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Uso de probidticos en endometriosis. Estudio de pre-investigacion

1. Introduccion

1.1 Definicion de endometriosis

La endometriosis es una enfermedad ginecoldgica estrogeno-dependiente en la que se
producen los procesos patoldgicos de inflamacién crénica y crecimiento del tejido fuera del
utero. Es debilitante y parece ser una afectacion ginecoldgica benigna mas comun en mujeres
premenopausicas, ya que se estima que el 10-15% de las mujeres en edad reproductiva
sufren de endometriosis. Siendo una de las condiciones ginecolégicas benignas mas
comunes, la endometriosis es una enfermedad desgastante con efectos perjudiciales sobre
el funcionamiento social, ocupacional y psicoldgico [1]. La prevalencia de esta enfermedad
aumenta hasta un 30% en pacientes con infertilidad y hasta 45% pacientes con dolor pélvico
cronico. Es una patologia benigna estrogeno dependiente, pero de alta agresividad y dolor,
que se caracteriza por crecimiento progresivo e invasivo, recurrencia y tendencia a la
progresion.

La endometriosis tiene varias clasificaciones, entre las cuales, la mas utilizada en las
publicaciones cientificas es la ASRM [2] que diferencia cuatro estadios en funcién de la
gravedad, cantidad, ubicacion, profundidad y tamano de los crecimientos, siendo estos:
estadio |, estadio I, estadio Il (enfermedad moderada) y estadio IV (enfermedad severa), este
ultimo grado implica una infiltracion de tejido endometrial de 5 mm o mas en profundidad de
peritoneo u otros 6rganos. Sin embargo, esta clasificacion no es perfecta, ya que se trata de
una clasificacién quirdrgica, que no tiene éxito en la prediccion de los resultados clinicos, no
correlacién con el grado de dolor ni predice la fertilidad.

A pesar de su prevalencia, la enfermedad sigue siendo mal entendida y su biologia no esta
clara. La patogénesis sigue siendo desconocida, lo que conlleva a un retardo en el diagnéstico
y a la ausencia de tratamientos especificos para la endometriosis. Se conocen varias teorias
que podrian explicar el origen de la enfermedad, entre las que destaca la teoria de la
menstruacion retrégrada de Sampson, segun cual, la sangre menstrual fluye retrégradamente
a través de las trompas de Falopio hacia la cavidad peritoneal [3].

Los estudios actuales indican que no hay una correlacién entre la extension de la enfermedad
y los sintomas que presentan las pacientes. Actualmente, no existen biomarcadores
sanguineos para diagnosticar la endometriosis y no hay un tratamiento Unico que sea
altamente exitoso. La terapia hormonal ha demostrado una eficacia relativamente pobre, lo
que ha llevado a la exploracion de otras terapias experimentales [4].

Los sintomas comunes de la endometriosis son el dolor pélvico y la infertilidad junto con la
dismenorrea severa, dolor pélvico ciclico y aciclico, disuria ciclica, disquecia y dispareunia,
también hay sintomas inespecificos que pueden causar confusion y solaparse con otras
enfermedades tanto ginecoldgicas, como de otras areas (frecuentemente intestinales). Estos
sintomas incluyen molestias intestinales inespecificas, diarrea ciclica, pero también
estrefiimiento, nauseas, vomitos y epigastralgia. Parece que ademas de los sintomas
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intestinales generales, también hay sintomas especificos relacionados con la endometriosis
como hinchazon ciclica del abdomen, conocido como endo-belly [5].

1.2 Definicion de disbiosis

La disbiosis, se refiere a una interrupcion o cambio en la composicion de la microbiota que
puede estar asociada a la enfermedad, y en dicho cambio se refleja una reduccion en la
diversidad de la microbiota [6].

Dentro del estudio de la endometriosis nos encontramos con estudios que asocian la
endometriosis con la disbiosis. La disbiosis es el desequilibrio o deterioro de la microbiota,
caracterizado por la ganancia de microbios patdégenos o la pérdida de probidticos. El
desequilibrio de la composicién de la microbiota del intestino y del aparato reproductivo
alteran la funcién inmune normal, lo que produce una elevacion de citoquinas
proinflamatorias, compromete la inmunovigilancia y altera perfiles celulares, todo ello en
conjunto puede contribuir a la patogénesis de la endometriosis ocasionando un estado crénico
de inflamacién creando una adherencia angiogénica y condicionando la aparicién y progresién
de la endometriosis a estadios mas avanzados [4].

1.3 Relacién entre la endometriosis y disbiosis

La disbiosis en el contexto de la endometriosis hace referencia a la alteraciéon en la microbiota
del utero e intestino que puede influir en su salud, en su funcionamiento y ser causa de
infertilidad [7].

Dado que la microbiota comensal intestinal juega un papel esencial en la regulacién de la
inmunidad intestinal, la microbiota afecta a la barrera epitelial regulando los cambios inducidos
por citoquinas. Mdltiples lineas de investigacion han sugerido que la disfuncién de la barrera
epitelial puede resultar de la pérdida de especies beneficiosas debido a la disbiosis intestinal.
La inflamacién producida por las vias de las citoquinas y las células NK ademas aumentan el
estrés oxidativo y cambia las respuestas inmunitarias [8], lo que en consecuencia se ha
estipulado que podria ser causa de endometriosis [9][10].

Estudios recientes han demostrado tanto la capacidad de la endometriosis para inducir
cambios en la microbiota, como la capacidad de los probidticos y antibiéticos para mejorar los
sintomas la endometriosis [11]. La microbiota en pacientes con endometriosis se ha asociado
con la disminucion del dominio de Lactobacillus, la especie mas abundante, asi como con la
elevada presencia de bacterias relacionadas (tal como se aprecia en la Figura 1) con la
vaginosis bacteriana y otros patégenos oportunistas [12], [13], [14].
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Figura 1. Fluctuaciones de la microbiota vaginal en funcién de los cambios fisiolégicos que aparecen
en las diferentes etapas en la vida de la mujer. Imagen obtenida de [15].

Las posibles explicaciones sobre las implicaciones de la disbiosis en la endometriosis se
incluyen dentro de la Teoria de Contaminacién Bacteriana y la activacion inmune y la funcién
intestinal donde las citoquinas, el metabolismo y la sefalizacion de estrégenos dentro de la
via de la aromatasa, juegan un papel esencial en la homedstasis e inflamacién [16]. Los
tratamientos preliminares, antibiéticos y probiéticos han demostrado eficacia en el tratamiento
de la endometriosis, y los andlisis de muestras que se han extraido de la microbiota del tracto
reproductivo femenino e intestinal podria predecir con éxito el riesgo de padecer la
enfermedad. Como la composicion filtipica de estos cambios fisiolégicos a lo largo de la vida
de la mujer pueden variar, se puede insinuar que cada persona tiene una relacion bioldgica
Unica con su microbiota intestinal, influyendo asi en el riesgo de padecer enfermedad. La
composicion de la microbiota intestinal en los procesos fisioldgicos también cambia con la
edad, implicando resultados de salud a largo plazo [17].

Actualmente, se estan utilizando tratamientos con antibioticos y probiéticos/prebidticos para
tratar este desequilibrio microbiano, conocido como disbiosis. Sin embargo, aun no existe un
protocolo unificado para evaluar o tratar la disbiosis en endometriosis [7][18].

La investigacion futura debe tener como objetivo caracterizar la microbiota del tracto
reproductivo y aclarar qué tipo de cepa probidtica incluye cada caso teniendo en cuenta los
mecanismos detras de la relacidon entre la microbiota y la endometriosis [4][8][9].

1.4 Disrupcion de barreras por microbios especificos.

Disbiosis.
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Los patobionts son microbios endégenos benignos que tienen la capacidad, en condiciones
de un ecosistema alterado (disbiosis), de generar y desencadenar determinadas patologias
incluyendo en la vagina y en el intestino [14]. Dichos microbios intestinales a menudo estan
sobre expresados en la microbiota de pacientes con trastornos inflamatorios, donde aceleran
la inflamacion sistémica difundiéndose a través de la barrera epitelial para alcanzar el tejido
extraintestinal, como se detalla en la Figura 2 [3].
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Figura 2. Diagrama conceptual de respuestas autoinmunes inducidas por disbiosis. Varios productos
bacterianos refuerzan la barrera epitelial y regulan la respuesta inmune mucosa para mantener la
relacion simbiodtica en el intestino. Factores ambientales como una dieta occidentalizada y
medicamentos causan disbiosis, que perjudica la funcion de barrera epitelial y provoca respuesta
proinflamatoria. La adhesién microbiana a las células epiteliales y la induccion de citocinas
proinflamatorias causan inflamacion y desequilibrio intestinal. Imagen obtenida de [11].

La microbiota intestinal se refiere a la recoleccion de billones de microorganismos, incluyendo
bacterias, arqueas, virus y hongos. La microbiota intestinal juega un papel crucial en la salud
humana y la enfermedad, afectando la inmunomodulacion y los procesos inflamatorios [19].

A partir de este hecho se han puesto en marcha varios trabajos de investigacién donde se
han usado las bacterias gramnegativas que residen en la vagina, como Escherichia coli,
inyectadas en ratones con endometriosis concluyendo que dichas bacterias podrian estar
involucradas en la endometriosis humana [9] y un nimero creciente de estudios han
demostrado que la endometriosis se asocia con cambios del microbioma en el tracto genital
[20]. Al tomar muestras de diferentes ubicaciones en el tracto genital femenino, se
encontraron diferencias significativas en la microbiota entre los pacientes con endometriosis
y el grupo control. Segun este estudio Escherichia coli es el microorganismo diferencial mas
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comun y reportado del microbioma intestinal en trastornos metabdlicos e inflamatorios de
manera bidireccional [21][19].

Pacientes con endometriosis tiene mayor predisposicion, particularmente enfermedades
autoinmunes y enfermedad celiaca, que a menudo estén latentes. Se ha demostrado la
coexistencia de endometriosis con lupus sistémico [22], sindrome de Sjogren [23], artritis
reumatoide [24][25], tiroiditis autoinmune y asma [26], esclerosis multiple [27], enfermedad
celiaca [28] [29] y enfermedad inflamatoria intestinal [30], depresion [31]. Aunque no hay datos
convincentes sobre un posible mecanismo causal que vincule estas patologias con la
endometriosis o sobre una causa comun que subyace a estos trastornos, se postula que la
regulacidon inmune deteriorada es un sustrato combinado y comun para la endometriosis y
enfermedades autoinmunes [21]. Ademas, la autoinmunidad concomitante se asocia con un
curso mas grave de endometriosis. Los pacientes con endometriosis sufren de enfermedad
celiaca tres veces mas a menudo que las mujeres sanas [28], [29], [32]. Por lo tanto, una dieta
sin gluten podria eliminar la estimulacion proinflamatoria adicional en pacientes susceptibles.
Debido al notable trasfondo inmune de los trastornos presentes en la endometriosis y
afecciones asociadas los estudios indican que la inmunoterapia puede constituir un abordaje
prometedor y una direccién util en el tratamiento de esta condicion. Ademas, la inmunoterapia
puede ser el primer tratamiento no invasivo eficaz de la infertilidad relacionada con la
endometriosis, ya que los medicamentos hormonales estdndar no mejoran la fertilidad y no
pueden utilizarse en pacientes que intentan quedarse embarazadas [13]. Las modalidades
terapéuticas de endometriosis, asi como, la infertilidad asociada a la endometriosis [33], que
se discuten en este trabajo, se resume en la Figura 3.
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Figura 3. Representacion de los enfoques terapéuticos que pueden modular el sistema inmunitario
en la endometriosis. Fuente de informacion de la imagen [7].

1.5 ¢,Qué son los probidticos?

Los probidticos, prebidticos o simbiéticos en la dieta son microorganismos que favorecen la
salud y el equilibrio de la microbiota intestinal. Estos microorganismos se encuentran en forma
de productos lacteos, verduras crudas, vegetales, en la fruta y en los alimentos fermentados.
En 2007, expertos de la Organizacion Mundial de la Salud describieron los prebidticos como
un componente modulador de la microbiota que se obtiene a través de la alimentacion y es
beneficioso cuando lo consumen [34].

Una alternativa a la ingesta de pro y prebidticos con los alimentos es en forma de comprimidos
o polvo de venta en farmacias y parafarmacias [35]. Uno de los principales efectos que ejercen
los probidticos sobre la salud es la mejora de la inmunidad [17]. Los microorganismos
probidticos pueden ser diversos, algunos ejemplos son lactobacilos Plantarum, Lactobacillus
Reuteri, Bifidobacterium Adolescentis y Bifidobacterium pseudocatenulatum. Los probidticos
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son productores naturales de vitaminas del grupo B y en el caso de las personas que sufren
de endometriosis son particularmente importantes porque en estos pacientes esta vitamina
presenta niveles bajos [34].

Los microorganismos probidticos también pueden producir ciertos tipos de enzimas, como
esterasa, lipasa y coenzimas A, Q, NAD y NADP. El uso de prebidticos es beneficioso en
pacientes con endometriosis, especialmente en pacientes con endometriosis en etapa
avanzada, debido al estado de disbiosis frecuente en este tipo de pacientes [36].

2. Hipotesis

La administracion combinada de probioticos Lactobacilos Plantarum, Lactobacillus Reuteri,
Bifidobacterium Adolescentis y Bifidobacterium pseudocatenulatum pueden mejorar la calidad
de vida y disminuir el dolor en mujeres con endometriosis profunda.

3. Objetivos

1. Demostrar que existe una mejora en la calidad de vida de pacientes con
endometriosis mediante la escala EHP-5 que estima la calidad de vida media en
pacientes con endometriosis. La escala EHP-5, en una escala de que va de 0 a
100, donde O es la mejor calidad de vida y 100 es la peor calidad de vida. Se
pretende demostrar que existe una mejoria de al menos 15 puntos en la calidad
de vida llegando a un promedio de 35 puntos en el grupo de intervencién.

2. Administrar varia cepas probidticas en mujeres con endometriosis y cuantificar la
disminucién de la inflamacién, estrefimiento y otros sintomas intestinales.

3. Emplear la escala EVA para verificar si la disminucion del dolor es de al menos 2
puntos en pacientes tratadas con probidticos respecto a pacientes tratadas
Unicamente con placebo.

4. Cuantificar la microbiota antes, durante y después de la administracion de las
cepas probidticas y verificar la disminucién de las cepas patdgenas del intestino y
del endometrio.

5. Encontrar las principales diferencias y analizar el antes y el después del
tratamiento el microbioma de dos grupos de mujeres con endometriosis.
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6. Crear dos grupos homogéneos de 50 pacientes cada uno, a las que se les
administrara durante 6 meses un anticonceptivo y ademas: al primer grupo se le
administrara un probidtico compuesto por la combinacion de cepas Lactobacilos
Plantarum, Lactobacillus Reuteri, Bifidobacterium Adolescentis y Bifidobacterium
pseudocatenulatum y, al segundo grupo, se le administrara un placebo.

7. Determinar si existe evidencia cientifica que avale la efectividad de la
suplementacion con probidticos en mujeres diagnosticadas con endometriosis.

Palabras clave

Endometriosis, disbiosis, microbiota, probiotico, Lactobacillus.

Revision bibliografica

Para realizar el pre-estudio se ha llevado a cabo una revision bibliografica de los articulos
cientificos y revisiones sistematicas en la base de datos PubMed con fecha de publicacion
igual o posterior al afio 2010 con las siguientes keywords: “Endometriosis” AND “Disbiosis”.
“Physiology” OF “Endometriosis”. “Pathogenesis Deep Endometriosis”. “Probiotics” AND
“Endometriosis”. “Inflammation” AND “Endometriosis”. “Microbiome” AND “Endometriosis”.
“Treatment” AND “Endometriosis”

4. Material y métodos

4.1 Diseno del estudio
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Se trata de un ensayo clinico aleatorizado cuya hipotesis nula (HO) es:

Se realizara una entrevista basal de pacientes candidatas a participar en el estudio. La visita
inicial sera necesaria para la inclusién de estudio. Si la paciente cumple criterios para
participar, se le tomaran muestras de microbiota endometrial e intestinal. Se aleatorizara a la
paciente al grupo intervencién o grupo control.

4.1.1Sujetos del estudio

Criterios de inclusion:

- Pacientes con diagnéstico clinico (ecogréafico o por resonancia magnética) de
endometriosis

- Firma de consentimiento informado

- Edad mayor o igual a 18 afios

Criterios de exclusion:
- Antibioterapia en los 6 meses previos al estudio
- No deseo de participar en el estudio.
- Pacientes discapacitadas o que no comprendan los términos del estudio.
- Ser menor de 18 afios
- Barrera idiomatica
- Proceso oncolégico activo

- Embarazo

4 .1.2Variables

Variables basales (visita 0 meses):

- Medidas demograficas: ciudad de residencia, nivel educativo, estado civil,
diagndsticos previos (no enfermedades, endometriosis, resistencia a la insulina,
enfermedad inflamatoria pélvica, miomas, quiste ovarico, sindrome de ovario
poliquistico, otros)
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- Medidas antropométricas: edad, peso, talla, circunferencia de la cintura

- Antecedentes relevantes: historia obstétrica, antecedente de cirugia de
endometriosis, antecedente de otras cirugias abdominopélvicas

- Valoracién de consumo dietético (FFQ)
- Valoraciéon de adherencia a la dieta (MedScore)

- Sintomatologia: Dismenorrea, Dolor pélvico cronico, Disquecia, Dispareunia,
Disuria y su intensidad medida por la paciente segun la escala numérica (0/10)

- Medida de calidad de vida segun escala EHP-5 y EQ-5D-5L
- Deseo gestacional o historia de esterilidad previa

- Tratamiento actual

Variables de seguimiento (al finalizar la intervencion, visita 6 meses).

4 .1.3Intervencion a estudio

Las pacientes incluidas en el grupo control realizaran el seguimiento segun el protocolo
asistencial habitual del centro.

4.2 Desarrollo del estudio

El estudio que se llevara a cabo durante 6 meses y contendra pacientes del Hospital Sant
Joan de Reus y pacientes del Hospital Sant Pau de Barcelona, con 100 pacientes
diagnosticadas de endometriosis con edad comprendida entre 18 y 45 afios, no intervenidas
quirurgicamente, con indicios de microbiota alterada y sintomas digestivos, depresion,
estrefimiento y esterilidad.

A las participantes elegidas se les informara que a todas ellas se les administrara el
anticonceptivo oral Dienogest 2 mg por la noche antes de acostarse, a 50 se les administrara
el probiético Abiprol Weltmon 30 comprimidos oral
(https://www.weltmont.com/paraprobiotico/abiprol-30-caps/) junto al anticonceptivo y a los 50

pacientes restantes un placebo compuesto de un suero carente de actividad junto al
anticonceptivo por la noche antes de acostarse.

4.2.1Calculo de tamano muestral
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Dado que la variable principal es observar mejoria en la calidad de vida, se han utilizado datos
existentes en la bibliografia para realizar una aproximacién del calculo muestral. Estudios
previos han reportado, que ambas escalas son equivalentes entre si, por lo que nos hemos
basado en la mediana de la escala EHP-5 que es de aproximadamente 50 puntos, segun la
bibliografia revisada (mediana de la escala EHP-5=50 y desviacion estandar=25) y se asume
que la mejoria en la calidad de vida podria ser de al menos 15 puntos (por tanto, la puntuacién
en la escala EHP-5 bajaria al menos a la puntuacion de 35 en el grupo de intervencion). Por
tanto, aceptando un riesgo alfa 0.05 y un poder estadistico superior a 0.8 en un contraste
bilateral se precisan 49 pacientes el grupo de intervencién y 49 pacientes en el grupo control
para detectar una diferencia igual o superior a 15 puntos. Se asume que la desviacién
estandar comun es de 25 y la tasa de pérdidas de seguimiento se estima alrededor de un
10%.

4.2.2Fase pretratamiento

Las pacientes elegidas que hayan aceptado entrar en el estudio deberan firmar un
consentimiento informado que se comprometen a cumplir con el tratamiento y a rellenar los
items.

Antes de comenzar el estudio las pacientes tendran que someterse a las siguientes pruebas:
- Historia clinica completa.

- Ecografia transvaginal prueba diagnéstica de primera linea que servira para
ilustrar los hallazgos ecograficos de la endometriosis profunda de las pacientes.
Deben valorarse recto y colon sigmoide, tabique rectovaginal, ligamentos utero
sacros, utero, anexos, fondo de saco de Douglas, vejiga y uréteres [37].

4.2 .3Fase del tratamiento

Para el desarrollo del estudio se empleara el uso de la prueba diagnéstica “Reaccion en
Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa” o RT-PCR dentro del laboratorio del
Hospital Sant Pau de Barcelona. La RT-PCR es una técnica de laboratorio variante de la PCR,
comunmente usada en biologia molecular para generar una gran cantidad de copias de ADN,
proceso llamado amplificaciéon o reaccidon en cadena de la polimerasa [39].

En nuestro estudio la prueba RT-PCR se busca un cambio en la flora intestinal de las bacterias
que viven en el intestino y en el endometrio, lo que llamamos disbiosis.

Las pacientes deberan de rellenar un item antes y después del tratamiento con preguntas que
contendra la hora de la toma de los farmacos y responder una breve encuesta que identificara
si ha habido cambios en el estado de dolor, animo, en la inflamacién y en las deposiciones.
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Recoleccion de muestras
Todas las participantes proporcionaran muestras de heces en la clinica:

- Recoger un minimo de 5 ml de muestra de heces frescas en un tubo Falcon de 15
ml y se transfiere rapidamente a -80 °C para almacenarla en posicion vertical hasta
la extraccion del ADN.

- Recolectar hisopos del endometrio luego de la insercion de un espéculo vaginal
estéril por parte de uno de los dos ginecdélogos con kits eNATTM (606CSO1L,
Copan Group, Copan Italia). Utilizar dos hisopos y tubos de recoleccién separados
para muestras del endometrio. Los hisopos utilizados para recolectar muestras del
endometrio no tocan las paredes vaginales durante la recoleccidon de muestras. La
muestra se transfiere inmediatamente a -80°C para almacenarlas en posicién
vertical hasta la extraccion del ADN.

Procesamiento de la muestra: extraccion de acidos nucleicos

Dentro de una misma muestra pueden existir diferentes microambientes con variaciones en
la composicibn de su microbiota, y por ello es muy importante realizar una buena
homogeneizacién mecanica antes de comenzar el proceso de la extraccidon. También es muy
importante disolver completamente la alicuota que se vaya a procesar de la muestra,
habitualmente 0,5 g de heces en 5 ml de agua, mediante agitacion en vértex o con la
utilizacion de bolitas de vidrio.

Sin duda, el paso mas critico de todo el proceso es la extraccién y purificacion de los acidos
nucleicos, habitualmente ADN, ya que se necesita conseguir una buena cantidad y calidad
sin arrastrar sustancias que puedan inhibir las subsiguientes reacciones de PCR. Para la
extraccion existen diferentes protocolos comerciales y manuales con los que, en general, se
obtienen buenos resultados.

Una vez finalizada la recoleccion de muestras, todas son transferidas en hielo seco al
laboratorio del Instituto del Hospital Sant Pau de Barcelona para la extraccion de ADN. Se
pesan las muestras fecales para extraer el ADN total utilizando el mini kit QlAamp DNA
taburete (Qiagen®, Hilden, Alemania), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se
utiliza el kit de tejido de ADN Kurabo QuickGene S (DT-S) (Japon) para muestras del
endometrio, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Analisis del microbioma

Las muestras de ADN extraidas se enviaran en hielo seco a FISABIO, Valencia, Espafia, para
su posterior analisis.
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Se utilizaran un total de 12,5 ng de ADN gendémico por muestra para la amplificacion bajo las
siguientes condiciones de PCR: 5 min de desnaturalizacion inicial a 94°C seguido de 25 ciclos
de desnaturalizacion (30 s a 94 °C), hibridacién (30 s a 52°C) y elongacion (1 min a 72°C).
Después de la amplificacion, los productos se visualizaron en geles de agarosa al 1,4% y se
cuantificaran utilizando un fluorometro Qubit® 3.0 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA,
EE. UU.). A continuacién, se realizara el paso de multiplexacion con el kit de indice Nextera
XT (llumina) uniendo indices duales a ambos extremos de los productos de PCR. Las
muestras se agruparan en cantidades equimolares y se secuenciaran en las instalaciones del
Servicio de secuenciacion de FISABIO mediante un analisis de extremos emparejados de
2x300 pb utilizando el kit de reactivos MiSeq® v3, (lllumina), en un secuenciador MiSeq segun
las instrucciones del fabricante (lllumina).

Para poder comparar los resultados de diferentes trabajos, es importante conocer las
diferentes metodologias y sus sesgos. El proceso de PCR presenta limitaciones, ya que
siempre se amplifica mas lo mas abundante, y se desprecian las poblaciones minoritarias. Es
importante también elegir bien los cebadores que se van a utilizar. Los mas utilizados
amplifican la region V3-V4 del gen ADNr 16S, y fueron elegidos con base en su
«universalidad» para la mayoria de las especies bacterianas, aunque recientemente se ha
descrito que algunas especies de bifidobacterias y bacterias lacticas no se amplifican con
estos cebadores por fallos en la hibridacion.

En el estudio de la microbiota basado en la taxonomia del gen del ARNr 16S se cuantifica la
abundancia relativa de cada filo, familia o género. Sin embargo, este método presenta un
inconveniente importante, ya que este gen tiene diferente nimero de copias en cada género
o especie. Por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis tiene una uUnica copia del gen,
Helicobacter pylori tiene 2 copias, Staphylococcus tiene 7 copias y, finalmente, Clostridium
beijerinckii tiene 14 copias.

A pesar de los posibles sesgos y limitaciones técnicas que existen en la secuenciacion
masiva, estas aproximaciones moleculares son herramientas muy poderosas, que suelen ser
reproducibles y permiten determinar cambios estructurales en las comunidades microbianas.
Por todo ello, la secuenciacion masiva de segunda generacién es considerada como la mejor
opcion para estudiar el microbioma humano.

5. Resultados

Teniendo como referencia los estudios que se detallan a continuacion en el pre-estudio actual
se buscan resultados parecidos a los estudios que se han llevado a cabo en enfermedades
como la endometriosis, colitis ulcerosa, celiaquia, depresidén o asma.

5.1 Endometriosis
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En esta seccién se examina en primer lugar el efecto beneficioso de los probidticos sobre la
endometriosis. Una revision reciente resumié los suplementos dietéticos (es decir,
antiinflamatorios, antioxidantes, antiproliferantes e inmunes) utilizados para el tratamiento de
la endometriosis [40], [41]. El objetivo de la microbiota intestinal con probidticos, prebidticos y
simbioticos puede ser intervenciones dietéticas beneficiosas para ciertos pacientes, incluidos
aquellos con endometriosis, osteoporosis y obesidad [42]. Los datos sobre la administracion
oral de Lactobacillus y &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) estan bien documentados y se
presentaron como ejemplos [43]. La administracion oral de Lactobacillus redujo el crecimiento
de las lesiones endometriticas del ratén al aumentar la concentracion de IL-12 y la actividad
celular NK. Los ensayos aleatorios controlados con placebo informaron que la administracion
oral de Lactobacillus ayudo a disminuir el dolor asociado a la endometriosis [44]. Ademas, se
ha notificado que el tratamiento probidtico Lactobacillus previene la proliferacion de la
endometriosis en ratas. Ademas, una ingesta alta de PUFA omega-3 puede reducir el riesgo
de desarrollar endometriosis modulando el estrés inflamatorio y oxidativo [45]. Un modelo de
endometriosis de ratén demostré que un tratamiento con PUFA de dosis altas inhibi6 el
crecimiento de la lesion. Por lo tanto, los datos disponibles sugieren el importante papel de
los cambios beneficiosos inducidos por suplementos dietéticos en la microbiota intestinal en
la salud humana y reducen el riesgo de enfermedades inflamatorias, incluida la endometriosis
[46].

5.2 Sindrome de intestino irritable

Los probidticos podrian considerarse como un tratamiento potencial para mejorar los
sintomas generales del Sll, especialmente el dolor abdominal y la hinchazén, y asi mejorar la
calidad de vida. En cuanto a los probidticos individuales, los géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium y Bacillus podrian ser utiles para tratar los sintomas. Especificamente, la cepa
Bifidobacterium bifidum arrojo los resultados mas eficaces, considerando una dosis mas baja
y duracién del tratamiento (1-10° UFC/dia durante cuatro semanas). La combinacion de cepas
de Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus fue llamativa por su papel en aliviar un
mayor nimero de sintomas con una mejor relacion entre la dosis (4-10° UFC/dia) y la duracion
del tratamiento (cuatro semanas) [47].

5.3 Colitis ulcerosa y enfermedad inflamatoria intestinal

Estudio realizado en murinos con colitis ulcerosa, la suplementacién oral con Bifidobacterium
bifidum redujo el curso de la enfermedad en temas de edema coldnico, dafio macroscépico,
puntuaciones histolégicas, y ademas parecio prevenir la pérdida de peso. Entre el grupo de
ratas con colitis y suplementados también con Bifidobacterium infantis, se observaron una
reduccion de los sintomas, dafios mas débiles en la arquitectura mucosa, que indicaban el
significado protector de los probidticos para células de copa de moco y la capa celular epitelial.
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Con base en otro grupo de investigacién, la suplementacion con Bifidobacterium bifidum
aumento significativamente el nivel de IL-10 y redujo el nivel de IL-1 en las secciones de colon,
que confirmo el efecto antiinflamatorio [48], [49].

Ademas de la colitis, se ha encontrado que el microbioma intestinal juega un papel importante
en muchas otras enfermedades, como diabetes, obesidad, trastornos neurolégicos, alergias,
uremia, endometriosis e incluso cancer. Algunos informes han demostrado que regular el
microbioma intestinal puede ser una estrategia eficaz para estos tratamientos de la
enfermedad. Se ha demostrado que la administracion oral de estos probiéticos genéticamente
modificados con capas de biofilm podria regular eficazmente la inflamacion y la microbiota
intestinal para aliviar la colitis aguda en un modelo de ratén [41], [50].

En otro estudio realizado en ratones con cancer de colon inducido se reporté que metabolitos
fecales de ratones sanos inhiban el crecimiento de las células cancerigenas del colon. Las
alteraciones del microbioma intestinal son comunes en pacientes con cancer de colon. Los
ratones libres de gérmenes han mejorado la génesis del tumor de colon en un modelo de
cancer de colon asociado a la colitis. Acumulativamente, los datos sugieren que las especies
microbianas pueden promover o inhibir el crecimiento del tumor de colon dependiendo del
contexto. El papel complejo del microbioma intestinal en cancer de colon también se destaca
por el trabajo que demuestra que las interacciones microbiano-epitelial mantienen la funcién
de barrera intestinal, sostienen el metabolismo y regulan la respuesta inmune sistémica y
mucosa [51], [52].

5.4 Diabetes

Los suplementos probidticos actuales recomendados para pacientes diabéticos son
principalmente Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. y las levaduras, que son cultivables,
aerotolerantes y se pueden producir en una escala industrial [53].

En otro estudio sobre efectos bioldgicos de los probiéticos, incluyendo Lactobacilluss y
Bifidobacterium sobre intolerancia a la glucosa e insuficiencia renal se han investigado
ampliamente en modelos de animales diabéticos. El estudio reporta que la administracion de
Lactobacillus plantarum es Util para aliviar la resistencia a la insulina, la inflamacién sistémica
y la disfuncién de las células en los ratones diabéticos inducidos por la dieta alta en grasa.
Lactobacillus plantarum redujo el aumento de peso y alivié la resistencia a la insulina al
mejorar la prueba oral de tolerancia a la glucosa en la evaluaciéon de indice HOMA-IR en
personas con diabetes tipo 2 [54].

El Lactobacillus fermentum se ha reportado que mejora la resistencia a la insulina y previene
el desarrollo de la diabetes en ratones diabéticos inducidos por dieta alta en grasas y
carbohidratos. Ademas, administracion de Lactobacillus paracasei mejord la homeostasis de
glucosa y mejoro la via de sefalizacion de insulina, impidiendo el desarrollo de diabetes tipo
2 [55].
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5.5 Depresion

El efecto de los probidticos en la ansiedad y la depresion esta siendo ampliamente investigado
dado su potencial para ser un tratamiento novedoso. Los ensayos clinicos en humanos han
demostrado en general que las terapias probioticas y prebidticas tienen efectos beneficiosos
para la salud mental [56]. Por ejemplo, la combinacién probiética de L. helveticus y B. longum,
cuando se administra a voluntarios humanos sanos durante un mes, ha demostrado reducir
la angustia psicologica [31].

La mayoria de los estudios incluidos en esta revisién apoyan los efectos beneficiosos de los
probiéticos. Se ha demostrado una mejoria clinicamente significativa de la puntuacién del BDI
(17,39 - 11,11) en comparacion con placebo (18,18 - 15,55) (p = 0,042), después de un uso
de 8 semanas de un suplemento probidtico como tratamiento principal [57].

El siguiente estudio [58] basado en mujeres embarazadas que tomaban el probidtico
Lactobacillus rhamnosus durante 8 semanas antes del parto tenian menos signos de
ansiedad y depresion posnatal en comparacién con placebo. Ademas, el estudio hizo un
seguimiento con las mujeres después del nacimiento y mostré una asociacién entre mayores
niveles de ansiedad y depresién y cdlicos para lactantes, que indicaba que los suplementos
probidticos podrian mejorar el estado de animo de la madre aliviando el cdélico del bebé.

6. Discusion y conclusiones

La disbiosis en el tracto reproductivo femenino frena la funcién inmune normal, lo que con
lleva a una repuestas inflamatoria elevada de citocinas proinflamatorias, exponiendo la
inmunovigilancia y modificando los perfiles de células inmunes. Esta desregulacion inmune
puede avanzar en un estado crénico de inflamacion, propiciando un ambiente ideal para
aumentar la adhesién y la angiogénesis, que puede incentivar el circulo vicioso de la aparicién
y progresion de la endometriosis [59]. Investigaciones recientes han manifestado tanto la
capacidad de la endometriosis para inducir cambios en la microbiota, como la capacidad de
los probidticos para tratar la endometriosis [60]. En general, en el ambiente de la microbiota
donde se desarrolla la endometriosis, se encuentra una disminucién de /as bacterias
beneficiosos y autdctona de Lactobacillus la especie dominante [61], L-Reuteri[62], L-
Plantarum [63], L-Gassei [64], L-Adolescentis [65] y la elevada abundancia de especies
exogenas y potencialmente patégenas. La Teoria de Contaminacion Bacteriana y la
activacion inmune, el ambiente intestinal invadido por especies patdégenas, un aumento de
estrogenos, asi como la homeostasis de aromatasa, son posibles teorias sobre como se
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implica la disbiosis en esta enfermedad [66]. Aunque se han llevado a cabo estudios sobre el
tratamiento de la endometriosis con antibidticos y probidticos, los estudios con
anticonceptivos y probidticos son escasos [67]. Todavia se requiere una investigacion
extensa, en particular para caracterizar la microbiota y resaltar los mecanismos detras de la
relacion microbiota-endometriosis [68].
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