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1. RESUMEN

Se sabe que existe una conexion entre la microbiota intestinal y el cerebro,
el llamado “eje intestino-cerebro”, un eje bidireccional que conecta los centros
cognitivo y emocional del cerebro con el control periférico y funciones del
intestino. Numerosos estudios han demostrado que las variaciones en la flora
intestinal pueden provocar cambios en el estado de animo y el comportamiento,
al igual que el estrés o ansiedad pueden provocar alteraciones de la flora
intestinal. Ademas, se ha observado una clara diferencia entre la microbiota
intestinal de pacientes que presentan sintomas de ansiedad y depresion y
pacientes sanos. Las principales vias de comunicacion que componen este eje
son el sistema nervioso autdonomo, sistema neuroendocrino, sistema nervioso
entérico y sistema neuroinmune.

El presente trabajo recopila los ensayos clinicos llevados a cabo desde 2015
en humanos sobre la influencia de a toma de probiéticos en la salud mental, en
concreto sobre el estrés y los diversos tipos de depresion. Tres estudios han
cumplido los criterios de inclusion marcados y en todos ellos se muestran
evidencias claras del efecto beneficioso de la toma de probidticos sobre
diferentes marcadores de la salud mental, tanto a nivel molecular, como
bioquimico y psicolégico. Algunos de estos cambios observados son la mejora
de las funciones cognitivas, disminucion de la concentracion de kineurinas, de
los niveles de cortisol, disminucion de células implicadas en la inflamacion o
mejora del perfil lipidico.

Con los resultados obtenidos se podria plantear el futuro uso de los
probioticos en el tratamiento del estrés y la ansiedad y como coadyuvante al
tratamiento farmacolégico de la depresion mayor.

Palabras clave: probiotics, anxiety, depressive disorder, gut-brain axis.



2. INTRODUCCION

El estudio del microbioma ha supuesto una revolucion, pues afos atras
no existian técnicas para estudiar aquellos organismos que no se podian cultivar,
como es el caso de muchos de los que forman parte de la microbiota. Por ello,
el estudio y desarrollo clinico de los probidticos y prebidticos es un campo
relativamente nuevo que aun requiere de mucha investigacion.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) “los probiéticos
son aquellos microrganismos vivos que, cuando son administrados en las
cantidades adecuadas, confieren beneficios a la salud del hospedador”. Se trata
de suplementos dietéticos que tienen la capacidad de cambiar la composicion
de la microbiota del colon, mejorando el equilibrio intestinal. Por otro lado, los
prebidticos se definen como aquellos ingredientes no digeribles que afectan al
huésped de manera beneficiosa mediante la estimulacion selectiva del
crecimiento y/o actividad de determinadas especies de bacterias que residen en
el colon’.

Si bien es cierto que si hay muchos estudios a cerca de como los
probidticos pueden servir para tratar diferentes patologias relacionadas con el
intestino, como por ejemplo el sindrome de colon irritable o algunas
gastroenteritis, su uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el
sistema nervioso central es todavia muy incipiente y novedoso.

El complejo sistema de comunicacion entre el intestino y el cerebro no
solo garantiza el mantenimiento y coordinacion de las funciones
gastrointestinales que regulan el comportamiento individual y los procesos
fisiologicos, sino que también permite una retroalimentacion, actuando en el
estado de animo, el comportamiento motivado y las funciones cognitivas
superiores?.

Este vinculo entre las funciones intestinales y los procesos emocionales
y cognitivos se debe a sefales aferentes y eferentes a través de cuatro vias
principales: sistema nervioso auténomo, sistema neuroendocrino, sistema

nervioso entérico y sistema neuroinmune®.



La alteracion de estos sistemas puede dar lugar a trastornos psiquiatricos
o alteraciones de la conducta. De hecho, se ha demostrado una alta comorbilidad
entre los trastornos gastrointestinales, como el sindrome de colon irritable, y los
trastornos psiquiatricos relacionados con el estrés, como la ansiedad y la
depresion®.
2.1 Microbiota intestinal

El término microbiota o microflora hace referencia a los
microorganismos (bacterias, hongos, virus) que viven en un determinado
entorno, como en el tracto gastrointestinal, el genitourinario, la cavidad oral, la
nasofaringe, el tracto respiratorio y la piel. El término microbioma, hace
referencia al conjunto de genes (genoma) de los organismos que integran la
microflora o microbiota®.

El numero de bacterias que componen la microbiota intestinal (Ml) es de
entre 10'#-10'°, es decir, diez veces mas la cantidad de células eucariotas que
tenemos en nuestro organismo. Estas bacterias compiten con las patégenas por
los nutrientes y por la union a receptores en el epitelio intestinal, y se pueden
encontrar hasta mil especies distintas®’. La mayor parte de estas especies se
encuentran principalmente en el colon.

La MI va variando a lo largo de la vida del individuo. El intestino del feto
es estéril y a partir del nacimiento es cuando empieza a ser colonizado por los
diferentes microorganismos. Por ello el tipo de parto (vaginal o cesarea) o el tipo
de lactancia (natural o artificial) va a influir mucho en el desarrollo de la Ml de
cada individuo. Desde los cero a los tres afos la Ml de cada individuo se va
diversificando, y es partir de los tres afos cuando ésta comienza a estabilizarse.
Durante la edad adulta la Ml es muy estable y es poco probable que sufra
modificaciones, aunque pueden influir factores como la alimentacién, la toma de
antibioticos o el estilo de vida. También el factor genético juega un papel
importante. En la vejez, la flora intestinal se empobrece ligeramente®.

En los adultos, los microorganismos que se encuentran en mayor
proporcion son Bacteroidetes y Firmicutes, mientras que Actinobacterias,
Proteobacterias y Verrucomicrobias se encuentran en menor proporcion®. Las

bacterias anaerobias facultativas como enterobacterias, enterococos vy



lactobacilos, son las primeras en colonizar el tracto gastrointestinal. Mientras que
los organismos anaerobios estrictos como Bifidobacterium, Bacteroides y
Clostridium se van estableciendo gradualmente, promoviendo un
desplazamiento de los organismos anaerobios facultativos por anaerobios

estrictos® (Figura 1).
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Figura 1: muestra la evolucion de la microbiota intestinal a lo largo de la vida®.

Las alteraciones en la Ml y la respuesta adversa del hospedador a estos
cambios es lo que se conoce como disbiosis. Cuando se produce un estado de
disbiosis, comienza a producirse el estrés proinflamatorio, estrés oxidativo,
desequilibrio en la homeostasis energética y un incremento de la degeneracion

celular®.

2.2 Eje intestino-cerebro

La Ml y el sistema nervioso central (SNC) se encuentran comunicados
mediante diferentes vias, esto es lo que se conoce como eje intestino-cerebro.
Se trata de un sistema de comunicacion bidireccional a través de cuatro vias:
sistema nervioso autonomo, sistema neuroendocrino, sistema nervioso entérico

y sistema neuroinmune®. Por tanto, las sefiales pueden llegar al SNC a través de



la estimulacion del nervio vago por el sistema nervioso entérico, a través de la
produccion de metabolitos como hormonas, neurotransmisores o acidos grasos
de cadena corta o, a través del sistema nervioso inmune mediante la liberacion
de citoquinas® (Figura 2). En esta interacciéon juega también un papel muy
importante la permeabilidad intestinal, la cual se puede ver alterada por ciertas
infecciones o factores estresantes. Debido a esta forma de comunicacion entre
cerebro e intestino existe la posibilidad de actuar sobre los mecanismos de
homeostasis y regulacion del estrés a través de la Ml mediante la administracion
de probidticos'".

Asi aparecio el concepto de psicobiéticos, definido como el conjunto de
probioticos y prebiodticos que, ingeridos en las cantidades adecuadas, tienen un
efecto favorable en la salud mental'!. Este concepto no se limita Gnicamente a
las enfermedades relacionadas con el SNC, sino que también abarca la

modulacion de la respuesta emocional, memoria, aprendizaje y comportamiento.
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Figura 2: mecanismos de comunicacién de la M| a través del eje intestino-cerebro. Entre ellos se
encuentran la activacién del nervio vago, la respuesta de células B ante la produccién de antigenos
bacterianos, produccién de acidos grasos de cadena corta (short chain fatty acids, SCFAs) y sefializacion
enteroendocrina por las células del epitelio gastrointestinal (por ejemplo, células | que liberan CCK o células
L que liberan GLP-1, PYY y otros péptidos). Mediante estas rutas el eje Ml-intestino-SNC controla procesos
tales como comportamiento, neurotransmisién, neurogénesis, neuroinflamacion y sefalizacion
neuroendocrina, implicados en respuestas relacionadas con el estrés. 5-HT serotonina, CCK
colecistoquinina, PYY péptido YY, TNF factor de necrosis tumoral?.



Antes de profundizar en los mecanismos de comunicacién entre intestino
y cerebro, cabe aclarar que el estrés es un estado dinamico complejo en el que
la homeostasis o el estado de equilibrio interno se ve alterado o amenazado. Es
normal que a lo largo de la vida acontezcan muchas situaciones de estrés
(psiquico, fisico, inmunoldgico...) que, en condiciones normales, acaban en un
estado de equilibrio. Exposiciones prolongadas al estrés, pueden derivar en
trastornos como la ansiedad y la depresion. Por ello, la regulacion de la
respuesta al estrés parece ser un mecanismo clave por el que la microbiota
puede influir sobre los trastornos psiquiatricos.

A continuacién, se explican los mecanismos mediante los cuales la Ml
puede modular la respuesta al estrés, y por tanto, a la ansiedad y a la depresion.
a) Nervio vago

Parece que la principal via de comunicacién MI-SNC es a través del nervio
vago. Estudios en ratones han demostrado que el tratamiento cronico con
Lactobacillus rhamnosus puede afectar a ciertos comportamientos relacionados
con la neurotransmision del GABA, mientras que en los ratones vagotomizados
este hecho no sucede*. Esto apunta al importante papel del nervio vago en dicha
comunicacion.

b) Neurohormonas

Otro modo de comunicacion es a través de las neurohormonas,
sustancias quimicas que actuan como neurotransmisores, pero que en vez de
ser liberadas a la hendidura sinaptica, son liberadas a la circulacion sistémica.
Son producidas por las células neuroendocrinas del intestino. Las principales son
las catecolaminas y la serotonina. Estas pueden actuar directa e indirectamente
en el estado de animo y en el comportamiento.

La serotonina tiene un papel clave como neurotransmisor en el SNC y en
el sistema nervioso entérico (SNE). Su produccion en el SNC representa el 5%
de la sintesis total, mientras que el 90% es sintetizada en las células
enterocromafines del epitelio gastrointestinal. La serotonina restante es
sintetizada de forma local en tejidos periféricos. Esta serotonina sintetizada por
las células enterocromafines actua como hormona paracrina en el intestino y

como hormona endocrina transportada a través de la sangre unida



mayoritariamente a las plaquetas. Su funcién como hormona es conectar ambas
partes del eje intestino-cerebro y la produccion de efectos sistémicos como la
densidad o¢sea y el metabolismo. Aunque no puede atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE), existe una conexion indirecta con el SNC debida a la
actuacion de la MI sobre su precursor, el triptofano, y sobre el transportador de
serotonina?.

Se cree que las catecolaminas libres son producidas por la
desconjugacion de catecolaminas conjugadas, por tanto, es posible que la
desconjugacion por enzimas bacterianas pueda ser uno de los mecanismos por
el cual la Ml puede producir serotonina libre en el lumen del intestino.

Aunque la relacion de la serotonina liberada por las células
enterocromafines del intestino con el SNC pueda parecer improbable, ya que la
serotonina no atraviesa la BHE, esta hipdtesis se probo en ratones GF (germ-
free, libres de microorganismos vivos) y en ratones gnotobidticos (ratones con
una microbiota conocida, que se han obtenido a partir de ratones libres de
microorganismos) recolonizados con flora fecal SPF (specific pathogen-free,
libre de patdégenos especificos). Se observo que los niveles de serotonina en los
ratones GF eran significativamente menores que en el otro grupo de ratones.
Estos niveles incrementaron rapidamente en tres dias, cuando se expuso al
grupo de ratones GF a microbiota SPF. También se observd que el 50% de la
serotonina presente en los ratones GF se encontraba en la forma conjugada,
mientras que la mayor parte de la serotonina del otro grupo de ratones se
encontraba en la forma desconjugada, es decir, en la forma libre™.

El principal precursor de la serotonina es el aminoacido triptéfano, el cual
es usado en su mayor parte en la ruta de la kineurina y menor parte para la
produccion de serotonina en las células enterocromafines y el SNC, ya que
puede atravesar la BHE, aunque de manera muy ineficiente en comparacion con
otros aminoacidos'. Curiosamente, la ausencia de microbiota a temprana edad
en ratones GF conduce a un aumento de las concentraciones de triptéfano en
plasma y a un aumento de los niveles de serotonina en el hipocampo en la edad
adulta. Esto apunta a que la MI puede tener un papel crucial en la disponibilidad
y metabolismo del triptéfano que afecta a la concentracion central de serotoninaZ.



Es decir, la colonizacion del intestino, asi como los cambios en la
microbiota, pueden afectar al metabolismo de triptofano y consecuentemente, al
sistema serotoninérgico. Por ello, es necesario un equilibrio entre el triptéfano
utilizado por parte de las bacterias y el usado para la sintesis de serotonina en
el SNC y en el SNE'®.

Lo mismo ocurre con el neurotransmisor GABA. También se cree que la
microbiota influye en su liberacion debido a la accién enzimatica de algunas
bacterias. Estas contienen la enzima glutamato descarboxilasa que degrada el
glutamato presente en algunos nutrientes, provocando que se transforme en
GABA. Al igual que la serotonina, el GABA sintetizado no atraviesa la BHE, por
lo que su accion también es indirecta®.

c) Sistema inmune

El intestino es un importante 6rgano inmunoldgico que conforma una
barrera de defensa entre los patdgenos externos y el entorno interno. Estudios
realizados con modelos animales han demostrado que los microorganismos
patégenos afectan a la activacion de las vias de sefializacion inmunoldgica.

La administracion periférica de citoquinas proinflamatorias en roedores
provoca comportamientos depresivos tales como alteraciones del suefio,
disminucién del apetito y supresion del comportamiento exploratorio (estos son
los denominados “comportamientos de la enfermedad”)'®.

Se cree que los patrones moleculares asociados a los microorganismos
que activan esta via inmunoldgica pueden ser los lipopolisacaridos (LPS) o
lipoproteinas bacterianas (BLP), entre otros. Estos pueden activar células del
sistema inmune innato como macréfagos, neutréfilos y células dendriticas. Una
vez activadas, estas células producen numerosas citoquinas proinflamatorias
como IL-6, IL-1 o TNF, que atraviesan la BHE, actuando sobre los receptores
neuronales’’. En personas sanas, el desafio LPS (en inmunologia, exposicion
de un sujeto a un LPS que puede servir como una toxina) demostro tener un
impacto negativo dosis dependiente en las funciones cognitivas'®

Los efectos inmunoregulatorios de los probidticos parecen ser la
generacion de células T regulatorias y la sintesis y secrecion de citoquinas
antiinflamatorias como la IL-10"°. En apoyo a esta teoria, en un estudio realizado



a humanos, la administracion oral de Bifidobacterium infantis 35624 se asocio
con un aumento de la expresion de IL-10 en sangre periférica’®.
d) Eje hipotalamo-pituitario-adrenal

El eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) es el que regula la liberacion de
cortisol por la corteza suprarrenal. Ante una situacion de estrés los niveles de
cortisol en sangre aumentan. En un estudio realizado en ratones GF y ratones
SPF sometidos a estresores, se observd un mayor incremento de corticotropina
(ACTH) y corticosterona en el grupo de ratones GF que en el grupo SPF,
indicando la participacion de la M| en la modulacién de la actividad del eje HPA.
Ademas, este estudio demostré que la respuesta del eje HPA se normalizé
después de colonizar a los ratones GF, en edad temprana, con bacterias del
grupo de ratones SPF. Sin embargo, la colonizacion de los ratones GF a edades

mas tardias no normalizo la respuesta del HPA a los estresores?.

e) Acidos grasos de cadena corta

La MI puede favorecer la produccion de acidos grasos de cadena corta,
como propionato, acetato o butirato, a partir de la hidrdlisis de polisacaridos.
Algunos estudios afirman la implicacion de los acidos grasos de cadena corta en
la respuesta inflamatoria. Ademas, son capaces de atravesar la BHE regulando
los niveles de GABA, glutamato y glutamina®.

3. OBJETIVOS

El objetivo de este TFG es mostrar el grado de evidencia clinica a cerca
del efecto de los probidticos en el tratamiento de patologias como la ansiedad y
la depresidn, ya sea como terapia unica o bien como coadyuvantes a otra terapia
farmacoldgica. Para ello, se plantean los siguientes objetivos especificos:
1. Identificar aquellos estudios en humanos que hayan abordado este tema.
2. Valorar su evidencia cientifica.
3. Extraer las conclusiones sobre el estado actual de la evidencia cientifica

sobre el tema.

4. METODOS
En primer lugar, se ha realizado una intensiva busqueda para tratar de
explicar cual es la relacion que puede haber entre la microbiota intestinal y el
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cerebro y sus vias de comunicacion. Las fuentes de informacién con las que se
ha trabajado han sido la base datos Pubmed, la Sociedad Espafiola de
Microbiota, Probidticos y Prebioticos (SEMiPyP) y SEFAC (Sociedad Espafiola
de Farmacia Familiar y Comunitaria). Las palabras clave usadas en Pubmed han
sido “probiotics”, “depressive disorder’, “anxiety” y “gut-brain axis”. Se han
incluido todo tipo de articulos (revisiones, ensayos clinicos, etc.) que estuviesen
basados en humanos o animales.

En segundo lugar, para realizar la busqueda de ensayos clinicos que
mostrasen los efectos de los probidticos en el estrés, ansiedad y depresion (los
ensayos clinicos expuestos en el apartado de resultados), los criterios de
inclusion han sido que estos fuesen realizados con humanos, que los pacientes
padeciesen algun grado de depresion, ansiedad o estrés y que fuesen lo mas
actuales posible, con un maximo de antigiedad de cinco afios. Se han excluido
los ensayos clinicos no realizados en humanos, con fecha de publicacion anterior
a 2015 y aquellos en los que la depresion, ansiedad o estrés fuese unido a una
determinada patologia o situacion, como por ejemplo depresidén postparto, o
presentasen enfermedades inflamatorias (intestinales, autoinmunes, etc.) como
colon irritable, por ejemplo. Tras aplicar estos criterios se obtuvieron inicialmente
18 trabajos. Teniendo en cuenta los trabajos con mejor disefio experimental,
finalmente 3 articulos fueron seleccionados (Figura 3). Las ecuaciones de
busqueda fueron las siguientes:

e ("Probiotics"[Mesh]) AND "Depressive Disorder"[Mesh] Filters: Clinical Trial,
published in the last 5 years; Humans - 6 articulos.

e ("Probiotics"[Mesh]) AND "Anxiety"[Mesh] Filters: Clinical Trial; published in
the last 5 years; Humans - 12 articulos.

~ Ensayos clinicos

En humanos ‘ _—

5 aflos o menos Relevantes
desde su publlcauon )

“probiotics” y “depressive disorder”
St . Loy _ 18 articulos ‘m
probiotics” y “anxiety

Figura 3: esquema y resultados de la busqueda bibliografica realizada.
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La calidad metodolégica de los tres ensayos clinicos fue valorada
mediante la escala Jadad. Este método se basa en un sistema de puntuacion
dado segun una serie de preguntas como:

1) ¢El estudio se describe como aleatorizado o randomizado?

2) ¢ Se describe el método utilizado para generar la secuencia de aleatorizacion
y este método es adecuado?

3) ¢(Es adecuado el método utilizado para generar la secuencia de
aleatorizaciéon?

4) ¢ El estudio se describe como doble ciego?

5) ¢Se describe el método de enmascaramiento y este método es adecuado?

6) ¢Es adecuado el método de enmascaramiento?

7) ¢Hay una descripcion de las pérdidas de seguimiento y los abandonos?

En las preguntas 1,2, 4, 5y 7, si la respuesta es “si”, se suma un punto y
si es “no”, no se suma ninguno. En las preguntas 3 y 6 si la respuesta es “si”, no
se suma ningun punto, y si la repuesta es “no”, se resta un punto.

La puntuacion total va de 0 a 5, siendo mas riguroso cuanto mas alta es

la puntuacion.

5. RESULTADOS: ENSAYOS CLINICOS

Los ensayos clinicos en humanos presentados a continuacion han sido
elegidos por su actualidad y relevancia en tratamiento del estrés, ansiedad y
depresion de acuerdo con los criterios mostrados en la seccién de metodologia.
En ellos se muestran los posibles beneficios sobre estos trastornos y la dosis a
la que ejercen el efecto clinico deseado. También con ellos se pretende tener
una vision mas clara del funcionamiento y las vias de comunicacion del eje

intestino-cerebro y su relacion con la ansiedad y depresion.
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5.1El probidtico Lactobacillus plantarum 299v  (LP299v) disminuye la
concentracion de kineurina y mejora las funciones cognitivas en pacientes con
depresion mavyor: estudio de doble ciego, randomizado y controlado con
placebo?®.

El objetivo del estudio de Rudzki y colaboradores de 2018 es demostrar
los efectos de Lactobacillus plantarum 299v sobre funciones cognitivas y sobre
la regulacion de la via de la kineurina como coadyuvantes en pacientes con
depresion mayor.

El ensayo se llevd a cabo en pacientes diagnosticados de depresion
mayor y en tratamiento con inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina
(ISRS). A un grupo se le administro el probiotico LP299v y al otro, placebo.
Finalmente se midieron las funciones afectivas y cognitivas y parametros
bioquimicos.

Las principales conclusiones obtenidas en este estudio fueron:

- Mejora de las funciones cognitivas en el grupo de pacientes deprimidos que
recibieron el probidtico en comparacion con el grupo que recibid placebo.

- Disminucién significativa en la concentracién de kineurina en el grupo que
recibio el probidtico en comparacion con el grupo que recibio el placebo.

- Aumento significativo en el ratio 3-hidroxikineurina:kineurina en el grupo que
recibio el probidtico en comparacion con el grupo que recibio el placebo.

- La disminucion de kineurina en el grupo que recibié el probi6tico podria
contribuir a la mejora de las funciones cognitivas en comparacion con el grupo
que recibié el placebo.

5.1.1 Introduccién

Las kineurinas tienen efectos neurotdxicos y neurodegenerativos en el
SNC. Las citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-1b, TNF-a), los LPS bacterianos,
los glucorticoides y el estrés oxidativo, pueden activar enzimas que intervienen
en la ruta de la kineurina, como la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y la
triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO). Estas inician la conversion del triptéfano (TRP)
en catabolitos toxicos de la kineurina (TRYCATSs), impidiendo la conversion del
TRP en serotonina (5-HT) y melatonina (Figura 4). Como consecuencia, el TRP

se transforma en KYN y derivados de ella, que tienen efectos negativos a nivel
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neuronal e inmunologico. Por ejemplo, el acido quinolinico (QUIN) o el acido
kineurinico (KYNA) han demostrado tener efectos negativos en las funciones
cognitivas?’.

La eleccion de usar el probidtico Lactobacillus Plantarum 299v en este
ensayo fue debida a su capacidad para sobrevivir en el tracto Gl y colonizarlo??,
ya que es un microorganismo natural de la Ml humana, y porque ha demostrado
que disminuye la permeabilidad intestinal y reduce la inflamacién sistémica e
intestinal?®. También por su posible modulacion sobre la ruta de la kineurina, con
especial interés en el efecto que ejerce sobre las funciones cognitivas, en la

neuroproteccion y sobre los sintomas de depresion y ansiedad.

Tryptophan

Tryptophan™<%%¢ 5_hydroxytryptophan — 5-HT
g

Kynurenine —XT_, Kynurenic acid Melatonin
kynureninase
e
Anthranilic acid 3-hydroxykynurenine —~— Xanthurenic acid

kynuremnase
AMO

3-hydroxyanthranilic acid

ATP e Picolinic acid
Quinolinic acid

QPRT

NAD+

Figura 4: esquema del metabolismo del triptéfano a través de la ruta de la kineurina®.

KAT: kineurina aminotransferasa; KMO: kineurina monooxigenasa; AMO: antranilato de 3-monooxigensa;
3-HAO: acido 3-hidroxiantranilico oxidasa; QPRT: acido quinolinico fosforribosil transferasa; PLP: piridoxal
5’-fosfato (forma activa de la piridoxina-vitamina B6); FAD: dinucleétido flavina adenina (forma activa de la

riboflavina-vitamina B2).
5.1.2 Disefo del estudio

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de
Medicina de Bialystok (Polonia), llevado a cabo entre junio de 2014 y marzo de
2016 y, publicado en octubre de 2018. Segun la escala de Jadad, la realizacion

y validez de este estudio se puede considerar como muy rigurosa.
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En total 79 participantes cumplieron los requisitos para participar en el
ensayo. Todos ellos padecian depresion mayor segun el Manual Diagnéstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales.

La duracion del estudio fue de 8 semanas, y su disefo fue randomizado,
doble ciego y controlado con placebo. Los participantes fueron distribuidos
aleatoriamente en el grupo placebo (n= 39), el cual recibia ISRS + placebo, y el
grupo del probiotico (n= 40), el cual recibia ISRS + el probiotico LP299v.

Los participantes afadieron a su tratamiento con ISRS, durante las 8
semanas que durd el estudio, el probidtico LP299v o bien el placebo. Ambos
grupos recibieron 60 capsulas de probiotico o de placebo (eran exactamente
iguales en apariencia) para las primeras 4 semanas. La posologia a seguir era
una capsula por la mafiana y otra por la noche. Cada capsula de probiotico
contenia 10 x 10° CFU de LP299v mientras que las capsulas de placebo
contenian polvo de celulosa cristalino. Después de las 4 semanas se evaluo la
adherencia de los participantes al tratamiento pidiendo que devolvieran los
envases de las capsulas vacios. Otras 60 capsulas les fueron dadas para las 4
semanas siguientes.

Finalmente, 60 de los 79 participantes finalizaron el estudio: 30 en el grupo
del probiotico y 30 en el grupo del placebo. 9 participantes del grupo del
probiotico y 7 del grupo control ya habian empezado el tratamiento con ISRS
antes de ser incluidos en el estudio, aun asi, no hubo diferencias estadisticas en
este parametro entre ambos grupos, al igual que tampoco las hubo en el tipo de
ISRS tomado antes de la inclusion en el estudio entre el grupo placebo y el grupo
probidtico, ni en el tipo de ISRS tomado durante el estudio entre ambos grupos.

La severidad de los sintomas psiquiatricos fue evaluada mediante la
escala de depresion de Hamilton (HAM-D 17), el inventario de sintomas SCL-90
(Symptom Check List-90) y la escala de estrés percibido (Perceived Stress
Scale, PSS-10). Las funciones cognitivas fueron evaluadas mediante el test
de atencion y percepcion (Attention and Perceptivity Test, APT), el test de Stroop
partes A y B, el test de fluidez de disefios de Ruff (Ruff Figural Fluency Test,
RFFT), test del trazo (Trail Making Test, TMT) partes A 'y B y el test de
aprendizaje verbal de California (California Verbal Learning Test, CVLT). Los
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parametros bioquimicos tales como triptdfano, kineurina, acido kineurinico, 3-
hidroxikineurina (3HKYN), acido antranilico (AA), acido 3-hidroxiantranilico
(3HAA), TNF-a, IL-6, IL-1b y la concentracion de cortisol en plasma también

fueron medidos, tanto al inicio como al final del tratamiento.

5.1.3 Resultados y analisis estadistico

Para valorar las diferencias en el efecto del tratamiento entre ambos
grupos de tratamiento (probidtico vs. placebo) segun el tiempo (semana O vs.
semana 8), se empled la prueba del analisis de la varianza (ANOVA). Para saber
concretamente entre qué grupos habia diferencias significativas se uso la
posterior correccion de Bonferroni. Las comparaciones de las caracteristicas

(afos, IMC, educacion y resto de datos recogidos) entre ambos grupos se uso

la prueba de la t de Student y las pruebas no paramaetricas de Chi-cuadrado y

la prueba U de Mann-Whitney. Se obtuvieron los resultados mostrados a

continuacion.

Resultados primarios: sintomas de depresién y ansiedad.
No hubo cambios significativos en las mediciones hechas con HAM-D 17,

SCL-90, PSS-10.

Resultados secundarios: funciones cognitivas.
Se observaron cambios en los siguientes test:

e APT. Evalua la atencidén selectiva, el mantenimiento de la atencion, la
vigilancia y la percepcion visual. La puntuacion se obtiene a partir de variables
como la velocidad de trabajo, numero de errores y numero de omisiones. Se
observo una mejora significativa en la variable work speed (velocidad de
trabajo) en el grupo que recibio el probiotico (p= 0.006) (Figura 5).

e CVLT. Evalua el aprendizaje verbal y la memoria mediante una prueba de
aprendizaje llamada total recall of trials 1-5, mediante errores preservativos y
de intrusion y, mediante una prueba llamada semantic clustering, consistente
en el uso de estrategias de aprendizaje para reorganizar una lista de palabras
segun su categoria. Se observd una mejora significativa en la variable total
recall of trials 1-5 en el grupo de pacientes que recibio el probiotico (p=0.023)
(Figura 5).

16



Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el test de Stroop partes
Ay B, enel RFFT y en el TMT partes A y B entre el grupo placebo y el grupo
probidtico.

Resultados secundarios: kineurinas, citoquinas y cortisol.

Se observd una disminucién significativa de la concentracion de
kineurinas en el grupo probidtico en comparacién con el grupo placebo (p=
0.005) (Figura 5) y un aumento significativo en el ratio 3HKYN:KYN en el grupo
probidtico en comparacion con el grupo placebo (p= 0.034) (Figura 5).

También se observd un cambio significativo en la concentracion de AA
(p= 0.028). Sin embargo, la posterior correccidon de Bonferroni no alcanzo
significatividad estadistica en ninguno de los grupos.

No se observaron cambios significativos en TRP, 3HKYN, KYNA, 3HAA,
KYNA:KYN, KYN:TRP, al igual que tampoco se observaron en la concentracion

de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1b) ni en la de cortisol.
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Figura 5: cambios significativos, tras 8 semanas de tratamiento, en comparacién con el grupo placebo. A:
mejora de la variable “work speed” en grupo probidtico LP299v en el test APT. B: mejora de la variable “total
recall of trials 1-5” en el grupo probidtico LP299v en el test CVLT. C: disminucién de la concentraciéon de
kineurina en el grupo probidticio LP299v. D: aumento del ratio 3HKYN: KYN en el grupo probiotico LP299v.

5.1.4 Discusion

Este ha sido el primer estudio en el que la administracion del probibtico
LP299v ha mostrado disminuir la concentracion de kineurinas con la
consecuente mejora de las funciones cognitivas en pacientes deprimidos. Se han
planteado varias hipotesis para explicar este hecho.

El aumento de la permeabilidad intestinal, a causa del estrés, contribuye
a la inflamacion intestinal y sistémica, debido a un aumento de citoquinas
proinflamtorias, y a un aumento de los niveles de kineurinas toxicas. Cuando la
permeabilidad se ve aumentada, los LPS bacterianos son capaces de atravesar
la barrera intestinal y de inducir el enzima IDO, favoreciendo la conversion de
TRP en KYN (Figura 4). Se cree que el LP299v, debido a su capacidad de
adherirse a la mucosa intestinal por adhesinas especificas de manosa, puede
mejorar la produccion de mucina disminuyendo la permeabilidad e inhibiendo el
crecimiento y la adhesidn de bacterias y hongos potencialmente patdgenos.
Todo esto favorece la disminucion de la concentracion de KYN en los pacientes
que toman LP299v.

Otro potencial mecanismo por el cual disminuye la concentracion de KYN,
esta relacionado con la inhibicidon de la actividad del enzima IDO por el perdxido
de hidrégeno, ya que se ha demostrado que la LP299v es capaz de acumular
H20224.

También puede ser que la reduccion de KYN se deba al aumento de 5-
HT, ya que una mayor concentracién de TRP se ha utilizado para la sintesis de
5-HT y una menor concentracion para la produccion de KYN. De hecho, se sabe
que el LP299v tiene efectos terapéuticos en el sindrome de colon irritable ya que
produce alteraciones en la biosintesis, liberacion y recaptacion de 5-HT?5,

El aumento observado en el ratio 3HKYN:KYN refleja la actividad de la
enzima KMO (Figura 4). Esto indicaria que la activacion de KMO en los
pacientes que recibieron LP299v puede haber aumentado el metabolismo de
KYN hacia la sintesis de NAD+ y ATP, sin acumulacién de kineurinas toxicas.

18



Una explicacion a cdmo la disminucién de la concentracién de KYN ha
contribuido a la mejora de las funciones cognitivas es que cerca del 60% de la
KYN que se encuentra en el cerebro proviene de la periferia, tras cruzar la BHE.
Por tanto, es probable que los cambios en la concentracion plasmatica de KYN
ejerzan una influencia significativa en el SNC.

Finalmente, los autores de este ensayo clinico llegaron a la
conclusion de que debido a la falta de influencia de LP299v en la concentracion
plasmatica de TRP, no ha habido cambios en la disponibilidad de TRP en el
cerebro y, por tanto, en la sintesis de 5-HT. Este hecho podria explicar a la a la
falta de diferencias en los parametros afectivos de la depresion mayor entre el
grupo probidtico y placebo durante el tratamiento.

5.2 Respuesta clinica y metabdlica a la administracion de probidticos en pacientes
con trastorno depresivo mayor: ensayo de doble ciego, randomizado vy

controlado con placebo?®.

El objetivo de de Ghodarz y colaboradores en sus estudio de 2015 fue
demostrar los posibles beneficios de los probidticos en los sintomas depresivos
y en parametros de la homeostasis de la glucosa, concentraciones lipidicas y
biomarcadores de inflamacion y estrés oxidativo en pacientes con depresion
mayor.

El estudio se llevé a cabo en pacientes diagnosticados con depresion
mayor. A un grupo se le administréo placebo y al otro grupo una capsula
compuesta por varias cepas de probidticos (Lactobacillus acidophilus 2x10°
CFU/g, Lactobacillus casei 2x10° CFU/g y Bifidobacterium bifidum 2x10° CFU/g).
Las principales conclusiones tras comparar ambos grupos fueron las siguientes:
- Disminucién de los sintomas depresivos en el grupo probidtico en

comparacién con el grupo placebo.

- Disminucién de los niveles de insulina, de la resistencia a la insulina (HOMA-
IR) y de la concentracion de proteina C reactiva (hs-CRP) en el grupo
probiotico en comparacién con el grupo placebo.

- Aumento de los niveles de glutation (antioxidante) en plasma en el grupo
probiotico en comparacién con el grupo probidotico.
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5.2.1 Introduccién

El estudio parte de la evidencia de que los pacientes con depresién mayor
(DM) tienen una mayor predisposicién a presentar comorbilidades, mortalidad,
un mayor riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, dislipidemias y
alteraciones en la glucosa e insulina?’. Estudios previos han demostrado que
existe una relacion entre el perfil metabdlico y biomarcadores de la inflamacion
y del estrés oxidativo con la depresion. La desregulacion del cortisol, propia de
los pacientes con depresion, puede tener efectos en la resistencia a la insulina
en los pacientes que la padecen?®. Ademas, también se ha demostrado que
niveles bajos de antioxidantes, especialmente glutation (GSH), estan asociados
con un aumento de la anhedonia, que a su vez esta relacionada con la
neuroinflamacién y el estrés oxidativo?®.

En el presente estudio, se compararon los resultados obtenidos en los
pacientes que recibieron placebo y los que recibieron probiotico. Los parametros

medidos fueron los siguientes:

Sintomas de depresion, para ello se uso el indice de Beck (BDI).

- Parametros de la homeostasis de la glucosa: concentracion plasmatica de
glucosa en ayunas (FPG), resistencia a la insulina mediante el modelo
homeostatico HOMA-IR, actividad de las células B mediante el modelo
homeostatico HOMA-B y sensibilidad a la insulina mediante la prueba
QUICK.

- Perfil lipidico: concentraciones de triglicéridos, VLDL total, LDL y HDL.

- Biomarcadores de inflamacion: concentracion de proteina C reactiva (CRP)
mediante hs-CRP.

- Estrés oxidativo: nivel de glutation (GSH) en plasma y nivel de TAC
(capacidad antioxidante total).

5.2.2 Disefo del estudio

El estudio se llevd a cabo entre julio y septiembre de 2014 por la

Universidad de Ciencias Médicas de Kashan (Iran) y publicado en septiembre de

2015. Segun la escala de Jadad la validez del ensayo se puede considerar como

muy rigurosa.
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El diagnéstico de DM se hizo en base al criterio DSM-IV y con una
puntuacion mayor o igual a 15 en la escala de depresion de Hamilton (HAM-D
17).

En total 40 participantes, de entre 20 y 55 afios y que padecian DM, fueron
reclutados para el estudio durante ocho semanas. Los participantes fueron
distribuidos aleatoriamente en el grupo placebo (n= 20) y el grupo probidtico (n=
20). Durante estas 8 semanas los pacientes del grupo probiético recibieron una
capsula al dia compuesta por varias cepas de bacterias (Lactobacillus
acidophilus 2x10° CFU/g, Lactobacillus casei 2x10° CFU/g y Bifidobacterium
bifidum 2x10° CFU/g), y los pacientes del grupo placebo recibieron una capsula
que contenia almidon (igual en apariencia). Tanto los participantes, como los
evaluadores desconocian la distribucion de los grupos hasta el final del ensayo.

La adherencia al tratamiento fue revisada pidiendo a los participantes que
devolvieran los envases de las capsulas vacios. También se hicieron registros
de la dieta y de la actividad fisica en las semanas 2, 4 y 6.

Para comparar y poder evaluar los cambios en los participantes las
medidas bioquimicas, pruebas o cuestionarios se realizaron al principio y al final
del tratamiento.

Los resultados primarios, es decir, los sintomas depresivos, fueron
evaluados mediante el cuestionario BDI, compuesto por 21 preguntas.

Los resultados secundarios fueron los niveles de glucosa es ayunas y
concentraciones de triglicéridos, VLDL total, LDL y HDL, que se utilizaron para
evaluar la resistencia a la insulina (HOMA-IR), la actividad de las células
(HOMA-B) y la sensibilidad a la insulina (QUICKI). También se midi6 la CRP de
alta sensibilidad (hs-CRP), en nivel de glutation es plasma (GSH) y los niveles

de TAC (capacidad antioxidante total).

5.2.3 Resultados y analisis estadistico

El analisis de los resultados se baso en el analisis por intencion a tratar
(AIT), por lo que no se tuvieron en cuenta los abandonos durante el ensayo. Para
valorar las diferencias dentro de un mismo grupo de tratamiento (punto inicial vs.

punto final) se uso la prueba de la t de Student. Para valorar las diferencias de
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efectividad entre ambos grupos segun el tiempo (grupo de tratamiento x tiempo)
se uso la prueba del analisis de la varianza (ANOVA).

Durante el estudio, 5 personas abandonaron el estudio, 3 en el grupo
probiotico y 2 en el grupo placebo. Sin embargo, siguiendo el analisis AlT, los 40
participantes fueron incluidos en el analisis final.

No se observaron diferencias significativas en el IMC e ingesta diaria de
alimentos entre ambos grupos segun las medidas tomadas al inicio y al final del
tratamiento.

Resultados primarios: depresion.

Tras 8 semanas de intervencioén, los pacientes que recibieron probioticos
mostraron una disminucion significativa en el BDI en comparacién con los
pacientes que tomaron placebo (p= 0.02) (Figura 6).

Resultados secundarios: glucosa, lipidos, proteina C reactiva y
glutation.

Se observé una disminucion significativa en los niveles de insulina (p=
0.03), en el HOMA-IR (p=0.03) y en los de hs-CRP (p= 0.03) en los pacientes
gue recibieron los probidticos en comparaciéon con los que recibieron el placebo.
También se observé un aumento significativo en los niveles plasmaticos de GSH
(p=0.02) (Figura 6).

No se observaron cambios significativos en HOMA-B, QUICKI, los niveles
de TAC y los niveles de glucosa en ayunas tras la suplementacion con
probiéticos.
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Figura 6: cambios tras 8 semanas de intervencion en el BDI, HOMA-IR, Hs-CRP y GSH entre el grupo

probiético y el grupo placebo.

5.2.4 Discusion

Este estudio ha mostrado que la suplementacién con probidticos en
pacientes con DM durante ocho semanas ha disminuido los sintomas
depresivos.

No se sabe ciertamente a que se debe la reduccién en los niveles de
insulina y HOMA-IR observada, si bien es cierto que un estudio de Firouzi*® en
animales demostré una mejora en al menos uno de los parametros
homeostaticos medidos, otros estudios previos realizados en humanos no han
demostrado ningun cambio significativo en los perfiles lipidicos. Segun un
estudio realizado en ratones, podria deberse a un aumento en las células natural
killer (NK) y a una reduccion de la sefializacion inflamatoria®’.

La disminucion en los niveles de hs-CRP indican el posible efecto
antiinflamatorio de los probidticos. Este efecto podria explicarse por la
produccion de acidos grasos de cadena corta en el colon y por la disminucion de
la citoquina proinflamatoria IL-6.

Se desconocen los mecanismos por los que la administracion de
probiéticos puede afectar a los biomarcadores de estrés oxidativo, como el
aumento observado en el GSH. Este aumento podria ser explicado por una
mejora en la actividad de la ligasa glutamato-cisteina (CGL), un aumento en la
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expresion del mRNA de las subunidades de la CGL vy, por tanto, en la sintesis
de GSH?®*2.

5.3 Lactobacillus plantarum DR7 alivia el estrés y ansiedad en los adultos: ensayo
de doble ciego, randomizado y controlado con placebo33.

El objetivo del estudio de Chong y colaboradores de 2018 es evaluar los
efectos de Lactobacilllus plantarum DR7 sobre el estrés, ansiedad y depresion
en adultos estresados, asi como los efectos sobre la memoria y funciones
cognitivas, intentando explicar los mecanismos de accion implicados.

Las principales conclusiones obtenidas tras comparar el grupo que recibio
Lactobacilllus plantarum DR7 con el grupo que recibio placebo, fueron las
siguientes:

- La administracion de DRY7 redujo el estrés y la ansiedad.

- Laadministracion de DR7 redujo los niveles de cortisol plasmatico, los niveles
de citoquinas proinflamatorias, como IFN-yy TNF-a, y aumento los niveles de
citoquinas antiinflamatorias, como IL-10.

- La administracion de DR7 mejord la memoria y las funciones cognitivas en
los sujetos mayores de 30 afos.

- La administracion de DRY favorecio la sintesis de serotonina y disminuyé la
sintesis de dopamina y norepinefrina.

5.3.1 Introduccién

El estudio parte de trabajos anteriores en ratones que habian sefialado
que la inactivacion de la via de la AMPK (proteina quinasa activada por AMP)
era uno de los mecanismos inductores de ansiedad y comportamientos
depresivos en personas con estrés cronico leve. La eleccién de Lactobacilllus
plantarum DR7Y se baso en un estudio previo, el cual aislo este microorganismo
a partir de leche de vaca y demostréo mayores niveles de AMPK fosforilada en
los individuos a los que les fue administrado en comparaciéon con el grupo
placebo®*. Teniendo en cuenta esta informacion, los autores han indagado sobre
los posibles mecanismos de accién de este probiotico.

Antes de comenzar el ensayo se llevaron a cabo estudios para comprobar
la viabilidad de Lactobacilllus plantarum DR7 en el intestino humano. DR7 mostro

capacidad para adherirse a la mucina y toleré simulaciones con acido gastrico y
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bilis, aunque la viabilidad en esta ultima fue un 50% menor que en el acido
gastrico. Ademas, demostro la utilizacion de azucares como L-arabinosa, D-
ribosa, D-galactosa o D-fructosa entre otros. De esta manera, este
microorganismo podria utilizar oligosacaridos prebidticos de cadena mas corta
basados en galactosa, como galactooligosacaridos (GOS), esto seria util para el

disefio de simbibticos que aunaran el prebidtico y el probidtico.

5.3.2 Disefo del estudio

El presente estudio fue realizado por la Universidad de Yeungnam (Corea)
y publicado en diciembre de 2018. Segun la escala de Jadad, la realizacion y
validez de este estudio es rigurosa.

El calculo del tamafio muestral se basé en un estudio paralelo® en el que
se incluian dos tipos de tratamiento (intervencién y placebo) cuyo disefio de
estudio estaba basado en un analisis de la potencia estadistica. Ese estudio
mostré que la administracién de un determinado suplemento natural era capaz
de aliviar el estrés, ansiedad y depresidon con una reduccion de 2.33 puntos en
el cuestionario DASS-21 en el grupo de la intervencion respecto al grupo placebo
tras 4 semanas.

Se seleccionaron mujeres y hombres de entre 18 a 60 afios con una
valoracién de estrés moderado en la escala de estrés percibido PSS-10. En total,
124 participantes fueron reclutados para el estudio durante 12 semanas.
Finalmente 111 participantes acabaron el estudio ya que 13 abandonaron el
mismo.

Los participantes fueron distribuidos aleatoriamente en el grupo probiético
(Lactobacilllus plantarum DR7 1x10° CFU/dia, n= 56) o en el grupo placebo
(maltodextrina, n= 55). Tanto los participantes como los médicos desconocian la
distribucion hasta la completa realizacion del estudio.

Los parametros evaluados durante el estudio fueron:

- Estrés, ansiedad y depresion mediante los cuestionarios PSS-10 y DASS-42.
Ambos fueron realizados en las semanas 0, 4, 8y 12.
- Niveles de cortisol y citoquinas en plasma (IL-1B, IL-4, IL-10, TNF-a, IFN-y).

Fueron medidos en la semana 0 y en la semana 12.
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- Memoria y funciones cognitivas mediante el test informatizado CogState Brief
Battery (CBB). Este test consta de diversas pruebas o tareas y fue realizado
al finalizar el estudio, en la semana 12.

- Los neurotransmisores plasmaticos B-hidroxilasa (DBH), tirosina hidroxilasa
(TH), indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO),
triptofano hidroxilasa-1 (TPH1), triptofano hidroxilasa-2 (TPH2) y 5-
hidroxitriptamina receptor-6 (5-HT6) fueron medidos en la semana 12.

Una vez tomadas estas medidas se compararon los resultados entre
ambos grupos y dentro del mismo grupo para ver la evolucién a lo largo de las
12 semanas.

5.3.3 Analisis estadistico y resultados

Para evaluar las diferencias entre ambos grupos de tratamiento
(probidtico vs. placebo) y entre diferentes puntos en el tiempo se usoé la prueba
de la t de Student. Las comparaciones entre los grupos de tratamiento segun el
tiempo (grupo de tratamiento x tiempo) se evaluaron mediante la prueba del
analisis de la varianza (ANOVA).

Para una mejor interpretacion de los resultados se dividio a la muestra en
adultos jovenes (menos de 30 afios), adultos maduros (mayores de 30 afos) y
sujetos en general (toda la poblacion muestral).

Resultados primarios: estrés, ansiedad y depresion.

El estrés fue evaluado mediante los cuestionarios PSS-10 y DASS-42.

e Cuestionario PSS-10. Tanto el grupo placebo como el grupo DR7 (probidtico)
mostraron una reduccion en la puntuacion total tras las 12 semanas. Sin
embargo, aunque el grupo tratado con DR7 presenté mejores resultados, las
diferencias entre ambos grupos no fueron significativas (Figura 7A).

e Cuestionario DASS-42. La administracion de DR7 beneficio menos a adultos
maduros que a los adultos jovenes, en los que se observo una reduccion
significativa entre el grupo DR7 y el grupo placebo en las semanas 8 (p=
0.016) y 12 (p= 0.033). No se observo ninguna reduccién significativa entre
ambos grupos en los adultos maduros. En todos los sujetos en general si que
hubo una reduccion significativa en el grupo DR7 respecto al grupo placebo

en la semana 8 (p= 0.024) (Figura 7B).
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La ansiedad fue evaluada mediante el cuestionario DASS-42. Tanto en
los adultos jévenes como en los maduros hubo una reduccion significativa de la
ansiedad en el grupo DR7 con respecto al grupo placebo en las semanas 8 (p=
0.017) y 12 (p= 0.083) (Figura 7C).

La depresion fue evaluada mediante el cuestionario DASS-42. No se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos.

Respecto a la puntuacién total del DASS-42 sin diferenciar entre estrés,
ansiedad y depresion, se observaron diferencias significativas entre los grupos
en los adultos jévenes en las semanas 8 (p= 0.044) y 12 (p= 0.046) y en los
sujetos en general en las semanas 8 (p= 0.022) y 12 (p= 0.044). No hubo
cambios significativos de la puntuacion en los adultos maduros (Figura 7E).

Resultados secundarios: niveles plasmaticos cortisol y citoquinas.

En los adultos jovenes hubo una reduccion significativa de los niveles de
cortisol (p= 0.040) y en los de citoquina proinflamatoria IFN-y (p= 0.015) en el
grupo DR7 en comparacion con el grupo placebo. También se produjo un
aumento en los niveles de citoquina antiinflamatoria IL-10 (p= 0.033) en el grupo
DR7 en comparacion con el grupo placebo (Figura 8A).

En los adultos maduros se observo una disminucion significativa de los
niveles de IFN-y (p< 0.01), TNF-a (p= 0.03) e IL-1B (p= 0.02) en el grupo DR7
con respecto al grupo placebo. A diferencia del grupo de adultos jovenes, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de cortisol e IL-10 (Figura
8B).

En los sujetos en general, hubo una disminucion significativa en los
niveles de cortisol (p= 0.008), IFN-y (p< 0.01) y TNF-a (p= 0.06) y un aumento
en los niveles de IL-10 (p= 0.035) en los pacientes a los que se administr6 DR7
en comparaciéon con aquellos a los que se administré placebo (Figura 8C).

Resultados secundarios: funciones cognitivas y memoria.

Los cambios producidos en las funciones cognitivas y memoria fueron
evaluados mediante el test CogState Brief Battery. Esta prueba consta de
diferentes tareas a realizar por el participante para evaluar el aprendizaje, la

memoria, la comunicacion, etc.
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Globalmente, se observaron mayores mejoras en los adultos maduros que
en los adultos jovenes. En los sujetos en general, la administracion de DR7
mejord significativamente la velocidad necesaria para la cognicion emocional
social (p=0.001) y el aprendizaje verbal y memoria (p=0.021) en los pacientes
del grupo DR7 en comparacion con el grupo probidtico.

La velocidad necesaria para la atencion basica, la cognicién social
emocional y el aprendizaje por asociacion mejoré mas en los adultos maduros
que en los jovenes, aunque hubo mejoras significativas en ambos.

Resultados secundarios: neurotransmisores plasmaticos.

La administracion de DR7 redujo significativamente la expresion DBH
(p<0.001), TH (p=0.02), IDO (p=0.01) y TDO (p<0.001) y aumento
significativamente la expresion de TPH2 (p<0.001) y 5-HT6 (p=0.001) en los

sujetos en general en comparacion con el grupo placebo tras 12 semanas.
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Figura 7: efectos tras 12 semanas de administracion de DR7 o placebo en las puntuaciones de las escalas
PSS-10 y DASS-42 para valorar el estrés, ansiedad y depresion en las semanas 0, 8 y 12 en menores de
30 afos, mayores de 30 afios y en los sujetos en general.
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Figura 8: cambios en los niveles plasmaticos de cortisol y citoquinas tras 12 semanas de administracion de
DRY7 o placebo, diferenciando entre menores de 30 afios, mayores de 30 afios y los sujetos en general. Los

valores de p indican la diferencia entre tratamientos.
5.3.4 Discusion
Tras la administracion de DR7 se observaron cambios en el estrés y
ansiedad en el DASS-42 pero no en el PSS-10. Esto podria deberse a que el
DASS-42 comprende elementos de naturaleza mas amplia que son sensibles a
diversos niveles de excitacion cronica inespecifica, como la dificultad para
calmarse, la estimulacion nerviosa y el hecho de ser facilmente perturbable,
irritable e intolerante. Por lo que el DASS-42 tiene una mayor consistencia
interna para producir discriminaciones significativas en diversos entornos.
Respecto a la depresion, DR7 no demostré tener ningun efecto. La

depresion es un trastorno psicoldgico mas profundo que implica funciones
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mentales deterioradas que requieren tratamiento farmacolégico. Por lo que la
administracion de probioticos podria servir para tratar trastornos menos graves
que la depresion, como el estrés y la ansiedad, debido a sus efectos en la
relajacion, la capacidad de calmarse y reduccion del nerviosismo.

Los resultados obtenidos han demostrado que a pesar de que la reduccion
de la ansiedad afecté tanto a adultos jévenes como a adultos maduros, la
reduccion del estrés se produjo sélo en los adultos jévenes, lo que
probablemente se deba a una mayor percepcion del estrés entre los jovenes que
entre los mayores de 30 afios.

Respecto a los niveles de citoquinas, DR7 aumentdé las citoquinas
antiinflamatorias y disminuy6 las proinflamatorias en los adultos jovenes,
mientras que en los adultos maduros solo redujo las citoquinas proinflamatorias.
Debido a que el estrés es uno de los principales desencadenantes de la
respuesta inflamatoria y, como se ha dicho anteriormente, los adultos jovenes
presentaron una mayor reduccion de los niveles de estrés que los adultos
maduros, es normal que se observe una mayor disminucion de citoquinas
proinflamatorias y un aumento de citoquinas antiinflamatorias en los adultos
jovenes que en los adultos maduros.

Por otro lado, DR7 mostr6 un mayor efecto positivo en las funciones
cognitivas y en la memoria en los adultos maduros que en los jovenes. Esto
podria deberse a que estas funciones estan mas deterioradas en los mayores
de 30 anos, por lo que hay mas posibilidades de mejora que en los adultos
jovenes.

Respecto a los niveles de neurotransmisores plasmaticos, los resultados
obtenidos han mostrado que la administracién de DR7 en sujetos estresados ha
provocado un aumento de la expresion de TPH y 5-HT6 canalizando, por tanto,
el triptéfano disponible hacia la produccidén de serotonina, en comparacion con
el grupo placebo. El receptor de serotonina 5-HT6 regula la via serotoninérgica
implicada en los procesos de aprendizaje y memoria y mejora las funciones
cognitivas. El grupo placebo mostré un aumento en la expresion de IDO y TDO
provocando un aumento de la produccidon de kineurina con respecto al grupo

DR7. Ademas, se ha demostrado que el enzima IDO actua como conector entre
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el sistema inmune y la via de las kineurinas, activandose por citoquinas
proinflamatorias como IFN-y, y como muestran los resultados hay mayores
niveles plasmaticos de esta citoquina en los pacientes del grupo placebo que en
los del grupo DRY. Esta influencia en la ruta de la kineurina, si bien mediada por
otro microorganismo diferente, se vio también en el primero de los estudios
incluidos en el presente Trabajo de Fin de Grado.

Por otro lado, el sistema noradrenérgico del cerebro es activado por
niveles elevados de cortisol, donde los niveles post sinapticos de la norepirefrina
desencadenan el estado de alerta y las manifestaciones de estrés. Los
resultados obtenidos han mostrado que el grupo placebo tenia mayores niveles
de cortisol junto con niveles altos de TH y BDH, enzimas que convierten la
tirosina en dopamina, y ésta en norepinefrina, lo que justifica la que mayores

niveles de estas enzimas provoquen mayor estrés (Figura 9).
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Figura 9: regulacion de las vias de los neurotransmisores cerebrales, comparando entre los sujetos que
recibieron Lactobacillus plantarum DR7 y los que recibieron placebo, y su asociacion con las medidas
plasmaticas tomadas, con el estrés, ansiedad y con la memoria y cognicion. El triptéfano es el inicio de la
biosintesis de kineurina y serotonina. La enzima TPH convierte el triptéfano en serotonina, mientras que las

enzimas IDO y TDO lo convierten en kineurina. Los sujetos estresados que recibieron placebo
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experimentaron un aumento de IDO, TDO vy, por tanto, de kineurina (1), mientras que los que recibieron
DR7 experimentaron un aumento de TPH, 5-HT6 y, por tanto, de serotonina (2). La TH convierte la tirosina
en dopamina y la DBH en norepinefrina. Los sujetos estresados que recibieron placebo experimentaron una
mayor expresion de las enzimas TH y DBH, lo que supuso un incremento de la dopamina y la noradrenalina
(3), en comparacién con los sujetos que recibieron DR7, que mantuvieron los niveles de dopamina y
noradrenalina (4). El aumento de los niveles de norepinefrina estd asociado con un incremento del estrés y
ansiedad en los pacientes que recibieron placebo (5) en comparacién con los que recibieron DR7, en los
que se produjo una disminucién del estrés y ansiedad (6).

6. DISCUSION

Aunque en ninguno de los estudios la administracion de probioticos ha
producido efectos positivos significativos en la sintomatologia de la depresién ni
un aumento directo de las concentraciones de serotonina a nivel central, si se
han observado cambios positivos en procesos celulares implicados en su
regulacion, como la disminucion de kineurinas y de sus derivados toxicos, la
disminucién de los niveles de cortisol o la disminucion de la respuesta
inflamatoria. Por otra parte, la administracion de probidticos si que ha producido
mejoras en la sintomatologia del estrés y ansiedad, siendo estos dos, en muchas
ocasiones, desencadenantes para sufrir posteriormente trastornos de tipo
depresivo.

Los cambios observados en ciertos parametros bioquimicos como la
disminucién de los niveles de citoquinas proinflamatorias y el aumento de
citoquinas antiinflamatorias, la disminucion de los enzimas y metabolitos
implicados en la ruta de las kineurinas, la reduccién de los niveles de cortisol o
el aumento de enzimas implicadas en la sintesis de serotonina y de dopamina y
norepinefrina, indican que hay una clara evidencia de la influencia que los
probidticos tienen en la modulacion de las vias de comunicacion del eje intestino-
cerebro. En la tabla resumen se muestran los resultados obtenidos en los tres

estudios analizados (Tabla 1).
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Estudio de Rudzki de 2019

Lactobacillus plantarum 299v

(10x10° CFU)

Pacientes con depresién
mayor (en tratamiento con
ISRS)

2 capsulas/dia
8 semanas

60 participantes

Sin cambios en ansiedad y
depresion

Mejoras en las funciones
cognitivas (APT, CVLT)
{ kineurinas
T ratio 3HKYN:KYN

Estudio de Ghodarz de 2015

Lactobacillus acidophilus
(2x10® CFU/qg), Lactobacillus

casei (2x10° CFU/g) y
Bifidobacterium bifidum (2x10°

Estudio de Chong de 2018

Lactobacillus plantarum DR7
(1x10° CFU)

CFUI/g)

Pacientes con depresién
mayor

1 capsula/dia
8 semanas
40 participantes (sin tener en

cuenta los abandonos)

Mejoria de la depresion (BDI)

d insulina
{ HOMA-IR
{ proteina C reactiva
1 glutation
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Pacientes con estrés
moderado

1 capsula/dia
12 semanas

111 participantes

Adultos jévenes:

{ estrés (DASS-42)
 puntuacion test DASS-42 en
total
Sujetos en total:

{ estrés (DASS-42)
dpuntuacién DASS-42 en total

Sin cambios en la depresion

Adultos jovenes:
{ cortisol
{ IFN-gamma
TIL-10
Adultos maduros:
{ IFN-gamma
d TNF-alfa
TIL-10
dIL-1b
Sujetos en total:
{ cortisol
{ IFN-gamma
d TNF-alfa
TIL-10
Mejora funciones cognitivas
! DBH
I TH
4 IDO
{ TDO
T TPH2
1 5-HT6



Tabla 1: tabla resumen que muestra las caracteristicas y resultados obtenidos en los estudios de Rudzki
de 2019, de Ghodarz de 2015 y de Chong de 2018.

Los estudios de Rudzki de 2019 y de Chong de 2018, ambos llevados a
cabo con cepas distintas de Lactobacillus plantarum, coinciden en que esta
especie tiene efectos sobre las concentraciones de kineurinas, sus metabolitos
y los enzimas implicados en la ruta de las kineurinas, resultando en una mejora
de las funciones cognitivas en los pacientes a los que se les administra.

El estudio de Ghodarz de 2015 muestra acciones positivas sobre la
homeostasis de la glucosa y los niveles del antioxidante glutation. Aunque se
necesitarian intervenciones mas largas para poder determinar los efectos
beneficiosos sobre los lipidos y, ademas, también habria que estudiar los efectos
sobre otros biomarcadores de estrés oxidativo a parte del glutatién. Por otro lado,
debido a la utilizacion de varias especies, no se puede saber a cual de ellas
corresponde cada efecto.

Tanto el estudio de Ghodarz de 2015 como el de Chong de 2018 muestran
efectos positivos en la respuesta inflamatoria, disminuyendo los niveles de
citoquinas inflamatorias y de la proteina C reactiva. Estos efectos positivos
recalcan el importante papel que la inflamacion tiene sobre la sintomatologia del
estrés y ansiedad.

Respecto a la dosis adecuada de probiético, como se observa en la tabla
1, hay variaciones entre los estudios, aunque todos coinciden en que la dosis
minima efectiva deber ser 10° CFU.

En el estudio de Chong es en el que mas cambios significativos se han
observado tras la administracién del probiético. Esto puede deberse a que los
pacientes sometidos al estudio no padecian depresion mayor como en los otros
dos estudios, sino que padecian estrés moderado. Por lo que los beneficios se
aprecian mas en personas con sintomatologia leve/moderada que en pacientes
con depresion mayor.

Aunque la valoracién de Jadad en los tres estudios es bastante alta,
existen muchas diferencias entre ellos, como se puede apreciar en la tabla 1.
Esto dificulta la comparacidon entre ellos y constituye uno de los aspectos a

mejorar por estudios futuros.
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Mientras que los estudios de Rudzki de 2019 y de Chong de 2018 siguen
el analisis por protocolo, es decir, se elimind del estudio a aquellos participantes
que lo abandonaron, el de Ghodarz de 2015 sigue el analisis por intencion de
tratar (AIT), en el que se tiene en cuenta a todos los participantes que iniciaron
el estudio, independientemente de que lo hayan abandonado o no. Se tratan de
diferentes formas de analizar los estudios, pero no tiene porqué afectar a la
validez de los mismos.

El estudio de Chong de 2018 muestra que los efectos varian en funcidn
de la edad, pues en personas mayores de 30 afos se observa una mayor mejora
de las funciones cognitivas, mientras que en las menores de 30 se observa un
mayor beneficio sobre el estrés. Esto hace pensar que el tipo de probibtico o
dosis podria variar segun la edad para obtener una mayor mejora.

Algo que facilitaria mucho la comparacion de la efectividad entre distintas
cepas de microorganismos seria llegar a un consenso acerca de la duracion del
tratamiento y parametros a medir. Respecto a la dosis, se podria estudiar si un
aumento de la dosis produciria un aumento de los efectos.

Por otra parte, la permeabilidad juega un papel muy importante en las
acciones de los probidticos. En la seleccion de los ensayos revisados, se
excluyeron aquellos realizados en personas con enfermedades inflamatorias,
como patologias autoinmunes o intestinales. Sin embargo, tiene sentido incluir a
pacientes con este tipo de patologias ya que en muchas ocasiones estos
pacientes tienen mayor predisposicion a padecer depresion. Ademas, es
probable que estos tengan una mayor permeabilidad intestinal, por lo que se
podrian observar mayores efectos producidos por probioticos.

En general, el campo de indicaciones clinicas de los probioticos es
bastante amplio, pero la cantidad de indicaciones basadas en la evidencia
cientifica no es tan numerosa. Dependiendo de la enfermedad a tratar, su uso
estda mas o menos recomendado. De lo que mas evidencia cientifica se dispone
hasta el momento, es para el tratamiento de la diarrea infecciosa y asociada a
antibidticos, la alergia a las proteinas de la leche de vaca en nifios, sindrome del
intestino irritable y la enfermedad inflamatoria pélvica. Por otro lado, se esta
investigando su efecto protector en el cancer de colon y de vesicula biliar, su
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efecto hipolipemiante, su uso en el tratamiento de la artritis reumatoide o en la
encefalopatia hepatica, entre otros®6.

En lo que al tratamiento del estrés, ansiedad y depresion se refiere, aun
guedan muchas cuestiones por resolver, como si se podria administrar una dosis
mayor para observar mas efecto, o a partir de cuantos dias estos se empiezan a
observar, la biodisponibilidad, etc., y mas estudios en humanos son necesarios

para que llevarlos a la practica clinica.

7. CONCLUSIONES

e La especie Lactobacillus plantarum posee acciones favorables sobre la
ruta de las kineurinas, con la consecuente mejora de las funciones
cognitivas. No obstante, seria necesario mas estudios sobre la distribucion
de la kineurinas en el SNC y sus funciones especificas en cada regién para
establecer la relacion de la ruta de las kineurinas en la neurofisiologia.

¢ La administracion de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei y Bifidobacterium bifidum no ha demostrado tener
efectos sobre la concentracion de serotonina central.

e Las especies Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei y Bifidobacterium bifidum han demostrado reducir la
inflamacion sistémica.

e La combinacién de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y
Bifidobacterium bifidum tiene efectos beneficiosos sobre el perfil lipidico y
sobre los niveles del antioxidante glutation.

Finalmente, con los efectos observados en los tres estudios analizados,
se puede concluir que Lactobacillus plantarum 299v, Lactobacillus plantarum
DR7 y la combinacion de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y
Bifidobacterium bifidum pueden ser utiles para el tratamiento del estrés y
ansiedad leve o moderada como terapia unica y, como coadyuvantes al

tratamiento farmacoldgico de la depresion.
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