica era obesa, con sobrepeso y/o con una dieta rica en grasas, y la
identificacion de dicho riesgo forma parte de algunos métodos. En otras realizaciones, puede administrarse L reuteri
de acuerdo con la invencién para aumentar el vinculo social, mejorar el estado de animo, reducir la depresion y
aumentar el bienestar de las personas, incluyendo amigos, miembros de la familia, colegas y socios.

En ciertos aspectos de la divulgacion, se trata al menos un sintoma de al menos un trastorno del neurodesarrollo con
una cantidad eficaz de L. reuteri. Se puede tratar a un individuo por deficiencias sociales y cambios en el microbioma
intestinal proporcionando a la madre embarazada o a las crias una cantidad eficaz de una formulacién de L. reuteri.
La cantidad eficaz de la formulacion de L. reuteri puede mejorar indirecta o directamente la interaccién social porque
induce indirecta o directamente una potenciacion sinaptica (LTP) en el area tegmental ventral (VTA) del individuo. La
cantidad eficaz de la formulacion de L. reuteri puede aumentar indirecta o directamente el nimero de neuronas
inmunorreactivas a la oxitocina en el hipotadlamo. Los aspectos de la divulgacion influyen en las consecuencias de la
dieta materna, la dishiosis de la microbiota intestinal, la plasticidad del VTA y la conducta social anormal administrando
una terapia probiética con L. reuteri eficaz para un individuo.

En realizaciones especificas, a un individuo se le administra una terapia o un preventivo para una o mas deficiencias
en la conducta social ademas de las composiciones para usar en la invencion. Por ejemplo, ademas de L. reuteri, se
le puede proporcionar lo siguiente: a) otras especies de bacterias, b) prebiéticos y otros nutrientes (por ejemplo,
vitaminas, lipidos, proteinas, etc.) con L. reuteri, y c) terapia conductual en combinacioén con L. reuteri.

L. reuteri puede no ser administrado como un microorganismo vivo, pero un extracto o una fraccién especifica
producida a partir del microorganismo vivo pueden ser igualmente bioactivos. Esto ha quedado demostrado, por
ejemplo, en el caso de la cicatrizacion de heridas en animales, en el que las mezclas sonicadas consumidas o los
lisados preparados a partir de L reuteri viva 0 muerta son biolégicamente activos en un modelo de cicatrizacion de
heridas (Poutahidis et al, 2013; Varian et al., 2016). Las mezclas, los lisados o los extractos pueden administrarse en
forma de pildora o en cualquier otro modo de administracion convencional (alimentos o bebidas liquidas, yogur, polvo
seco mezclado en agua o bebida en el que dichas mezclas pueden dosificarse y consumirse eficazmente en un formato
biol6gicamente activo.

Ill. Kits de la divulgacién

En el presente documento también se describen kits. Se contemplan especificamente kits para la implementacion de
los métodos descritos en el presente documento. En algunos aspectos, existen kits para tratar deficiencias en la
conducta social en un individuo y/o para prevenir la aparicion de al menos un sintoma de deficiencias en la conducta
social en un individuo. El kit puede proporcionarse para el tratamiento y/o la prevencion de una deficiencia en la
conducta social en un individuo, y en algunos casos, en donde la madre del individuo es obesa, con sobrepeso y/o
con una dieta rica en grasas. En algunos aspectos, el kit es para una madre embarazada que es obesa, con sobrepeso
ylo con una dieta rica en grasas, aungue en otros casos el kit es para cualquier madre embarazada o cualquier lactante,
nifio, adolescente o adulto.

El medio recipiente de los kits incluird generalmente al menos un vial, tubo de ensayo, matraz, frasco, jeringuilla u otro
medio recipiente, en el cual pueda colocarse un componente (incluyendo L. reuteri) y, preferentemente, alicuotarse
adecuadamente. Cuando haya méas de un componente en el kit que no sea un componente de Lactobacillis (incluyendo
L. reuteri), el kit también contendra generalmente un segundo, tercer u otro recipiente adicional en el que pueden
colocarse los componentes adicionales (tales como otras bacterias) por separado. Sin embargo, en un vial pueden
estar comprendidas diversas combinaciones de componentes. Los kits de la presente divulgacion también incluiran
normalmente un medio para contener las composiciones y cualquier otro recipiente de reactivo en un espacio cerrado
para la venta comercial. Dichos recipientes pueden incluir recipientes de plastico inyectados o moldeados por soplado
en los que se conserven los viales deseados.
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Cuando los componentes del kit se proporcionan en una y/o mas soluciones liquidas, la solucion liquida es una
solucién acuosa, siendo particularmente Gtil una solucién acuosa estéril. Sin embargo, los componentes del kit pueden
proporcionarse como un pincho o polvos secos. Cuando los reactivos y/o los componentes se proporcionan como un
polvo seco, el polvo puede reconstituirse mediante la adicién de un disolvente adecuado. Se prevé que el disolvente
también pueda proporcionarse en otro medio de recipiente. Los componentes de los kits pueden envasarse bien en
medios acuosos o bien en forma liofilizada.

Un kit también incluira instrucciones para emplear los componentes del kit, asi como el uso de cualquier otro reactivo
no incluido en el kit. Las instrucciones pueden incluir variaciones que pueden ser implementadas.

En algunos aspectos de la divulgacion, en el kit se incluyen otros tratamientos para las deficiencias en la conducta
social. Otros tratamientos pueden implicar tratamientos conductuales, medicamentos 0 ambos. Cuando el individuo
padece uno de algunos trastornos del neurodesarrollo, el individuo puede tener afecciones médicas adicionales tales
como trastornos del suefio, convulsiones y/o malestar gastrointestinal (Gl), y los kits también pueden tener estas
composiciones terapéuticas.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para mostrar algunas realizaciones de la invencién. Los expertos en la técnica
deberian apreciar que las técnicas divulgadas en los ejemplos que siguen representan técnicas descubiertas por el
inventor que funcionan bien en la practica de la invencién y por tanto se puede considerar que constituyen algunos
modos para su practica.

En realizaciones particulares, los hallazgos de la divulgacion vinculan la disfuncion del intestino y del cerebro. En el
presente documento se describe que la dieta materna rica en grasas (MHFD) induce un cambio en la ecologia
microbiana que tiene un impacto negativo directo en la conducta social. De forma notable, se descubrié que los
cambios inducidos por la MHFD en el microbioma intestinal de las crias bloquean la adaptacién neural duradera en el
sistema de recompensa mesolimbico dopaminérgico (area tegmental ventral, VTA). De interés alin mas amplio e
impacto considerable es la identificacion de un candidato probiético (una sola especie bacteriana, al menos en algunos
casos) que revierte la funcién sinaptica en el VTA, las conductas sociales, asi como los niveles de oxitocina, "the social
hormone" (Donaldson y Young, 2008; Insel, 2010), en el cerebro de las crias MHFD.

EJEMPLO 1

Las conductas sociales estan deterioradas en las crias MHFD. Para investigar como la obesidad inducida por la
dieta materna afecta al neurodesarrollo de las crias, se alimentaron ratones hembra con una dieta normal (DR) o con
una dieta rica en grasas (HFD) durante 8 semanas, periodo convencional necesario para alcanzar un estado de
obesidad inducida por la dieta en ratones (Aye et al., 2015). A continuacion, las hembras se aparearon con los machos
para producir crias a las que se suministré una dieta normal tras el destete (FIG. 1A). Como se esperaba, la MHFD
aumento significativamente el peso materno (FIGS. 8A-8C). En consonancia con los informes de abortos espontaneos
mas frecuentes en madres obesas (King, 2006), el tamafio de la camada se redujo (FIG. 8D) y la latencia hasta la
primera camada aumentd en los ratones hembra alimentados con HFD (FIG. 8E). Cabe destacar que no hubo
diferencias significativas en el peso de las crias entre las cohortes de dieta materna a las 7-12 semanas de edad
(FIGS. 8F y 8G), momento en el que se realizaron los experimentos conductuales y electrofisioldgicos.

Dado que la obesidad materna esta asociada al TEA (Bilder et al., 2013; Dodds et al., 2011; Krakowiak et al., 2012;
Moss y Chugani, 2014) y las interacciones sociales deficientes son una caracteristica destacada de los individuos con
TEA (Mefford et al., 2012), se estudié la conducta social en las crias MRD y MHFD. En primer lugar, las interacciones
sociales reciprocas se evaluaron registrando la cantidad de tiempo que una pareja de ratones pasaba interactuando
en una arena neutra (FIG. 1B). Cuando se comparan con las crias MRD, las crias MHFD tuvieron menos interacciones
reciprocas (FIGS. 1C, 1D, 9A y 9B). Después, se utilizé la prueba de las tres camaras (Silverman et al., 2010) para
evaluar a) la sociabilidad comparando el tiempo que los ratones pasaban interactuando con una jaula de hilo metélico
vacia frente a otra que contenia un ratén y b) la preferencia por la novedad social midiendo el tiempo que los ratones
pasaban interactuando con un ratén familiar frente a otro desconocido (FIG. 1E). En consonancia con los resultados
de las interacciones sociales reciprocas, las crias MHFD tenian una sociabilidad deteriorada y no mostraban
preferencia por la novedad social (FIGS. 1F-1I, 9C y 9D). En conjunto, estos datos indican que las crias MHFD
muestran deficiencias sociales.

Disbiosis de la microbiota intestinal en las crias MHFD. Diversos factores podrian contribuir a la etiologia de las
anomalias de la conducta social inducidas por la MHFD. Sin embargo, se ha demostrado que la obesidad materna
altera el microbioma intestinal de las crias (Galley et al., 2014; Ma et al., 2014) y los individuos con diagnoéstico de TEA
suelen presentar también disbiosis de la microbiota intestinal (Kohane et al., 2012; Mayer et al., 2014; Parracho et al.,
2005). Para estudiar si la MHFD induce alteraciones en la microbiota intestinal de las crias, se analizaron la
composicion bacteriana y la estructura de la comunidad en las heces de las crias MRD y MHFD mediante
secuenciacion del gen 16S del ARN ribosdmico (ARNr). Las comunidades microbianas de las crias MRD y MHFD
estaban compuestas por una microbiota intestinal tipica de ratén, dominada por Bacteroidetes y Firmicutes (FIGS.
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10A-10D). Aunque la diversidad bacteriana calculada tomando como base las distancias UniFrac ponderadas [la
evaluacion de la estructura de la comunidad considerando la abundancia de unidades taxonémicas operativas (OTU)]
no difirio significativamente entre las crias de ambos grupos de dieta (Figura 10E), los analisis no ponderados de las
distancias UniFrac (la evaluacion de la estructura de la comunidad considerando Gnicamente la presencia/ausencia
de OTU) revelaron una notable diferencia entre las estructuras de las comunidades bacterianas (FIG. 1J). Ademas, la
diversidad de la microbiota en las crias MHFD estaba reducida en comparacion con la microbiota de las MRD (FIG.
10F). En consonancia con informes anteriores (Turnbaugh et al., 2006), un régimen HFD en las madres indujo un
cambio notable en la composiciéon y diversidad del microbioma materno (FIGS. 11A y 11B), que era similar al
observado en sus crias (FIGS. 1Jy 10F).

La microbiota intestinal media en las deficiencias sociales inducidas por la MHFD. Aunque las comunidades
microbianas varian de un individuo a otro (Yatsunenko et al., 2012), se sabe que los miembros de una familia que
conviven comparten su microbiota (Song et al., 2013). Dado que los ratones son coprofagos y se transfieren la
microbiota intestinal entre si por via fecal-oral (Ridaura et al., 2013), se estudi6 si el alojamiento conjunto de ratones
MHFD con ratones MRD previene las deficiencias sociales en las crias MHFD. Para este fin, en el destete (3 semanas),
un ratébn MHFD fue alojado junto con tres ratones MRD (FIGS. 2A y 2B). Los grupos de control consistian en jaulas
individuales que contenian cuatro ratones MHFD o cuatro ratones MRD (FIG. 2B). Se recogieron muestras fecales y
se evalué la conducta social de las crias MRD y MHFD cuando los ratones tenian 7-8 semanas de edad.
Sorprendentemente, los ratones MHFD alojados junto con ratones MRD mostraron interacciones sociales reciprocas
normales (FIGS. 2C, 2D, 12Ay 12B), asi como una sociabilidad normal y una preferencia por la novedad social, segun
se determiné mediante la prueba de 3 camaras (FIGS. 2E, 2F, 12C y 12D). Por lo tanto, el alojamiento conjunto con
ratones control corrige las deficiencias sociales de las crias MHFD.

A continuacion se estudio si el alojamiento conjunto también corregia los cambios en la microbiota de las crias MHFD.
De hecho, el alojamiento conjunto provoc6 un cambio en el perfil filogenético bacteriano de los ratones MHFD para
asemejarse al de los ratones MRD o de los alojados junto con MRD (FIG. 2G), corrigiendo asi las alteraciones
inducidas por la MHFD en la microbiota comensal. De acuerdo con la idea de que la microbiota fecal de las crias
MHFD carece de una o mas especies bacterianas beneficiosas necesarias para un conducta social normal, el
alojamiento conjunto de una cria MRD con tres MHFD fue suficiente para recuperar tanto las conductas sociales como
el perfil filogenético de la microbiota de las crias MHFD (FIGS. 13A-13G).

La colonizacién de ratones asépticos (GF) con la microbiota de ratones MRD, pero no MHFD, revierte su
conducta social deficiente. Los estudios realizados en ratones GF han demostrado que la microbiota intestinal puede
influir en el desarrollo y la funcién cerebrales (Cryan y Dinan, 2012). Se considero que, si la falta de una o mas especies
bacterianas en la microbiota de las crias MHFD es responsable de su conducta social defectuosa, los ratones GF
también deben ser socialmente deficientes. Confirmando esta consideracion, las conductas sociales estaban
deterioradas en los ratones GF (FIGS. 3A-3D y 14A-14D).

Para identificar las diferencias funcionales entre las comunidades microbianas intestinales y determinar si su papel es
causal, se trasplant6é microbiota fecal (por sonda) de adultos MRD y crias MHFD en ratones GF de 4 semanas (FIG.
3E) y de 8 semanas de edad (FIG. 3F). De manera interesante, los ratones GF que recibieron microbiota fecal de crias
MRD en el destete (4 semanas; FIGS. 3G, 3H, 14E y 14F), pero no a las 8 semanas (FIGS. 3I, 3J, 14G y 14H),
mostraron una conducta social normal. Por el contrario, los ratones GF que recibieron microbiota fecal de crias MHFD
permanecieron socialmente deteriorados, independientemente de la edad a la que se realizara la transferencia fecal
(FIGS. 3G-3ly 14E-14H). Ademas, como en el caso de la separacion filogenética de la microbiota MRD y MHFD (FIG.
1J), las comunidades bacterianas de los ratones GF que recibieron heces de crias donantes MHFD se agruparon por
separado de las de los ratones GF que recibieron heces de crias donantes MRD, independientemente de si el
trasplante fecal se realizd a las 4 o0 a las 8 semanas (FIGS. 3K, 3L y 15A-15F). Estos datos revelan una ventana del
neurodesarrollo durante la cual la reconstitucion microbiana mejora eficazmente la conducta social.

La MHFD impacta negativamente en un subconjunto de bacterias intestinales, y la reintroduccion selectiva de
Lactobacillus (L.) reuteri restablece las deficiencias sociales en las crias MHFD. Para investigar qué especies
bacterianas estan ausentes en la comunidad de la microbiota de las crias MHFD, se realiz6 una secuenciacién
metagenomica indiscriminada de muestras fecales de crias tanto MHFD como MRD. El andlisis identifico varias
especies cuya abundancia relativa estaba reducida drasticamente en la microbiota de las crias MHFD (FIG. 7). Entre
éstas, L. reuteri era la més drasticamente reducida (>9 veces) en la poblacion de la microbiota MHFD, en comparacion
con la microbiota MRD (FIG. 7).

Se ha demostrado que L. reuteri fomenta los niveles de oxitocina (Poutahidis et al., 2013), una hormona que
desempefia un papel crucial en las conductas sociales (Donaldson y Young, 2008). Se consideré que la disminucion
selectiva de L. reuteri en la microbiota de las crias MHFD estaba relacionada causalmente con sus deficiencias
sociales. Para caracterizar esto, se introdujo L. reuteri en el agua de bebida de las crias MHFD en el momento del
destete, durante 4 semanas, tras lo cual se analizé su conducta (FIG. 4A). Notablemente, el tratamiento con L. reuteri
mejord significativamente la sociabilidad y la preferencia por la novedad social en las crias MHFD (FIGS. 4B, 4C, 4E,
16A y 16B). Los resultados de varios experimentos de control subrayan la especificidad de la recuperacién mediada
por L. reuteride las conductas sociales en las crias MHFD. En primer lugar, el agua de bebida tratada con medios de
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resuspension o con L. reuteri termoinactivada (80 °C durante 20 min) no logré restablecer la conducta social en las
crias MHFD (FIGS. 4B-4D, 16A y 16B). En segundo lugar, el agua de bebida con L. reuteri viva no modificé la conducta
social de las crias MRD (FIGS. 4B, 4C, 16A y 16B), presumiblemente porque su microbiota intestinal ya contiene
abundante L. reuteri. Finalmente, la adicion de L. reuteri al agua de bebida no tuvo ningun efecto importante sobre la
viabilidad bacteriana, y el procedimiento de termoinactivacion anul6 por completo las unidades formadoras de colonias
(FIG. 16C). De manera importante, la mejora de la conducta social deficiente es especifica de L. reuteri, porque un
tratamiento similar con otra especie de Lactobacillus, L. johnsonii, cuya abundancia también esta reducida en la
microbiota intestinal de las crias MHFD (figura 7), no logro recuperar las conductas sociales en las crias MHFD (FIGS.
17A-17G).

La crias MHFD muestran otros rasgos conductuales que estan asociados con el TEA, como conductas repetitivas y
ansiedad (FIGS. 18A-18B - 19A-19F). De manera interesante, aunque el alojamiento conjunto de crias WMHFD con
MRD restablece la conducta social (Figuras 4By 4C), no logré recuperar el enterramiento de canicas (FIG. 18B), una
tarea conductual que refleja una conducta repetitiva y perseverante (Thomas et al., 2009). Por consiguiente, los ratones
asépticos también mostraron un mayor enterramiento de canicas, y los trasplantes de microbios fecales de crias MRD
(o MHFD) a ratones GF no lograron recuperar la conducta repetitiva (FIG. 18B). Por lo tanto, las conductas repetitivas
en las crias MHFD no dependen de los cambios en el microbioma intestinal. Ademas, el tratamiento con L. reuteri no
logré recuperar los cambios en la ansiedad de las crias MHFD (FIGS. 19B-19C). Considerados en conjunto, estos
datos indican que la reconstitucion con L. reuteri recupera especificamente la conducta social, pero no otros
endofenotipos conductuales asociados al TEA.

Los niveles de oxitocina estan reducidos en el hipotalamo de las crias MHFD. Cada vez hay mas pruebas de que
el neuropéptido oxitocina modula numerosos aspectos de la conducta social (Donaldson y Young, 2008; Insel, 2010)
y esté implicado en el TEA (Lerer et al., 2008; Wu et al., 2005). Se ha informado de que L. reuteri, que recupero las
conductas sociales en ratones MHFD (FIGS. 4B, 4C y 4E), aumenta los niveles de oxitocina (Poutahidis et al., 2013).
Dado que la oxitocina se sintetiza principalmente en los nucleos paraventriculares (PVN) del hipotalamo, se considero
comparar el nimero de células que expresan oxitocina en los PVN de las crias MRD y MHFD. De manera interesante,
Las crias MHFD tenia significativamente menos neuronas inmunorreactivas a la oxitocina en comparacién con las
crias MRD (FIGS. 4F-4H, 4K y 4L). La reduccién de la inmunorreactividad a la oxitocina no se debié a una disminucién
global de las neuronas de los PVN, porque el nimero total de neuronas no se modificé (segun la tincion NeuN; FIGS.
4G, 4H, 4M y 4N). De forma notable, en las crias MHFD tratadas con L. reuteri, el nimero de células que expresaban
oxitocina era mayor que en las crias MHFD tratadas con control (FIGS. 41, 43, 40 y 4P). Por lo tanto, el nimero de
neuronas inmunorreactivas a la oxitocina en los PVN esta reducido en las crias MHFD, pero puede restablecerse
mediante el tratamiento con L. reuteri.

La funcién del sistema de recompensa dopaminérgico mesolimbico esta deteriorada en las crias MHFD. Las
regiones cerebrales que responden a estimulos naturalmente gratificantes, incluyendo el area tegmental ventral (VTA)
y el nacleo accumbens (NAc), estan crucialmente implicadas en las conductas sociales (Dolen et al., 2013; Gunaydin
et al., 2014; Huang y Hessler, 2008). Ademas, las neuronas que expresan oxitocina en los PVN proyectan en el VTA
(Melis et al., 2007). La oxitocina activa las neuronas VTA tanto en ratones como en seres humanos, lo que influye en
el procesamiento de las sefiales socialmente relevantes (Gregory et al., 2015; Groppe et al., 2013; Tang et al., 2014)
y el bloqueo de los receptores de oxitocina en el VTA impide el apego social en roedores (Pedersen et al., 1994). Dado
gue la estimulacion social puede ser particularmente gratificante y desencadena la potenciacion sinaptica en las
neuronas DA del VTA de las aves (Huang y Hessler, 2008), se consider¢ si la interaccion social directa provoca una
potenciacion a largo plazo (LTP) de las aferencias sinapticas a las neuronas DA del VTA (Figuras 20A-20C). Para este
fin, Se registraron las relaciones AMPAR/NMDAR de las corrientes postsinapticas excitatorias glutamatérgicas (EPSC)
en crias MRD y MHFD 24 horas después de una interaccion reciproca de 10 min con un ratén desconocido o con uno
familiar (FIG. 5A). En los ratones MRD de control, la interaccion social con un raton desconocido, pero no con uno
familiar, desencadené una LTP en las neuronas DA del VTA, como determina el aumento de las relaciones
AMPAR/NMDAR (FIGS. 5B y 5D). Por el contrario, en las crias MHFD, la interaccién social con un desconocido no
logré inducir una LTP en sus neuronas DA del VTA (FIGS. 5C y 5E). Las curvas de entrada-salida, las relaciones de
impulsos emparejados y la frecuencia y amplitud de las EPSCs en miniatura (mEPSCs) muestran que el deterioro de
la LTP inducido por la interaccion social en las crias MHFD no puede atribuirse a cambios en la transmision sinaptica
basal (FIGS. 21A-21E).

Como reflejo de los resultados electrofisioldgicos, las crias MRD pasaron significativamente mas tiempo interactuando
con un ratén desconocido que con uno conocido, pero no asi las crias MHFD (FIGS. 5F y 5G). Por lo tanto, la
interaccion social induce un aumento duradero de la actividad del sistema de recompensa dopaminérgico de las crias
MRD, pero no en las MHFD. El tratamiento con L. reuteri o con oxitocina invierte tanto la LTP en las neuronas DA del
VTA como la conducta social en las crias MHFD. A continuacion se consideré si el tratamiento con L. reuteri, que
restablece la sociabilidad y la preferencia por la novedad social en las crias MHFD (FIGS. 4B, 4C y 4E), también
recuperaria la interaccion social reciproca y los cambios relacionados en la fortaleza sinaptica en el VTA. La L. reuteri
viva (FIGS. 5H y 5J), pero no la termoinactivada (FIGS. 51 y 5K), recupero la LTP inducida por la interaccion con
desconocidos en el VTA, asi como las interacciones sociales reciprocas, en las crias MHFD (FIG. 5L). Por lo tanto, L.
reuteri restablece la LTP inducida por la interaccion social en el VTA de crias MHFD.
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Estos hallazgos, junto con el hecho de que el tratamiento con L. reuteri aumento la inmunorreactividad de la oxitocina
en los PVN de las crias MHFD (FIGS. 41, 43 40 y 4P), llev6 a averiguar si la aplicacion directa de oxitocina podria
también revertir las deficiencias conductuales y electrofisioldgicas caracteristicas de las crias MHFD. Para caracterizar
esto, se administrd oxitocina por via intranasal (un método preferido para administrar neuropéptidos al cerebro
evitando procedimientos mas invasivos (Penagarikano et al., 2015)) a las crias MHFD, y se midieron las interacciones
sociales reciprocas 30 min después. Aunque la oxitocina sola o la interaccién social sola no lograron recuperar la LTP
inducida por la interaccion social en el VTA, la combinacién de interaccion social y tratamiento con oxitocina restablecio
la LTP en el VTA de las crias MHFD (FIGS. 6A y 6B), lo que respalda trabajos anteriores que implican un efecto
sinérgico de la oxitocina y la dopamina en el procesamiento de las sefiales socialmente relevantes (Modi y Young,
2012). Por consiguiente, el tratamiento con oxitocina mejord la interaccion social reciproca (FIGS. 6C, 6D, 22Ay 22B),
asi como la sociabilidad y la preferencia por la novedad social (FIGS. 6E, 6F, 22Cy 22D). Por lo tanto, la administracién
de oxitocina recupera la conducta social y las adaptaciones neuronales relacionadas en el VTA de las crias MH-FD.

En conjunto, los datos muestran que la MHFD deteriora las adaptaciones sinapticas mediadas por la oxitocina en el
VTA que subyacen a las conductas sociales.

Importancia de ciertas realizaciones

La reconstitucién precisa del microbioma posee un potencial terapéutico para los individuos con TEA y otros
trastornos del neurodesarrollo. Una encuesta reciente del Center for Disease Control and Prevention estima que
aproximadamente uno de cada 45 nifios padece TEA (Zablotsky et al., 2015). A pesar del aumento significativo de su
incidencia, actualmente no existen medicamentos que puedan curar el TEA o tratar los sintomas primarios. Por lo
tanto, el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento reviste una importancia crucial. Aunque tanto la genética
como el ambiente y sus interacciones, son sospechosos de causar el TEA, los factores ambientales pueden explicar
una gran proporcion de los casos de TEA (Hallmayer et al., 2011). Sorprendentemente, el aumento de la prevalencia
del TEA es un reflejo del aumento de la obesidad en el adulto. Esto representa un importante problema de salud, ya
gue mas de la mitad de los bebés estadounidenses nacen de madres obesas 0 expuestas a una dieta rica en grasas
(HFD) durante el embarazo (Ogden et al., 2014) y cada vez hay mas pruebas de que la obesidad materna aumenta el
riesgo de trastornos neuropsiquiatricos en la descendencia, incluyendo el TEA (Devereux et al. 2012; Sullivan et al.,
2014). De hecho, un estudio reciente descubrié que las madres con obesidad tenian 1,5 veces mas probabilidades de
tener un hijo con TEA, y el aumento del riesgo de hijos con TEA era dos veces mayor en el caso de las madres
embarazadas con obesidad y diabetes del embarazo (Connolly et al., 2016). Aunque la mayor parte de la atencién en
este campo se ha centrado en la inflamacién (Bolton y Bilbo, 2014) o en los cambios epigenéticos (Mathers y McKay,
2009), el mecanismo biolégico por el que la obesidad materna afecta al neurodesarrollo de la descendencia sigue sin
estar claro. Aqui se demuestra que la disfuncion conductual asociada a la obesidad inducida por una MHFD esta
inducida por alteraciones en la microbiota intestinal de las crias. Varias pruebas respaldarian esta idea. En primer
lugar, los individuos con diagnostico de TEA suelen presentar también disbiosis de la microbiota intestinal (Kohane et
al., 2012; Mayer et al., 2014; Parracho et al., 2005). En segundo lugar, la obesidad materna provoca alteraciones en
el microbioma intestinal de las crias en seres humanos y en primates no humanos (Galley et al., 2014; Ma et al., 2014).
En tercer lugar, en ratones, la microbiota intestinal de las crias MHFD esté alterada (FIGS. 1A-1J) por la reduccion de
especies bacterianas especificas (FIG. 7). En cuarto lugar, la manipulaciéon de la comunidad del microbioma mediante
el alojamiento conjunto de crias MHFD con crias MRD recupera las deficiencias sociales inducidas por la MHFD y
corrige su perfil filogenético microbiano (FIGS. 2A-2G). En quinto lugar, los ratones GF estan socialmente deteriorados
y la microbiota fecal trasplantada de crias MRD (pero no MHFD) recupera la conducta social GF (FIGS. 3A-3L).
Finalmente, el tratamiento con una sola especie bacteriana, L. reuteri, que esta drasticamente reducida en las crias
MHFD (FIG. 7), restablece la conducta social en los ratones MHFD (FIG. 4A-4P).

En realizaciones especificas, existe un modelo en el que L. reuteri mejora la conducta social al fomentar las funciones
mediadas por la oxitocina. De manera coherente con este modelo, el tratamiento con L. reuteri aumenta los niveles de
oxitocina en los PVN de los ratones MHFD (FIGS. 41y 4J) y el tratamiento directo con oxitocina normaliza la conducta
social de los MHFD (FIGS. 6A-6F). En realizaciones especificas, L. reuteri fomenta la oxitocina en el cerebro porque
el nervio vago (Davari et al., 2013; Foster y McVey Neufeld, 2013) es la principal via de comunicacion entre el
intestino/L. reuteri y los cambios en la oxitocina de los PVN. Se sabe que las fibras nerviosas vagales proyectan en
los PVN (Sabatier et al., 2013; Uvnas-Moberg et al., 2014). Ademas, la actividad neuronal en los PVN inducida por la
colonizacién bacteriana se bloquea mediante una vagotomia subdiafragmatica (Wang et al., 2002). Especialmente
relevantes son los informes de que el aumento de oxitocina mediado por L. reuteri depende del nervio vago (Poutahidis
et al., 2013), y de que otra especie de Lactobacillus, L. rhamnosus, redujo la ansiedad inducida por el estrés de una
forma dependiente del vago (Bravo et al., 2011).

Los resultados aportan nuevos conocimientos sobre el mecanismo por el que la MHFD causa el TEA y como un cambio
notable en la ecologia microbiana, debido a la MHFD, puede afectar negativamente a la conducta social y a los
cambios neuronales relacionados en las crias. Estas adaptaciones neuronales, que subyacen a la conducta social
aumentando la prominencia y el valor de recompensa de los estimulos sociales, se ven sorprendentemente
perjudicadas por los cambios inducidos por la dieta materna en el microbioma intestinal (FIGS. 5A-5L). De manera
interesante, de acuerdo con un articulo reciente, el restablecimiento de la permeabilidad intestinal a base de probidticos
en un modelo de ratén de TEA puede mejorar algunas conductas similares al TEA, pero no las conductas sociales
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(Hsiao et al., 2013). Dado que los inventores identificaron un candidato probidtico diferente, L. reuteri, que recupera la
conducta social (FIGS. 4A-4P y 5A-5L), pero no otros conductas similares al TEA (FIGS. 18A-18B y 19A-19F) en
ratones MHFD, en realizaciones especificas, una combinacion cuidadosamente seleccionada de probidticos es (util
como tratamiento no invasivo para los millones de pacientes que padecen TEA.

EJEMPLO 2
EJEMPLOS DE MATERIALES Y METODOS

Ratones y dieta materna. Los ratones C57BI6/J se obtuvieron en Jackson Laboratories (#000-664) y se mantuvieron
en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y tuvieron acceso a comida y agua a voluntad. Las hembras fueron sometidas a
una dieta normal (DR) consistente en un 13,4 % de kcal procedentes de grasas, un 30 % de kcal procedentes de
proteinas y un 57 % de kcal procedentes de hidratos de carbono (Lab Diets, n° 5001) o a una dieta rica en grasas
(HFD) consistente en un 60 % de kcal procedentes de grasas, un 20 % de kcal procedentes de proteinas y un 40 %
de kcal procedentes de hidratos de carbono (Research Diets, #D12492). El peso materno se midié semanalmente. La
masa total y la masa grasa maternas se midieron con un analizador de la composiciéon corporal por RMN mq7.5
Minispec. Después de ocho semanas de dieta, las hembras se aparearon con machos adultos C57BI6/J para producir
las crias en cuestion. Las crias resultantes fueron destetadas a las tres semanas de edad y todas se colocaron en RD,
independientemente de la dieta materna (MRD o MHFD). Los ratones asépticos (C57BI6/J) se mantuvieron en un
aislador flexible con aire filtrado por HEPA, y se les proporcioné comida y agua irradiadas. Las crias asépticas fueron
destetadas a las cuatro semanas de edad. Todas las pruebas conductuales se realizaron en ratones macho de 7-12
semanas de edad.

El cuidado de los animales y los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Baylor College of Medicine’s
Institutional Animal Care and Use Committee de acuerdo con todas las directrices establecidas por el Instituto Nacional
de Ciencias de la Salud de EE.UU. Interaccién social reciproca. Los ratones se colocaron en una arena de plexiglas
de 25x25x25 cm, a la que no habian sido habituados previamente, con un congénere familiar (compafiero de jaula) o
desconocido emparejado por edad y sexo. En todos los experimentos, los ratones se emparejaron por pares para la
dieta materna, la fuente de colonizacién y/o el tratamiento. Registramos el tiempo que una pareja de ratones
participaba en una interaccion social (seguimiento cercano, tocamientos, olfateo de nariz con nariz, olfateo de nariz
con ano y/o arrastre por encima/debajo del otro). El observador humano no conocia la dieta materna ni el grupo de
tratamiento. La conducta social se analiz6 con el programa informatico automatizado AnyMaze.

Prueba social de tres camaras. La prueba de tres camaras de Crawley para la sociabilidad y la preferencia por la
novedad social se realizé como se describe (Silverman et al., 2010). En resumen, el ratdn experimento en primer lugar
un periodo de habituacion de 10 minutos durante el cual se le permitié explorar libremente una arena de plexiglas de
60x40x23 cm dividida en tres camaras interconectadas de igual tamafio, (izquierda, centro, derecha). La sociabilidad
se midié durante un segundo periodo de diez minutos en el que el sujeto podia interactuar bien con una cipula vacia
de hilo metdlico (Vacio) o bien con una clpula de hilo metalico que contenia un congénere desconocido de su misma
edad y sexo (Ratén 1). El tiempo dedicado a interactuar (olfatear, arrastrarse) con la clpula vacia o con el raton
desconocido contenido en la otra clpula, asi como el tiempo pasado en cada camara, fue registrado utilizando el
programa informéatico AnyMaze, por observadores independientes. La colocacion de cUpulas vacias en la camara
izquierda o derecha durante el periodo de sociabilidad se equilibré entre ensayos. Finalmente, la preferencia por la
novedad social se ensay6 introduciendo un segundo ratén desconocido (Ratén 2) en la cupula de hilo metalico
previamente vacia. El tiempo pasado en cada cdmara, asi como el tiempo pasado interactuando con el Raton 1 o el
Raton 2, fue registrado utilizando el programa informatico automatizado AnyMaze por observadores independientes.

Enterramiento de canicas. El enterramiento de canicas se realizé como se describié anteriormente (Komai et al,
2009). En resumen, se coloco a los ratones en una jaula de tamafio convencional que contenia 20 canicas negras
separadas periddicamente y asentadas sobre un lecho de virutas de madera fina de 5 cm de profundidad. Después
de 20 minutos, se retird el ratdn y se contaron como enterradas las canicas con al menos dos tercios de su profundidad
ocultos por las virutas de madera.

Campo abierto. Los ratones se colocaron en una arena abierta (40x40x20 cm) y se les permitié explorar libremente
durante 10 minutos mientras se controlaba continuamente su posicion mediante un programa informatico de
seguimiento (ANY-Maze). El seguimiento permitié medir la distancia recorrida, la velocidad y la posicion en la arena
durante toda la tarea. Se registré el tiempo pasado en el centro de la arena, definido como el interior de 20x20 cm.

Secuenciacion del gen del ARNr 16s. Los métodos se adaptaron a partir de los métodos desarrollados para el NIH-
Human Microbiome Project (Human Microbiome Project, 2012a, b). En resumen, el ADN gendémico bacteriano se
extrajo utilizando el kit de aislamiento de ADN MO BIO PowerSoil (Laboratorios MO BIO). La region V4 del ADNr 16S
se amplifico mediante una PCR y se secuenci6 en la plataforma MiSeq (lllumina) utilizando el protocolo de 2x250 pb
de extremos pareados que produce lecturas de extremo pareado que se solapan casi por completo. Los cebadores
utilizados para la amplificacion contienen adaptadores para la secuenciacion MiSeq y codigos de barras de un solo
extremo que permiten la agrupacién y secuenciacion directa de los productos de la PCR (Caporaso et al., 2012). Los
pares de lecturas del gen del ARNr 16S se desmultiplexaron tomando como base los cédigos de barras moleculares
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Unicos, y las lecturas se fusionaron utilizando USEARCH v7.0.1090 (Edgar, 2010), permitiendo cero discrepancias y
un solapamiento minimo de 50 bases. Las lecturas fusionadas se recortaron en la primera base con Q5. Se aplicé un
filtro de calidad a las lecturas fusionadas resultantes. Se descartaron las lecturas que contenian mas de 0,05 errores
esperados. Las secuencias del gen del ARNr 16S se agruparon en unidades taxondmicas operativas (OTU) con un
valor de corte de similitud del 97 % mediante el algoritmo UPARSE (Edgar, 2013). Las OTU se cartografiaron a una
version optimizada de la base de datos SILVA (Quast et al., 2013) que contenia Unicamente la region v4 de 16S para
determinar las taxonomias. Las abundancias se recuperaron cartografiando las lecturas desmultiplexadas a las OTU
UPARSE. Una secuencia de 6rdenes personalizada construy6 una tabla de OTU enrarecidas a partir de los archivos
de salida generados en las dos etapas anteriores para los posteriores analisis de la diversidad alfa, la diversidad beta
(Lozupone y Knight, 2005) y las tendencias filogenéticas.

Secuenciacion indiscriminada del genoma completo. Las bibliotecas individuales construidas a partir de cada
muestra se cargaron en la plataforma HiSeq (lllumina) y se secuenciaron utilizando el protocolo de lectura de extremos
pareados de 2x100 pb. Se construyeron bibliotecas lllumina de extremos pareados a partir del ADN gendmico total
aislado a partir de cada muestra. EI ADN se cizall6 en fragmentos de aproximadamente 400-600 pb, seguido de la
unién de adaptadores lllumina que contenian cédigos de barras moleculares para el desmultiplexado posterior. A
continuacion, estos productos se amplificaron mediante una PCR mediada por union (LM-PCR) utilizando la ADN
polimerasa KAPA HiFi (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EE.UU.). Tras la purificacién de las microesferas con
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, EE.UU.), se determiné la cuantificacion y la distribucion por
tamafos del producto de la LM-PCR utilizando el sistema de electroforesis LabChip GX (PerkinElmer, Akron, OH, EE.
UU.). Las hibliotecas se agruparon en cantidades equimolares a razén de 6 muestras por grupo y se prepararon para
la secuenciacion con el kit TruSeq PE Cluster Generation (lllumina). Cada agrupacién de bibliotecas se cargd en un
carril de una celda de flujo HiSeq 2000 enriquecido con una biblioteca de control PhiX al 1 %. Los archivos de
secuenciacion se desmultiplexaron con CASAVA version 1.8.3 (lllumina).

se filtraron por calidad, se recortaron, y la desmultiplexacion se llevé a cabo mediante un conducto personalizado que
contenia Trim Galore (Krueger, 2014) y cutadapt (Martin, 2011) para el recorte de adaptadores y de calidad, y
PRINSEQ (Schmieder y Edwards, 2011) para el filtrado de baja complejidad y la desduplicacion de secuencias.
Ademas, se utilizé Bowtie2 v2.2.1 (Lang-mead y Salzberg, 2012) para cartografiar las lecturas a marcadores
MetaPhlAn para la clasificacién de las especies bacterianas (Segata et al., 2012).

Colonizacién de ratones asépticos mediante un trasplante de microbiota fecal. Se recogieron muestras fecales
recientes de ratones donantes/cohorte de microbioma y se homogeneizaron en hielo en PBS estéril en condiciones
estériles. La suspension resultante se centrifugd a 1000 g durante tres minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se aislaron
y se diluyeron a 5x10° UFC/ml en PBS estéril. A continuacion, se colonizaron inmediatamente ratones receptores
C57BI6/J asépticos (GF) de cuatro u ocho semanas de edad mediante una Unica alimentacion forzada con 0,2 ml de
solucion. Se recogieron muestras fecales de los ratones GF colonizados a las 24 h, 7d, 14d, 28d y 56d tras la
colonizacién. Las muestras fecales se congelaron instantdneamente y se almacenaron a -80 °C hasta que se
prepararon para la secuenciacién. Los experimentos conductuales se iniciaron tres semanas después del trasplante.

Cultivo y tratamiento con L. reuteri y L. johnsonii. Se cultivaron Lactobacillus reuteri MM4-1A (ATCC-PTA-6475) y
Lactobacillus johnsonii (ATCC 33200) anaerébicamente en caldo MRS en un ambiente con un 90 % de N2, un 5 % de
COz2, un 5% de Hz. L. reuteri se termoinactivd manteniendo las bacterias a 80 °C durante 20 minutos(Wang et al.,
2010). La viabilidad bacteriana se evalu6 mediante una siembra en placas y la eficacia del procedimiento de
termoinactivacion se confirmé por la ausencia de crecimiento de colonias tras la siembra en placas. Los cultivos se
centrifugaron, se lavaron y se resuspendieron en solucién anaerobia (PBS) y se congelaron a -80 °C hasta su uso. Se
afiadieron al agua de bebida PBS, L. reuteri viva o termoinactivada, que se cambiaba diariamente para minimizar la
variabilidad de la dosis. Mientras que el grupo experimental recibié bacterias vivas, un grupo de control recibid cultivos
preparados idénticamente de bacterias termoinactivadas. Un segundo grupo de ratones de control recibi6 agua tratada
Gnicamente con PBS. Se suministraron L. reuteri vivas y termoinactivadas a una dosis de 1 x 108 organismos/ratén/dia
de forma continua en el agua de bebida. Los ratones consumieron el agua tratada a voluntad durante el periodo de
tratamiento. El agua de bebida tratada de cada grupo se sustituy6 diariamente dos horas antes del inicio del ciclo de
oscuridad para minimizar la variacion en la exposicion microbiana. Los ensayos conductuales se iniciaron tras 4
semanas de tratamiento con L. reuteri o con el control. El protocolo de preparacion y administracion de L. johnsonii
coincidia con el protocolo de L. reuteri. Las muestras fecales para la secuenciacion y el tejido utilizado en los estudios
de inmunofluorescencia se recogieron al final del tratamiento.

Inmunofluorescencia. Los ratones se anestesiaron profundamente por inhalacién de isoflurano y se perfundieron
transcardiacamente con 10 ml de solucién salina tamponada con fosfato al 0,9 % seguida de 30 ml de
paraformaldehido al 4 % en tamp6n de fosfato 0,1 M (PFA). Los cerebros se posfijaron en PFA al 4 % a 4 °C durante
toda la noche, a continuacioén se crioprotegieron con sacarosa al 30 % en PB 0,1 M durante tres dias. Se obtuvieron
cortes frontales (de 30 um de grosor) del tejido congelado utilizando un micrétomo de cuchilla deslizante, a
continuacion se transfirieron a PBS helado. Los cortes se bloquearon con suero de cabra normal al 5 %, Triton X-100
al 0,3 %, PB 0,1 M (PBTgs) durante 1 h con agitacion a la TA, y a continuacion se incubaron en anticuerpos primarios
(anti-oxitocina de conejo, ImmunoStar #20068, 1:2000; anti-NeuN de raton, Millipore, #MAB377, 1:2000) diluidos en
PBTgs con agitacion a 4 °C durante 24 h. A continuacion, los cortes se lavaron tres veces con Triton X-100 al 0,3%

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2954 147 T3

en PB 0,1 M. Los anticuerpos primarios se visualizaron utilizando anticuerpos secundarios de cabra anti-conejo Alexa
Fluor® 488 (ThermoFisher Scientific, #A-11034) y de cabra anti-raton Alexa Fluor® 594 (ThermoFisher Scientific, #A-
11032) (dilucion 1:1000). Los cortes se incubaron en anticuerpos secundarios con agitaciéon en la oscuridad durante
1 halaTA. Unos lavados finales de cinco minutos con cada uno de los PBTgs, en PB 0,1 My PB 0,05 M, precedieron
al montaje en cubreobjetos recubiertos de gelatina al 2 % (Sigma-Aldrich, #G9391). Los nucleos se visualizaron
utilizando Vectashield H-1200 con DAPI (Vector Labs, #H-1200). La obtencion de imagenes fluorescentes y la
adquisicion de datos se realizaron con un microscopio Zeiss Axiolmager.Z2 (Car Zeiss Microlmaging) montado con
una camara digital AxioCam (Carl Zeiss Microlmaging). Las imagenes se capturaron utilizando el programa informatico
de adquisicion Axio-Vision (Carl Zeiss Microimaging). Todas las imagenes dentro de un conjunto de datos dado se
adquirieron con unos tiempos de exposicion idénticos, dentro de un canal dado, para permitir la comparacion de la
intensidad de la sefial. En algunas imagenes, el contraste y el brillo se ajustaron linealmente con Photoshop (Adobe).
El procesamiento de imagenes se aplicéd uniformemente a todas las imagenes dentro de un conjunto de datos dado.
La intensidad de la fluorescencia se midié en Imaged (NIH) seleccionando las regiones de interés (cuerpos celulares
hipotalamicos positivos para oxitocina y NeuN). La poblacién neuronal hipotalamica que expresa oxitocina y el nimero
de células NeuN+ se evalu6 en las imagenes utilizando la siguiente secuencia operativa: (1) abrir el archivo de imagen,
(2) restar el fondo, (3) ajustar el umbral, (4) convertir en plantilla, (5) zona marginal, (6) analizar las particulas. La
identificacion automatica de los limites celulares fue validada frente a la imagen de origen por un experimentador
desconocedor de la asignacion de grupos.

Administracion de oxitocina. La oxitocina se obtuvo en Tocris Bioscience (producto 1910) y se solubilizé en
dimetilsulféxido (DMSO) al 10 % en PBS. Se us6 DMSO al 10 % en PBS como vehiculo de control. Los ratones
recibieron oxitocina por via intranasal (aproximadamente a 200 pg/kg) treinta minutos antes de la conducta. Se
inyectaronl,25 pl de oxitocina o de solucion de vehiculo en cada fosa nasal con la pipeta P10. La dosis de oxitocina
se seleccion6 de acuerdo con las dosis notificadas para recuperar la conducta social en modelos genéticos que
expresan fenotipicamente conductas similares al TEA (Penagarikano et al., 2015).

Electrofisiologia. Los registros se realizaron como se ha descrito anteriormente (Ungless et al., 2001; Zhu et al.,
2011) y los investigadores se mantuvieron desconocedores de las condiciones de tratamiento. En resumen, los ratones
se anestesiaron con una mezcla de ketamina (100 mg/kg), xilacina (10 mg/kg) y acepromazina (3 mg/kg). Se realizaron
cortes horizontales (225-300 um de grosor) que contenian el VTA de los cerebros de los ratones C57BL/6J. Los
ratones se perfundieron transcardiacamente con una solucién oxigenada helada que contenia (en mM) NaCl, 87;
NaHCOs, 25; KCI, 2,5; NaH2POa4, 1,25; MgClz, 7; CaClz, 0,5; glucosa, 25; sacarosa, 75. Los cortes horizontales se
realizaron con una cortadora de tejidos vibratoria (VF-100 Compresstome, Precisionary Instruments, San José, CA o
Leica VT 1000S, Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL), se incubaron a 34 °C durante 40 min, se mantuvieron a la
temperatura ambiente durante al menos 30 minutos antes de transferirlos a una camara de registro perfundida de
forma continua con liquido cefalorraquideo artificial (ACSF) a 32 °C y un caudal de 2-3 ml/min. El ACSF de registro
contenia (en mM: NaCl 120, KCI 3,3, NaH2PO4 1,25, NaHCO325, glucosa 10, MgCl2 1 y CaCl. 2. Las pipetas de registro
se fabricaron con vidrio de borosilicato de paredes finas (TW150F-4, WPI, Sarasota, FL). Tras el llenado con solucion
intracelular (en mM): CsMeSO3 117; EGTA 0,4; HEPES 20; NaCl 2,8, ATP 2,5-Mg 2,0; GTP-Na 0,25; TEA-CI 5, se
ajusté a pH 7,3 con CsOH y 290 mosmol/l, tenian una resistencia de 3-5 MS2. Los datos se obtuvieron con un
amplificador MultiClamp 700B, se digitalizaron a 20 kHz con un Digidata 1440A, se registraron mediante un Clampex
10 y se analizaron con el programa informatico Clampfit 10 (Molecular Devices). Las grabaciones se filtraron en linea
a 3 kHz con un filtro de paso bajo de Bessel. Se aplicé un pulso hiperpolarizante de 2 mV antes de cada EPSC para
evaluar la resistencia de entrada y de acceso (Ra). Los datos se descartaron cuando Ra era inestable o superior a
25MS2, la corriente de mantenimiento era >200 pA, la resistencia de entrada disminuy6 >20 % durante el registro o la
situacion inicial de las EPSC cambid >10 %. Tras establecer un sellado de gigaochmios (>2GS2) y registrar disparos
espontaneos estables en modo de pinza de voltaje acoplada a la célula (potencial de mantenimiento de -70 mV), se
determiné el fenotipo celular midiendo la amplitud del potencial de accion y la presencia de una corriente Ih. Las
relaciones AMPAR/NMDAR se calcularon como se ha descrito anteriormente (Ungless et al., 2001). En resumen, se
realizé un pinzamiento de voltaje de las neuronas a +40 mV hasta que la corriente de mantenimiento se estabilizé (a
<200 pA). Se provocaron EPSC monosinapticas a 0,05 Hz con un electrodo de estimulacién bipolar colocado 50-
150 um por encima del VTA lateral. Se afiadi6é picrotoxina (100 uM) al ACSF de registro para bloquear las IPSC
mediadas por GABARA. Después de registrar la EPSC de doble componente, se aplicd un bafio de DL-AP5 (100 uM)
durante 10 min para eliminar el componente NMDAR, que se obtuvo a continuacion por la resta fuera de linea del
componente AMPAR restante de la EPSC original. Las amplitudes méaximas de los componentes aislados se utilizaron
para calcular las relaciones AMPAR/NMDAR. La picrotoxina y la DL-AP5 se adquirieron en Tocris Bioscience, y todos
los demés reactivos se obtuvieron en Sigma-Aldrich.

Analisis estadistico. Los datos se presentan como la media + EEM. Para los experimentos conductuales, las
estadisticas se basaron en las pruebas de la t de Student bilaterales para datos independientes, ANOVA uni- o
bifactorial con un analisis a posteriori de Bonferroni para corregir las comparaciones multiples, a menos que se indique
otra cosa. P, ty los valores F se presentan en las leyendas de las figuras, los valores de n se proporcionan en las
figuras. p<0,05 se considerd significativo. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001. Se utilizé el programa
informatico Prism 6 de GraphPad (La Jolla, CA) para realizar los analisis estadisticos y para generar las
representaciones gréficas de los datos. Para la secuenciacion del gen del ARNr 16S, el analisis y la visualizacion de
las comunidades del microbioma se realizaron con RStudio 0.99.292 [http://www.R-project.org/ (2014)], utilizando el
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paquete phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013) para importar los datos de las muestras y calcular las métricas de
diversidad alfa y beta. Los datos de la secuenciacion del gen del ARNr 16S se analizaron utilizando Silva 115y 123
(Quast et al., 2013). Los analisis se realizaron en conjuntos de datos enrarecidos 1000 veces, a continuacién se
promediaron y se redondearon. Las secuencias de amplicon se depositaron en el NCBI Sequence Read Archive con
el nimero de registro TBD. El modelado de mezclas polinomiales de Dirichlet se realizé en madre (Schloss et al.,
2009). La importancia de las variables cualitativas se determind mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney
para las comparaciones de dos categorias, o la prueba de Kruskal-Wallis cuando se comparaban tres o mas
categorias. Se realizé un ANOVA unifactorial seguido de la prueba de comparaciones mdltiples de Dunnett utilizando
GraphPad's Prism 6. La correlacion entre dos variables continuas se determind mediante regresiones lineales, donde
los valores de P indican la probabilidad de que la pendiente de la linea de regresion sea cero. En los graficos de
coordenadas principales se empled la prueba de permutacién de Monte Carlo para estimar los valores de P. Todos
los valores de P se ajustaron para comparaciones multiples con el algoritmo FDR (Benjamini et al., 2001). El tamafio
de la muestra se bas6 en la bibliografia publicada (Argilli et al., 2008; Caporaso et al., 2012; Chung et al., 2015;
Gkogkas et al., 2013). No se excluyeron animales ni puntos de datos de los analisis.

EJEMPLO 3

EL TRATAMIENTO CON L. REUTERI RESTABLECE LAS CONDUCTAS SOCIALES EN MODELOS GENETICOS Y
AMBIENTALES DEL TEA

A. El tratamiento con L. reuteri recupera la conducta social en ratones asépticos. Anteriormente hemos demostrado
que el tratamiento con L. reuteri invierte las deficiencias en la conducta social en ratones MHFD. Sin embargo,
actualmente se desconoce si una sola especie (L. reuteri) es directamente responsable del restablecimiento del
fenotipo de conducta social en las crias MHFD o si el efecto de L. reuteri es indirecto al alterar o cambiar la actividad
y/o el ecosistema bacteriano que son responsables del cambio biolégico resultante en la conducta. Para distinguir
entre estas dos posibilidades, tratamos ratones asépticos (GF) con L. reuteri, como hemos descrito anteriormente.
De acuerdo con nuestros resultados anteriores, en comparacion con los ratones colonizados convencionalmente,
los ratones GF muestran conductas sociales deterioradas (Fig. 23A). De manera interesante, el tratamiento con L.
reuteri fue suficiente para restablecer las deficiencias en la conducta social en los ratones GF (Figs. 23A-23B).
Dado que los ratones GF estan desprovistos, por definicion, de cualquier bacteria o microbio, nuestros datos
sugieren que el efecto de L. reuteri sobre la conducta social es directo (no estd mediado por otra bacteria o
microbio). Por lo tanto, el tratamiento con L. reuteri restablece las conductas sociales tanto en las crias MHFD
como en los ratones GF.

B. El tratamiento con L. reuteri recupera las conductas sociales en un modelo genético de ratdn de TEA. Para
analizar si el tratamiento con L. reuteri podria restablecer las conductas similares al TEA en modelos genéticos de
TEA, estudiamos ratones que carecian de la proteina similar asociada a la contactina 2 (CNTNAP2). Las
mutaciones en la CNTNAP2 se han asociado a formas sindromicas de TEA (Nascimento, et al., 2016; Yoo, et al.,
2017; Zare, et al., 2017; el-Sobky, et al., 2004; Alarcon, et al., 2008; Sampath, et al., 2013; Chiocchetti, et al., 2015),
sirviendo asi como modelo genético del autismo en ratones. En segundo lugar, los ratones que carecen de Cntnap2
muestran conductas similares al TEA (Penagarikano, et al.). En tercer lugar, la oxitocina recupera las anomalias
de la conducta social en ratones que carecen de Cntnap2 (Penagarikano, et al., 2015; Penagarikano, et al., 2011).
Como se ha descrito anteriormente (Seror et al., 2015; Penagarikano, et al., 2011), también descubrimos que los
ratones que carecen de la CNTNAP2 muestran un conducta social deficitaria, como se demuestra por el deterioro
de la sociabilidad y la novedad social (Figs. 24A-24B. Notablemente, descubrimos que el tratamiento con L. reuteri
invierte las anomalias de la conducta social en ratones deficientes en Cntnap?2 (Figs. 24C-24D).

En resumen, hemos demostrado que a) la oxitocina restablece la conducta social en ratones deficientes en Cntnap2
y b) L. reuteri fomenta la produccién de oxitocina en los PVN y recupera las conductas sociales en crias MHFD, y c)
L. reuteri invierte las conductas sociales en un modelo genético de ratén de TEA. Considerados en conjunto, nuestros
datos respaldan la idea de que el tratamiento con L. reuteri recupera las conductas sociales en modelos de TEA
ambientales (crias MHFD y ratones GF) y genéticos (ratones deficientes en Cntnap2), y tomados junto con nuestras
descripciones previas de las relaciones entre la disfuncién social, los niveles de oxitocina y muchas otras afecciones
neuroldgicas, el uso de la terapia con L. reuteri puede considerarse un enfoque terapéutico méas general si se dosifica
y administra (bacterias vivas o extractos o lisados especialmente preparados) de forma eficaz.

EJEMPLO 4

TRATAMIENTO O PREVENCION DE TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO, NEURODEGENERATIVOS Y
PSIQUIATRICOS

En realizaciones particulares, la presente divulgacion se refiere a trastornos del neurodesarrollo y psiquiatricos:
Ademas de los trastornos del neurodesarrollo, la presente divulgacion incluye afecciones médicas en las que el sistema
oxitocinérgico es disfuncional, incluyendo el sindrome de Williams, el sindrome de Prader-Willi y el sindrome del
cromosoma X fragil, por ejemplo (Francis, et al., 2014). Ademas, en realizaciones patrticulares, el direccionamiento al
sistema de la oxitocina a través de la administracion de L. reuteri es Util para tratar conductas adictivas, incluyendo
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trastornos de la alteracién, drogadiccion, trastorno bipolar y esquizofrenia, por ejemplo (Cochran, et al., 2013;
MacDonald, et al., 2014; Mc-Quaid, et al., 2014; Sarnyai, et al., 2014; Kirsch, et al., 2015; Perez-Rodriguez, et al.,
2015; Rice, et al., 2015; Romano, et al., 2015; Zik, et al., 2015; Brambilla, et al., 2016; Bukovskaya, et al., 2016; Lee,
et al., 2016; Quintana, et al., 2017).

En realizaciones especificas, se administra una cantidad eficaz de L. reuteri a un individuo con o en riesgo de
depresion. La depresion es uno de los trastornos psiquiatricos mas habituales. Provoca sintomas graves que afectan
a cémo uno se siente, piensay se ocupa de las actividades cotidianas, tales como dormir, comer o trabajar. De manera
interesante, la disminucion de los niveles de oxitocina podria aumentar el riesgo de depresion, en particular la
depresion puerperal (McQuaid, et al., 2014; Arletti, et al., 1987; Papp, et al., 2000; Matsushita, et al., 2010; Loyens, et
al., 2013; Moura, et al., 2016; Amini-Khoei, et al., 2017). Dado que L. reuteri fomenta la produccion de oxitocina, en
realizaciones particulares, L. reuteri es (til en el tratamiento de los principales trastornos depresivos.

En realizaciones particulares, drogadiccion, enfermedad de Parkinson y trastornos compulsivos con alteraciéon del
sistema de recompensa dopaminérgico. Los inventores han demostrado que L. reuteri fomenta la actividad de las
neuronas dopaminérgicas en un area clave de la recompensa. En la adiccion, donde hay un conducta compulsiva de
refuerzo (gratificante) y hay una pérdida de control en la limitacion de la ingesta, las vias de recompensa
dopaminérgicas estan alteradas. En realizaciones especificas, L. reuteri es Util para el tratamiento de afecciones en
las que el sistema dopaminérgico y de recompensa estan suplantados, incluyendo la drogadicciéon (Hyman, et al.,
2006), la obesidad y la ingesta de alimentos (Kenny, et al., 2011; Blum, et al., 2014), la enfermedad de Parkinson y
otras conductas adictivas, tales como ludopatia (Fenu, et al., 2009; Matsumoto, et al., 2015), por ejemplo.

En ciertas realizaciones, la presente divulgacion mejora la funcién cognitiva social, tal como con trastornos
neurodegenerativos. El deterioro cognitivo social, que puede conducir a una baja calidad de vida, problemas de salud
mental y soledad (Kennedy, et al., 2012), puede ser importante tras un dafio cerebral agudo (por ejemplo), tal como
una traumatismo craneoencefdlico o un accidente cerebrovascular, y en realizaciones especificas, representa una
caracteristica esencial de las primeras fases de algunos trastornos neurolégicos cronicos, tales como la demencia
frontotemporal, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Beer, et al., 2006; Henry, et al., 2016).
Ademas, la oxitocina y la dopamina son fundamentales para la formacién de la memoria social (Ferguson, et al., 2000;
Gonzalez-Burgos, et al., 2008; Shamay-Tsoory, et al., 2016). Dado que los inventores determinaron que la L
reuterifomenta la produccién de oxitocina y la plasticidad sinaptica mediada por dopamina, dos sistemas que estan
secuestrados en los trastornos que presentan problemas de capacidad intelectual social (Rudelli, et al., 1984; Gibb, et
al., 1989; Braak, et al., 1990; Selden, et al., 1994; Burns, et al., 2005; Ross, et al., 2009; Borroni, et al., 2010; Finger,
et al., 2011; Tampi, et al., 2017), esta especie bacteriana es util para el tratamiento de la memoria social y la funcién
cognitiva en trastornos neuroldgicos y neurodegenerativos.

El tratamiento con L. reuteri recupera la conducta social en ratones asépticos. Los inventores han demostrado
previamente que el tratamiento con L. reuteri invierte las deficiencias en la conducta social en ratones MHFD. Sin
embargo, actualmente se desconoce si una sola especie (L. reuteri) es directamente responsable del restablecimiento
del fenotipo de conducta social en las crias MHFD o si el efecto de L. reuteri es indirecto al alterar o cambiar la actividad
y/o el ecosistema bacteriano que son responsables del cambio bioldgico resultante en la conducta. Para distinguir
entre estas dos posibilidades, los inventores trataron ratones asépticos (GF) con L. reuteri, como hemos descrito
anteriormente. De acuerdo con nuestros resultados anteriores, en comparacion con los ratones colonizados
convencionalmente, Los ratones GF muestran conductas sociales deterioradas (FIGS. 23A-23B). De manera
interesante, el tratamiento con L. reuteri fue suficiente para restablecer las deficiencias en la conducta social en los
ratones GF (FIGS. 23A-23B). Dado que los ratones GF estan desprovistos, por definicién, de cualquier bacteria o
microbio, nuestros datos sugieren que el efecto de L. reuteri sobre la conducta social es directo (no esta mediado por
otra bacteria o microbio). Por lo tanto, el tratamiento con L. reuteri restablece las conductas sociales tanto en las crias
MHFD como en los ratones GF.

El tratamiento con L. reuteri recupera las conductas sociales en un modelo genético de ratdn de TEA. Para analizar si
el tratamiento con L. reuteri podria restablecer las conductas similares al TEA en modelos genéticos de TEA, los
inventores estudiaron ratones que carecian de la proteina similar asociada a la contactina 2 (CNTNAP2). Las
mutaciones en la CNTNAP2 se han asociado a formas sindrémicas de TEA (Nascimento et al., 2016; Yoo et al., 2017;
Zare et al., 2017; el-Sobky et al., 2004; Alarcon et al., 2008; Sampath et al., 2013; Chiocchetti et al., 2015), sirviendo
de este modo como modelo genético de autismo en ratones. En segundo lugar, los ratones que carecen de Cntnap2
muestran conductas similares al TEA (Penagarikano et al. 2015,). En tercer lugar, la oxitocina recupera las anomalias
de la conducta social en ratones que carecen de Cntnap2 (Penagarikano, et al., 2015; Penagarikano et al., 2011).
Como se ha descrito anteriormente (Seror et al., 2015; Penagarikano et al., 2011), los ratones que carecen de la
CNTNAP2 muestran un conducta social deficitaria, como se demuestra por el deterioro de la sociabilidad y la novedad
social (FIGS. 24A-24B). Notablemente, el tratamiento con L. reuteri invierte las anomalias de la conducta social en
ratones deficientes en Cntnap2 (FIGS. 24C-24D).

En resumen, hemos demostrado que a) la oxitocina restablece la conducta social en ratones deficientes en Cntnap2
y b) L. reuteri fomenta la produccién de oxitocina en los PVN y recupera las conductas sociales en crias MHFD, y ¢)
L. reuteri invierte las conductas sociales en un modelo genético de raton de TEA. Considerados en conjunto, nuestros
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datos respaldan la idea de que el tratamiento con L. reuteri recupera las conductas sociales en modelos de TEA
ambientales (crias MHFD y ratones GF) y genéticos (ratones deficientes en Cntnap2), y tomados junto con nuestras
descripciones previas de las relaciones entre la disfuncidn social, los niveles de oxitocina y muchas otras afecciones
neuroldgicas, el uso de la terapia con L. reuteri puede considerarse un enfoque terapéutico mas general si se dosifica
y administra (bacterias vivas o extractos o lisados especialmente preparados) de forma eficaz.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién que comprende Lactobacillus reuteri MM4-1A (ATCC-PTA-6475) y/o un extracto bioactivo o
fraccion de la misma para usar en un método de tratamiento o prevencién de una o mas deficiencias en la conducta
social en un individuo con trastorno del espectro autista, que comprende las etapas de proporcionar al individuo y/o a
la madre durante la gestacion del individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de la formulacién.

2. La formulacion para el uso de la reivindicacién 1, en donde al proporcionar la formulacién al individuo, la madre del
individuo era obesa, con sobrepeso o con una dieta rica en grasas durante el embarazo del individuo, o la madre tenia
un microbioma intestinal alterado.

3. La formulacién para el uso de la reivindicacién 1, en donde el método comprende proporcionar la formulacion a la
madre durante la gestacion del individuo.

4. La formulacién para usar de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la deficiencia en la conducta social
comprende una sociabilidad deteriorada, preferencia por la novedad social, dificultad en el uso social de la
comunicacién verbal y no verbal, o una combinacién de las mismas.

5. La formulacion para usar de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, comprendiendo ademas el método la etapa
de identificar que la madre es o0 era obesa, con sobrepeso o con una dieta rica en grasas durante el embarazo del
individuo, y en donde la formulacién se administra al individuo o a la madre intencionadamente para tratar o prevenir
la deficiencia en la conducta social en el individuo.

6. La formulacién para usar de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la formulacién comprende una
especie bacteriana o un nutriente o nutrientes adicionales.

7. La formulacion para usar de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la formulacion se administra a
través de una pildora o un supositorio.

8. La formulacién para usar de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la formulacién es un alimento,
una bebida, yogur, polvo seco o polvo seco mezclado en agua u otra bebida.

9. La formulacion para usar de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde se administra al individuo una
cantidad eficaz de una o méas especies de bacterias distintas de L. reuteri, uno o méas prebidticos u otros nutrientes,
ylo terapia conductual.

10. La formulacion para el uso de la reivindicacion 9, en donde el nutriente es uno o mas de vitaminas, lipidos o
proteinas.

11. La formulacién para usar de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el individuo tiene o corre el
riesgo de tener uno o mas de los siguientes trastornos cognitivos sociales, sindrome de Williams, sindrome de Prader-
Willi, sindrome del cromosoma X fragil, una o mas conductas adictivas, trastorno bipolar, esquizofrenia, depresion,
depresion puerperal, ansiedad, enfermedad de Parkinson y/o enfermedad de Alzheimer.

12. La formulacion para el uso de la reivindicacion 11, en donde la conducta adictiva afecta a uno o mas de alimentos,
alcohol, farmacos, apuestas, inhalantes y tabaco.

13. La formulacion para usar de las reivindicaciones 1-12, en la que se toma L. reuteri MM4-1A (ATCC-PTA-6475) o
un extracto biol6gicamente activo, lisado, molécula(s) activa(s) semipurificada(s) o purificada(s) de L. reuteri MM4-1A
(ATCC-PTA-6475) como terapia profilactica para fomentar el bienestar general, la salud cerebral, el estado de animo
y/o las conductas sociales y la memoria social.
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FIG. 12C
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FIG. 14A
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FIG. 21A
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