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Resumen

Introduccién: La disbiosis en nifios con trastornos del espectro autista
(TEA), puede inducir inflamacién intestinal y alteraciones en la
permeabilidad intestinal favoreciendo la presencia de manifestaciones
gastrointestinales y neuroconductuales. Objetivo: Evaluar la relacién
que existe entre la dishiosis y los niveles fecales de zonulina y
calprotectina en nifios con TEA. Métodos: Los niveles de zonulina
fueron evaluados mediante la técnica de inmunoensayo enzimatico
ligado a enzima (ELISA), calprotectina fecal por Turbidimetria y la
disbiosis por el método de cultivo, en una cohorte de 40 nifios con TEA
y 18 nifios normotipicos. Resultados: El 95% de los pacientes con TEA
estudiados presentaron disbiosis intestinal. Un 65 % de los pacientes
con disbiosis tenian niveles elevados de zonulina y/o calprotectina fecal.
Se encontraron niveles elevados de zonulina fecal en 15% de los
pacientes con TEA obteniendo un valor mediano de 44,5 (IQR=43,0)
ng/mL en el grupo TEA y de 42,0 (IQR=19,0) ng/mL en el grupo control,
sin diferencias significativas entre los dos grupos. Se encontraron
niveles elevados de calprotectina fecal en el 60 % de los pacientes con
TEA, obteniendo un valor mediano de 75,0 (IQR= 127,3) yg/g y en el
grupo control de 21,0 (IQR=23,5) ug/g, siendo significativamente mayor
la distribucién de calprotectina en los pacientes con TEA que en el grupo
control (W = 116,5, p<0,001). Conclusion: Se observé una relaciéon
entre la disbiosis, los sintomas gastrointestinales y los niveles elevados
de calprotectina fecal en pacientes con TEA.
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Intestinal dysbiosis and its association with fecal
calprotectin and zonulin levels in children with autism
spectrum disorders

Abstract

Introduction: Dysbiosis in children with autism spectrum disorders
(ASD) can lead to intestinal inflammation and increased intestinal
permeability, which may contribute to gastrointestinal and
neurobehavioral manifestations. Objective: To assess the relationship
between dysbiosis and fecal levels of zonulin and calprotectin in children
with ASD. Methods: Zonulin levels were measured using the enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) technique, fecal calprotectin levels
via turbidimetry, and dysbiosis was assessed through culture methods
in a cohort of 40 children with ASD and 18 neurotypical children.
Results: Intestinal dysbiosis was identified in 95% of the ASD patients
studied. Among these, 65% exhibited elevated levels of zonulin and/or
fecal calprotectin. High levels of fecal zonulin were observed in 15% of
children with ASD, with a median value of 44.5 ng/mL (IQR = 43.0) in the
ASD group and 42.0 ng/mL (IQR = 19.0) in the control group, with no
significant differences between groups. Elevated fecal calprotectin levels
were found in 60% of children with ASD, with a median value of 75.0
pg/g (IQR = 127.3), compared to 21.0 pg/g (IQR = 23.5) in the control
group. Calprotectin levels were significantly higher in the ASD group
compared to controls (W =116.5, p <0.001). Conclusion: A relationship
was observed between dysbiosis, gastrointestinal symptoms, and
elevated fecal calprotectin levels in children with ASD.

Keywords: Autism Spectrum Disorder, Zonulin, Calprotectin, Chronic

intestinal inflammation, intestinal permeability.

Introduccién

El Trastorno del Espectro Autista (TEA) es un grupo
heterogéneo de trastornos del neurodesarrollo cuyas
caracteristicas claves de comportamiento estan definidas
por la presencia de dificultades en la reciprocidad social y
de comunicacion junto a intereses usualmente estrechos,
lenguaje y comportamientos repetitivos, y una respuesta
sensorial alterada, que aparecen antes de los 3 afios de
edad.?

Se han descrito diversos factores etioldgicos que se asocian
al desarrollo del espectro Autista entre ellos: genéticos,
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ambientales, neuroldgicos e inmunoldgicos,® asi como el
aumento de los mediadores inflamatorios.* Sin embargo, el
eje intestino-cerebro es un campo emergente de
investigacion en los TEA y se ha reportado una prevalencia
de sintomas gastrointestinales (Gl) en un rango desde 9 %
al 91 % atribuido al incremento de la permeabilidad
intestinal, inflamacidn intestinal, cambios en la composicién
microbiana (disbiosis) y reacciones alérgicas.®

Los sintomas gastrointestinales y la barrera intestinal
alterada son m&s comunes en personas con autismo,
encontrandose mayor prevalencia en nifios con TEA en
comparacion con grupos de nifios controles,® con una fuerte
correlacion positiva entre los problemas intestinales y la
gravedad del TEA.” Se pueden utlizar algunos
procedimientos para detectar inflamacion intestinal, como
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endoscopia, biopsia, colonoscopia y andlisis de marcadores
bioguimicos en las heces como la calprotectina y zonulina.®

La calprotectina es una proteina citoplasmatica que esta
presente principalmente en los neutréfilos; se libera por
muerte y alteracion celular.® Durante algunos procesos
inflamatorios, la calprotectina se libera en grandes
cantidades con los exudados intracelulares y se puede
encontrar en los fluidos corporales y el suero; por lo tanto,
puede considerarse un marcador Util de inflamacion.® La
presencia de calprotectina en las heces o fecal (CF), indica
migracion de neutréfilos e infiltracion en el tracto intestinal,
correlacionandose muy bien con la inflamacién
macroscoépica e histoldgica.l?

La CF es un excelente marcador para el diagnostico y
seguimiento de la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell),
debido a su alta sensibilidad y especificidad (89% y 81%
respectivamente) en adultos y nifios se utiliza de forma
rutinaria como marcador no invasivo.*?

Entre las células del epitelio intestinal se encuentran las
uniones estrechas intercelulares o Tight Junction (TJ) que
son las encargadas de regular el paso intracelular de las
macromoléculas. La zonulina es la proteina enddgena que
acttia como modulador fisiolégico de las TJ. Esta proteina,
mediante su anclaje a receptores especificos de la
membrana, activa una cascada de sefiales que dan como
resultado una pérdida en la organizacion de las TJ. Esta
desestructuracion lleva al aumento de la permeabilidad de
la de via paracelular. Es un proceso reversible, ya que
cuando los niveles de zonulina dejan de sefializar, las TJ
vuelven a su estructura inicial.*3-15

En cuanto a los factores involucrados que pueden aumentar
esta proteina destacan la disbiosis (alteracion de la
microbiota intestinal), por la liberacion de enterotoxinas que
pueden generar ciertos patdgenos y el gluten. Otros factores
incluyen los téxicos como el alcohol y algunos
medicamentos. 141617

El objetivo del presente estudio fue evaluar las
concentraciones de calprotectina y zonulina fecal como
marcadores de inflamacién y permeabilidad gastrointestinal
con la disbiosis intestinal en nifios dentro del espectro
autista.

Método

Tipo y nivel de la investigacion

El presente trabajo es un estudio descriptivo-correlacional,
transversal no experimental, realizado en un grupo de nifios
diagnosticados con TEA y un grupo control.

El estudio fue realizado en el Laboratorio de Investigaciones
Bésicas y Aplicadas de la Escuela de Bioandlisis de la
Universidad Central de Venezuela (U.C.V), en colaboracién
© Revista Gen. Caracas, Venezuela - ISSN 2477-975X
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con la Unidad de Autismo “Negra Matea”, adscrito a la
Maternidad Concepciéon Palacios, el departamento de
Microbiologia del Instituto Médico la Floresta y la Unidad de
Gastroenterologia y Nutricién Pediatrica Hospital General
“Dr. Miguel Pérez Carrefio”. El protocolo del estudio se
realiz6 bajo las normas de ética establecidas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para trabajos de
investigacion en humanos y la Declaracion Helsinki de 1975,
bajo la Ultima revision realizada el 5 de mayo de 2015.18
Adicionalmente, esta investigacion contdé con el aval del
comité de Bioética de la Escuela de Bioanalisis y el
consentimiento informado de los padres y/o representantes
de los nifios del estudio.

Poblacién de estudio

La poblaciéon estuvo constituida por 40 nifios y adolescentes
con edades comprendidas entre los 3 a 17 afios, atendidos
entre mayo 2023 — junio 2024 en la unidad de Autismo del
edificio “Negra Matea” de la Maternidad Concepcion
Palacios, y como grupo control, 18 nifios aparentemente
sanos con edades comprendidas entre los 3 y 17 afios de
edad, que asistieron al Laboratorio de Investigaciones
Basicas y Aplicadas de la Escuela de Bioanalisis-UCV.
Todos los nifios estudiados fueron sometidos a una
minuciosa anamnesis y exploracion fisica completa con
especial énfasis en la exploracion neurolégica.

Criterios de inclusion TEA: nifios y adolescentes
atendidos en el servicio de neuropediatria de la unidad de
Autismo de la Maternidad concepcién Palacios con criterios
incluidos en el manual de diagndstico y estadistica de los
trastornos mentales DSM-V'® y la escala de observacion
para el diagnostico del autismo (ADOS).2° No haber utilizado
ningin  tipo de antimicrobianos, antifingicos o
antiparasitarios, y que no hayan recibido tratamiento
antiinflamatorio como AINE y esteroides en los ultimos seis
meses anteriores, al dia de la colecta de las muestras.

Criterios de inclusion grupo control: nifios sin trastornos
del neurodesarrollo, enfermedades de base o
disfuncionalidad del sistema inmunolégico. No haber
utilizado ningun tipo de antimicrobianos, antifungicos o
antiparasitarios, y que no hayan recibido tratamiento
antiinflamatorio como es el caso de AINE y esteroides en los
ultimos seis meses anteriores, al dia de la colecta de las
muestras.

A los nifios con TEA se les realizé una encuesta con una
escala de calificacion de sintomas gastrointestinales
(GSRS) con la ayuda de los padres.?' El grupo de control no
recibio este cuestionario ya que fue seleccionado entre
pacientes que no tenian ningun problema de SIG. El
cuestionario constaba de un total de 15 sintomas, cada uno
con una subescala separada. Cada pregunta fue evaluada
entre cero y tres puntos. Para los sintomas que se
consideraron normales, se otorgaron cero puntos, y para los
sintomas que se desvian del promedio, se otorgaron tres
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puntos. La puntuacién mas baja alcanzada fue cero y la
puntuaciéon maxima fue de 27 puntos en el cuestionario,
tomandose en cuenta sintomas de tracto digestivo inferior
(TGI) (intestinos delgado y grueso). 2!

Las muestras de las deposiciones fueron tomadas por los
padres de acuerdo a un instructivo suministrado para la
recoleccién, preservacion y traslado. Para el procesamiento
de las muestras en el laboratorio de microbiologia y la
interpretacion del grado de disbiosis se utilizé la
metodologia estandarizada por Moreno et al., que clasifica
la disbiosis en Grado |, Grado Il, Grado Ill y Ausente.?? Esta
investigacion se baso en la identificacion y evaluacion de la
MI transitoria aerdbica como causante de disbiosis. En
cuanto a los niveles de Calprotectina fecal (CF) se
determinaron por Turbidimetria (CerTest Biotec, Esparia) y
la zonulina fecal (ZF) mediante un ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) en sandwich
utilizando el kit ELISA de zonulina humana (IDK, Alemania).
Las muestras de heces para el analisis de estos
biomarcadores se almacenaron a una temperatura de -80
°C hasta su procesamiento.

Analisis estadistico

Los datos de la investigacion fueron evaluados utilizando R
Studio.?®> Se presentaron estadisticas descriptivas para
variables cuantitativas, incluyendo la media + desviacion
estandar y la mediana con su intervalo intercuartilico (IQR).

Para las variables cualitativas, se utilizaron frecuencias
absolutas y relativas. La mediana se emple6 para describir

las muestras que no seguian una distribuciéon normal. La
normalidad de las distribuciones se evalu6 mediante la
prueba de Shapiro-Wilk.

Para la comparacion de grupos independientes, se utilizé la
prueba U de Mann-Whitney para datos no paramétricos y la
prueba T de Student para datos paramétricos. Para explorar
la relacién entre variables continuas, se realiz6 una
correlacion de Spearman, adecuada para datos no
paramétricos, junto con el célculo del p-valor para
determinar la significancia estadistica de las asociaciones.

Las asociaciones entre variables cualitativas fueron
analizadas utilizando la prueba de Chi-cuadrado. En casos
con frecuencias esperadas menores a cinco, se empled la
prueba exacta de Fisher para evaluar la independencia
entre categorias. El nivel de significancia estadistica se fijo
en p < 0.05 para todas las pruebas realizadas.

Resultados

El total de pacientes en el grupo con TEA fue de n=40, con
una edad media de 7,0+4,6 afos (rango 7-17 afios), de
estos: siete (17,5%) son del género femenino y 33 (82.5%)
del género masculino; mientras que en el grupo control, 18
individuos con edad media de 13,8+2,6 afios (rango 7-17
afos), 8 (44,4%) correspondian al género femenino y 10
(55,6%) al género masculino (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes y grupo control

TEA
(n=40)
Media + DE  Mediana (IQR) Media + DE Mediana (IQR)
Edad (afios) 139+259 13,9 (3.8) T+456 5.0(7,0)
Zonulina (ng/mL) 452+233 42,0 (19,0) 621+531 445(430)
Calprotectina (ug/g) 2711166 210(235) 1144+£1003 750(127.3)

Nota: W = 323, p-value = 0.5393

Las distribuciones de los niveles de zonulina y calprotectina
en los pacientes con TEA no presentan distribuciones
normales (p<0,001). El valor mediano de zonulina fue de
44,5 (IQR=43,0) ng/mL en el grupo de estudio y de 42,0
(IQR=19,0) ng/mL en el grupo control. Los niveles fecales
de zonulina no presentaron diferencias significativas entre
los grupos (W =323, p = 0.539, Prueba U de Mann-Whitney).
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En el caso de la calprotectina el valor mediano en los
pacientes fue de 75,0 (IQR= 127,3) ug/g, y en el grupo
control de 21,0 (IQR=23,5) ug/g, siendo significativamente
mayor la distribucién de calprotectina en los pacientes con
TEA que en el grupo control (W = 116,5, p<0,001) (Figura
1).

Volumen 79 N° 1 enero — marzo 2025

31



Articulo Original Revista Gen

Figura 1. Distribuciones de Zonulina y Calprotectina en pacientes con TEA y grupo control
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De los pacientes con TEA, 38 (95%) presentaron disbiosis, Por el contrario, los valores medianos de calprotectina (75,0
mientras que en el grupo control ninguno presento disbiosis. (IQR=121,5) pg/g) de los pacientes TEA con disbiosis
La zonulina y calprotectina no siguen distribuciones resultaron ser significativamente mayores (W=145,
normales (p<0,001). En los pacientes con TEA vy disbiosis, p<0,001) al compararlos con aquellos sin disbiosis (23,0
el valor mediano de zonulina fue de 44,5 (IQR=41,8) ng/mL, (IQR=26,0) pg/g) (Figura 2).

sin diferencias significativas (W=346, p=0,583) con respecto
a la mediana de zonulina (42,0 (IQR=27,3) ng/mL) del resto
de individuos (n=20).

Figura 2. Distribucién de Zonulina y Calprotectina segun disbiosis presente en los pacientes
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De los pacientes con TEA, 35 (87,5%) presentaron Al analizar la correlacién entre GSRS y los niveles de

predominantemente disbiosis Grado lll, dos (5%) con Grado zonulina se obtiene una baja correlacién significativa

II, uno (2,5%) con Grado | y solo dos (5%) pacientes no (rho=0,35, p=0,033), mientras que existe una correlacion

presentaron disbiosis (Figura 3). moderada entre GSRS y Calprotectina (rho=0,41, p=0,009)
(Figura 4).

Figura 3. Distribucién del grado de Disbiosis
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No se encontrd asociacion entre valores altos de zonulina 'y
dishiosis (p=0,404), o sintomas como estrefiimiento

(p=0,117), dolor abdominal (p=0,694) o diarrea (p=1,000)
(Figura b5).

Figura 5. Manifestaciones gastrointestinales en los pacientes
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La influencia que ejerce la microbiota intestinal (MI) en el
funcionamiento intestinal y como causante de inflamacion e
irritacion de su epitelio ha sido demostrada en diferentes
estudios 2425, La alteracion de la microbiota transitoria tiene
varias causas, una de las cuales esta vinculada con la
alimentacion, la edad y la genética del individuo; por ello, se
contindan investigando las modificaciones que pueden
producir la variacién de la dieta sobre la M1.2527

Las alteraciones gastrointestinales se han asociado con el
autismo, involucrando modificaciones en la composicién del
microbioma, inflamacién y aumento de la permeabilidad de
la mucosa intestinal, favoreciendo la hipétesis de que la
disbiosis influye en la comunicacion microbiota-intestino-
cerebro.?®

En nuestro estudio se encontré que todos los pacientes TEA
presentaron algun sintoma gastrointestinal, siendo el mas
comun la distencion abdominal (92,1 %), seguido del
estrefiimiento (36,8 %), dolor abdominal (34,2 %) y diarrea
(18,4 %). Coury et al. reportaron que la frecuencia de dolor
abdominal, estrefiimiento y diarrea varia entre 2 % y 41 %;
6%y 45 %;y3 %Yy 77 %, respectivamente.?® Por su parte,
Horvath et al., reporta que el 84,1 % de los 412 pacientes
con TEA tenian al menos un sintoma gastrointestinal y la
mayoria reportd problemas para defecar.3° Lovene et al.,
informaron que, en 33 pacientes con TEA, el 50 %
presentaba estrefiimiento y un 40 % tenian habitos
intestinales variables.3!
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La existencia de una comunicacion intestino-cerebro
plantea la posibilidad de que el deterioro de la funcién de la
barrera intestinal también pueda participar en la
fisiopatologia de los Trastornos del Espectro Autista.®?
Varios estudios clinicos han reportado una mayor
permeabilidad intestinal en pacientes con TEA en
comparacion con controles sanos, pero por otro lado hay un
grupo sustancial de estudios que no encontraron tales
diferencias.

En nuestro estudio se midieron los niveles de dos proteinas
en materia fecal, tal es el caso de calprotectina y zonulina,
como marcadores de inflamacion y permeabilidad intestinal
respectivamente. Se encontr6 que el 60 % de los pacientes
TEA presentaron niveles elevados de calprotectina con
respecto al grupo control obteniendo un valor limite minimo
de 30 pg/g y un valor muy alto mayor de 300 ug/g,
obteniéndose un valor mediano en los TEA de 75,0 (IQR=
127,3) ug/g; el 40% de los individuos estaban por debajo de
50 pg/g, considerandose estos valores dentro de los limites
normales. Existe una correlacion con el puntaje de la escala
GSRS, lo que posiblemente confirma que la inflamacién
intestinal también podria inducir el malestar gastrointestinal
y comportamiento de los pacientes con TEA. Algunos
estudios han abordado los niveles de CF en el TEA, como
es el estudio realizado por De Magistris et al., quienes
encontraron un valor medio patolégico alto de FC en
individuos con TEA, lo que indica un grado leve de
inflamacion intestinal.®*
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Con respecto a la zonulina se encontraron niveles elevados
de zonulina fecal en 15 % de los pacientes con TEA
obteniendo un valor mediano de 44,5 (IQR=43,0) ng/mL en
el grupo TEA y de 42,0 (IQR=19,0) ng/mL en el grupo
control, mas no observandose diferencias significativas
entre ambos grupos. Sin embargo, se observé correlacion
con los sintomas gastrointestinales, pero no se observo
asociacion con la disbiosis. Mientras que Esnafoglu et al.,
encontraron niveles aumentados de zonulina en suero de
pacientes TEA con respecto al grupo control.® La activacion
de la secrecion de zonulina puede ser inducida por
diferentes factores, como bacterias entéricas o péptidos de
gliadina, que generan un desmontaje de las uniones
estrechas y un posterior aumento de la permeabilidad del
epitelio intestinal, lo que permite el paso de sustancias
externas, incluidas las proteinas alimentarias, que a su vez
activaban las reacciones inmunitarias.3® En las alteraciones
de la barrera intestinal, el contenido de productos que se
encuentran en la luz intestinal atraviesan la capa mucosa
para afectar los ganglios entéricos e ingresa a la circulacién
sistémica para afectar el sistema nervioso central. Las
macromoléculas microbianas y de origen alimentario, las
toxinas, los metales pesados y los compuestos similares a
las exorfinas en la luz intestinal atraviesan esta barrera.
Ademas, se liberan neurotransmisores de origen intestinal,
citocinas inflamatorias y algunos mediadores. Los
compuestos similares a las exorfinas son responsables de
la induccién y desarrollo de algunos sintomas autistas.®’

Conclusiones

Todos los pacientes TEA presentaron alteraciones
gastrointestinales y el 95 % exhibieron disbiosis intestinal,
presentandose como posibles factores agravantes de la
severidad de los trastornos del espectro autista, ademas, el
60 % de los pacientes TEA presentaron niveles de
calprotectina elevadas como marcador de respuesta
inflamatoria inespecifica de la mucosa intestinal.
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