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ProLOGO

Cuando las primeros organismos animales hicieron su aparicion en la tierra —hace
mas de 600 millones de afos— las bacterias ya eran duefias del mundo. Desde enton-
ces, no solo hemos aprendido a convivir con ellas, sino que hemos experimentado
lo que podria denominarse una co-evolucion en un didlogo caracterizado por una
interaccion que ha sido tan constante como diversa.

Es necesario reconocer que solamente en muy pocos casos, estas interacciones
revisten de un caracter patégeno. En la mayor parte de los procesos, bacterias y or-
ganismos animales nos ayudamos mutuamente. En el cuerpo humano la microbiota
estable mas importantes se encuentra en boca, tracto gastrointestinal, vagina y piel.
Sin lugar a dudas, la microbiota intestinal es la mas compleja, tanto por la cantidad de
organismos que la componen como por la diversidad de funciones que posee como
las interacciones con el sistema inmune. Basta mencionar que un animal axénico (sin
bacterias en su intestino) por demas saludable, tienen una sobrevida muy fragil, apa-
recen enfermedades no solo infecciosas sino degenerativas y ademds requiere de un
30% mas de alimento que un animal naturalmente colonizado por bacterias. Esa es
una medida aproximada de la contribucidon nutricional aportada por el salvataje de
nutrientes realizado por la microbiota intestinal No deberia sorprendernos, porque los
humanos contamos con apenas 20 genes para codificar las enzimas necesarias para di-
gerir carbohidratos, mientras que solamente los bacteroides cuentan con mas de 260.

La microbiota intestinal crece y madura a partir del nacimiento (y existen indicios
que algunos procesos comienzan en la vida intrauterina) hasta que alcanza su ho-
meostasis alrededor de los tres anos de edad. Los primeros microorganismos coloni-
zadores son claves y de alli el papel de la exposicion durante el parto, los prebidticos
de la leche de madre que representan hasta el 8% del total de sus nutrientes) estan
compuestos por mas de 200 oligosacaridos diferentes tienen como propésito fun-
damental el desarrollo de una microbiota estable y saludable. Es altamente probable
que en el mismo objetivo opere el papel activo de la ruta entero-mamaria seleccio-
nando cepas del entorno intestinal de la madre para conformar los 3 enterotipos pre-
dominantes. Aunque, escasas en variedad (no suelen ser mas de 2 a 15 las especies
cultivables en leche materna) la evidencia demuestra que son estables y caracteris-
ticas de cada mujer y que luego pueden ser “rescatadas” de la microbiota intestinal.

Hoy existe evidencia de la asociacion entre la microbiota y varios posibles meca-
nismos fisiopatoldgicos en numerosas enfermedades cronicas: alérgicas, inflamato-
rias, obesidad, diabetes y el sindrome metabdlico.

En un mundo donde es comun uso de antibidticos, la dieta, las condiciones de
crianza animal se han modificado tan sustancialmente que hay un impacto en la
composicion, funcion e interaccion de nuestra microbiota intestinal y la salud. En este
sentido, es valido preguntarnos si existe una microbiota saludable? Los alimentos y



compuestos bioactivos de la dieta que hoy consideramos saludables son promotores
de una mayor diversidad en la composicion de la microbiota intestinal, todos aportan
sustratos que favorecen el desarrollo de diversas vias metabolicas hacia el interior de
la propia microbiota. Es probable que esta riqueza en el dialogo molecular bacteriano
pueda contribuir al mantenimiento de la salud.

Estas son algunas de las consideraciones que han impulsado al vertiginoso cre-
cimiento de la ciencia detras de los probidticos. Apenas hace menos de 20 afos un
comité de expertos reunido en Cordoba definié a los probidticos como microoganis-
mos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas ejercen un beneficio
para el hospedador. La enorme contribucidn de esta comision radicd en que puso un
nombre y un territorio comun que ayudo que las distintas disciplinas involucradas tu-
vieran un intercambio mas rico y que se ha traducido en el cuerpo de conocimiento
cientifico que hoy esta disponible.

Pero, ain mucho antes de la definicién surgida en Cérdoba, los probidticos han
acompanado la historia del hombre desde hace al menos 10.000 afos. El viejo testa-
mento atribuia la longevidad de Abraham al consumo de leche agria, gran parte de
los alimentos fermentados en su denominacion cultural como su diseminacion reco-
nocian un componente de salud, Metchnicof atribufa la longevidad de los pueblos
balcanicos a la composicion de la flora intestinal. No nos deberfa sorprender, porque
los alimentos, en especial los lacteos fermentados son el sequndo hébitat natural de
las bacterias acidolacticas. Existen numerosas razones tecnologicas y estudios expe-
rimentales para pensar que los alimentos fermentados tienen una profunda transfor-
macion y las perspectivas del uso de probiodticos es amplia.

Desde el Instituto Danone del Cono Sur hemos abordado siempre con una pers-
pectiva regional temas centrales de la alimentacion, la nutricion y la salud. Es por ello,
que el IDCS ha convocado a més de 15 investigadores referentes de la Region y del
mundo para organizar un Taller en las afueras de la ciudad de Buenos Aires, que es la
semilla germinal de este libro.

Merece destacarse el papel de Gabriel Vinderola, Juan de Paula y Ricardo Weill
quienes mas alla de su responsabilidad editorial, han desempefado un papel central
en la armonizacion de los temas y de sus documentos. Como en otras ocasiones, me
es grato agradecer el compromiso de Alejandro Ferrari en la revision y compilacion
del libro

Aspiramos a que este documento contribuya a enriquecer el material de consulta,
ser una guia en la investigacion, mejorar la docencia, ayudar a la toma de decisiones
clinicas y constituir una referencia en idioma espafol de una visibn moderna y actua-
lizada del complejo mundo de los probidticos asi como un mojén mas en el necesa-
rio proceso de avanzar hacia un marco regulatorio global en el contexto del CODEX.

Dr. Esteban Carmuega
Director Instituto Danone
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RESUMEN

El tracto gastrointestinal es uno de los ecosistemas microbioldgi-
camente mas activos, pues contiene una gran masa de bacterias, le-
vaduras y otros microorganismos. Esta comunidad diversa y dinamica
tiene funciones especificas, que son claves en el mantenimiento de una
buena salud. El papel primordial de esta microbiota, es mantener la ho-
meostasis de la mucosa intestinal y promover la maduracion del sistema
inmune.

Algunas de las bacterias que constituyen la microbiota y otras que
forman parte de los alimentos (yogur, leches cultivadas, quesos, y mu-
chos otros alimentos no lacteos), tienen la capacidad de actuar de
manera beneficiosa sobre la salud. Estos microorganismos reciben el
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nombre de probidticos y ha llevado a numerosos cientificos a analizar el
efecto de éstos tanto en huésped sano como en grupos de riesgo.

Al presente existe una vasta evidencia cientifica experimental que
demuestra el efecto benéfico de probidticos, y se describen los posibles
mecanismos que intervienen en dichos efectos. Todos estos estudios
dan sustento cientifico para el empleo de probidticos en humano. Si
bien resulta crucial complementar estas evidencias con la experimenta-
cion clinica dirigida a demostrar mecanismos, beneficios y seguridad en
el humano, todo parece indicar que el consumo de alimentos adiciona-
dos con probidticos podrian ser altamente beneficiosos en el hombre.
Sin embargo, es necesario continuar con la validacion clinica en dife-
rentes patologias concretas, que aseguren la inocuidad de los mismos.
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I. INTRODUCCION: EL PAPEL DE LA MICROBIOTA EN LA RESPUESTA INMUNE

El tracto gastrointestinal es uno de los ecosistemas mas activos microbioldgica-
mente, conteniendo una gran masa de bacterias, levaduras y otros microorganismaos.
La actividad biolégica que desarrolla es muy grande, siendo responsable de la biosin-
tesis de enzimas (sucrasa, lactasa, glicosil-transferasas especificas), factores de proli-
feracion y diferenciacion celular y es, ademas, crucial para la maduracién del sistema
inmune asociado a mucosa intestinal.

La microbiota intestinal esta en un continuo didlogo con las células del sistema
inmune, lo cual es esencial para iniciar y prevenir una respuesta inmune y/o una in-
flamacion intestinal. El papel primordial de la microbiota, es mantener la homeostasis
de la mucosa intestinal contra los antigenos de la luz intestinal. A través del llamado
"efecto barrera’, permite que las bacterias comensales penetren a la lamina propia
del intestino, constituyendo al mismo tiempo una barrera para los microorganismos
patdgenos. La microbiota intestinal es fundamental para la maduracion y actividad
del sistema inmune [1] y para los mecanismos de tolerancia oral, a través células re-
guladoras de la inmunidad (Treg) [2-8].

El sistema inmune asociado a mucosas esta altamente capacitado para responder
a diversos estimulos y auto-regularse, evitando asf efectos adversos que modifiquen
la homeostasis intestinal. Entender como los microrganismos comensales pueden di-
rigir al sistema inmune hacia la activacién o tolerancia es uno de los grandes desafios
de la Inmunologia y la Biologfa.

La microbiota intestinal cumple numerosas funciones. Para mencionar algunas de
ellas: a) funciones intestinales (digestion y adsorciéon de alimentos, sintesis de vita-
minas, motilidad intestinal, mantenimiento de la permeabilidad intestinal); b) forma-
cién de vasos sanguineos y vascularizacion; ¢) participacion activa en el metabolismo
energético; d) homeostasis 6sea, osteoclastogénesis y masa 6sea; e) interviene en as-
pectos del comportamiento tales como ansiedad, percepcion del dolor, es decir con-
tribuye altamente a la fisiologia del huésped, f) maduracion del sistema inmune [1,
9-15]. Por otra parte, la colonizacion bacteriana estimula la produccion de sustancias
antimicrobianas que regulan la poblacion de las bacterias comensales [16] y favorece
la expansion de los centros germinales favoreciendo de esta manera la maduracién
de todas las células inmunes asociadas [17].

Il. BACTERIAS PROBIOTICAS COMO INMUNOMODULADORES

En el ecosistema intestinal, ademas de las bacterias que constituyen la microbiota,
hay numerosos antigenos microbianos que se encuentran en el lumen y que estan
presentes en numerosos alimentos (yogur, leches cultivadas, quesos, y muchos otros
alimentos no lacteos). Fue el Premio Nobel de Medicina en 1908, Metchnikoff, quien,
a principios del siglo pasado, en su libro”la prolongacién de la vida”[18] indicé que los
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microbios presentes en los alimentos podrian contribuir a una buena salud. Sin em-
bargo, no fue sino hasta las tres Ultimas décadas, en que se comenzo a considerar el
papel biocldgico de estas bacterias no patdgenas, llamadas probidticas, dentro de las
cuales se destacan las bacterias y, en menor medida, levaduras. Los microorganismos
probiodticos han sido definidos por Fuller [19] como “suplemento microbiano vivo que
afecta benéficamente al consumidor mejorando el balance intestinal”. Actualmente
la FAO/WHO (singlas en inglés para la Food and Agriculture Organization of the United
Nations and World Health Organization) (2001) los definen como “microorganismos
vivos que cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un efecto
benéfico sobre el huésped”.

Dentro de estos microrganismos probioticos, las bacterias lacticas son el grupo
microbiano mas utilizado para el desarrollo de cultivos probidticos. Sin embargo,
solo algunas bacterias lacticas cumplen con las caracteristicas necesarias para con-
siderarse probidticos y formar parte de los llamados alimentos funcionales. Estos se
consumen como parte de una dieta normal y mas alla de la nutricion basica, ofrecen
beneficios para la salud y reducen el riesgo de sufrir enfermedades. Los alimentos
funcionales contienen determinados minerales, vitaminas, dcidos grasos, fibra y/o
cultivos vivos de microorganismos probiéticos [20]

Las bacterias probidticas administrados oralmente influencian el comportamien-
to del Sistema Inmune Mucoso (SIM), enviando sefales a las células inmunes, lo que
les permite modular la actividad inmune. Puesto que estas bacterias pueden ingresar
viables, surge la pregunta ;cémo influencian estos microorganismos que ingresan
al tracto intestinal en forma transitoria a este complejo ecosistema? Para que un mi-
croorganismo sea considerado probidtico debe cumplir con determinados requeri-
mientos: i) permanecer viables en el tracto intestinal resistiendo el medio acido del
estdmago y las enzimas intestinales; ii) adherirse a la célula epitelial intestinal; iii) no
presentar resistencia a antibioticos, y en caso de que la presente, que no sea trans-
ferible; iv) no inducir hemdlisis; v) no producir toxinas y vi) no inducir translocacion
de bacterias comensales mas alld del nddulo mesentérico [21]. Es decir revisten el
caracter de ser bacterias GRAS, siglas en inglés para “Generally Regarded As Safe") de
acuerdo a FDA (http://www.cerela.org.ar/ciencia/probioticos.ntm), y/o el caracter
QPS (siglas en inglés para Qualified Presumption of Safety), de acuerdo a la autoridades
europea sobre seguridad alimentaria (EFSA)

Numerosa evidencia cientifica demuestra que los probidticos pueden activar el
sistema inmune [22-24] o actuar como antiinflamatorio [25-28]. Es decir, los probié-
ticos tienen actividad inmunoreguladora. Estos microorganismos viables ingeridos,
podrian permanecer intactos e interactuar con la microbiota residente enviando se-
hales a las células inmunes asociadas a la ldmina propia del intestino. Sin embargo,
muchas veces la falta de conocimiento sobre como estas bacterias estimulan el siste-
ma inmune, limita su empleo en la prevencion de enfermedades y sélo se consideran
las propiedades nutricionales de los alimentos que las contienen.

Para explicar como los probidticos inducen la activacion del SIM es necesario
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comprender el funcionamiento de este sistema inmune, el cual, a su vez, estara in-
fluenciado por las bacterias comensales. Los conocimientos inmunoldgicos bésicos
nos orientardn sobre el fenotipo celular que deberia estimularse, qué marcadores o
receptores deben expresarse, o qué mediadores bioldgicos (citoquinas) deberian in-
ducirse para evitar efectos adversos (respuesta inflamatoria), para inducir activaciony
regulacion de la respuesta inducida, todo ello sin alterar el proceso de tolerancia oral.

I1l. EFECTO DE LOS PROBIOTICOS SOBRE LA BARRERA EPITELIAL

Una bacteria probidtica, ya desde su ingreso por via oral, va a sufrir una serie de
modificaciones de acuerdo al medio con el que interactUa: acidez gastrica, actividad
de enzimas, peristaltismo intestinal, el mucus que recubre el epitelio, la IgA presente
en el lumeny las sustancias antimicrobianas producidas por las células de Paneth.

Cabe entonces preguntares: ;como este antigeno (bacteria probidtica) carente de
factores de virulencia puede sortear todas estas barreras inespecificas de la defensa
del huésped y activar/regular al SIM?. Mas aun, jsu efecto puede llegar a inducir una
respuesta adaptativa, o solo esta circunscripto a la respuesta innata? Esto equivale a
decir jcudl es el alcance del estimulo inducido por estos probidticos?

Por definicion, los probidticos deben ser capaces de interaccionar con la célula
epitelial intestinal (CEl) y mantenerse viables, los que les da la posibilidad de per-
manecer en el tracto intestinal y multiplicarse. En el laboratorio demostramos por
microscopia electronica de transmision, que ciertos lactobacilos probidticos pueden
interactuar con la célula epitelial intestinal [29] (ver Figura 1).

Figura 1. Interaccion de probidticos con las células epiteliales de intestino.

Microfotografias de microscopia electrénica de transmision. Se observa la interaccién de un pro-
bidtico (flechas negras) con la CEl (A y B), y la consiguiente activacion de esta, evidenciada por el
aumento de mitocondrias y cuerpos multivesciculares (flechas blancas en B) 33300x.
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Como consecuencia de la interaccion con el probidtico, la CEl se activa y produce
IL-6, IL-10 y TGF-{ en niveles superiores a los inducidos por a la microbiota comensal.
Ahora bien, jcuanto tiempo pueden las bacterias probidticas permanecer en el intesti-
no? Demostramos que el transito a lo largo del intestino para cualquier bacteria o anti-
geno particulado no es mayor de 72 horas, por lo que es posible que la administracion
continua garantice una masa probidtica activa (ver Figura 2). También demostramos
que las bacterias probidticas o sus leches fermentadas con dichos microorganismos
inducen un aumento de las células caliciformes y sobre las células de Paneth incre-
mentando la produccion de sustancias antimicrobianas [30] (ver Figura 3).

Figura 2. Tiempo de permanencia de probidticos en intestino.

24 horas 48 horas 72 horas

Microscopia de fluorescencia. Los fragmentos bacterianos en placa de Peyer persisten hasta las 72
hs como cualquier antigeno particulado.
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Figura 3. Efecto de los probidtico sobre las células de Paneth.

CNEE

Tincidn con hematoxilina eosina, sobre cortes histoldgico de intestino delgado de ratones que re-
cibieron una dieta convencional (A); la suplementacidn con: L. fermentum (B); L. casei CRL 431 (C);
L. paracasei CNCM [-1518 (D). Las flechas muestran las células de Paneth en la base de las criptas
de Lieberkuhn.

El aumento de las sustancias antimicrobianas (SAM) en los fluidos intestinales de
ratones alimentados con los lactobacilos probioticos L. casei CRL 431 vy L. paracasei
CNCM 1-1518 puso en evidencia que la produccién de péptidos antimicrobianos
(PAM) por las células de Paneth constituiria otro mecanismo de la activacion de la
respuesta inmune innata ejercida por los probidticos frente a microorganismos pato-
genos y el mantenimiento de la microbiota intestinal [30]. Acorde a estos resultados,
observamos que frente a una infeccion experimental con el patdégeno Salmonella
thyphimurium, el nimero de bacterias patégenas internalizadas era significativamen-
te menor en los animales que habian recibido el probidtico. Mas aun ratones infec-
tados que recibieron el probiético, presentaban una arquitectura del érgano similar
a la observada en ratones controles no infectados. Por el contrario, en ratones infec-
tados con Salmonella observamos una alteracion de la histologia de las vellosidades
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intestinales, con una infiltracion de polimorfonucleares a los 7 dias post-desafio con
el patégeno (ver Figura 4).

Figura 4. Proteccion frente a la infeccién por Salmonella Typhimurium.

Tincién con hematoxilina-eosina sobre cortes de intestino delgado de ratones (A) controles sin
infectar; (B) infectado con Salmonella Typhimurium y (C) alimentado con el probiético durante 7
dias y desafiado con Salmonella.

Otro punto importante que debe ser considerado es la de especificidad de es-
pecie. Al respecto, hemos observado que el uso de bacterias homadlogas no garan-
tizarfa un mayor efecto [31]. AUn cuando algunos autores indican que para el uso
de microorganismos probidticos debe tenerse en cuenta la especificidad de especie
(microorganismo/huésped).

Cualquiera sea la forma en que una bacteria probidtica como tal o sus fragmentos
(pared celular, citoplasma o metabodlitos) lleguen al intestino, tendrd que sobrepasar
las barreras inespecificas, para luego interactuar con la CEl. Su activacion induce la
produccion de IL-6, y diversos factores que incrementan la respuesta de las células in-
munes asociadas a ldmina propia de intestino. Esta descripto que en la estimulacion
inmune por antigenos bacterianos (patdégenos y no patdgenos), la red de senales
que se desencadenan pueden ser: a) por la activacion directa de la CEl ejercida por la
bacteria probidtica o por sus estructuras de pared, que se adhieren a la CEl a través de
los receptores Tipo Toll [32]. La activacion de la CElinduce la produccion de diferentes
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citoquinas: IL-6, IL-1, IL10 y otros factores que seran la sefal que recibiran las células
inmunes asociadas a la ldmina propia del intestino.

IV. EFECTO SOBRE LAMINA PROPIA DEL INTESTINO DELGADO

Las sefales inducidas por probidticos sobre las CEls activan a las células inmunes
de la mucosa intestinal, estimulando la produccién de citoquinas que coadyuvaran
en la activacion del SIM. La posibilidad de que las bacterias probiéticas puedan ac-
tivar directamente a las células inmunes de la l[dmina propia es factible debido a la
presencia de células M en las vellosidades intestinales [33], las cuales constituyen
una via importante de transporte transcelular desde la luz del intestino hasta la célu-
la presentadora de antigenos subyacente. Adicionalmente, la célula dendritica (CD)
expresa proteinas que le permiten interactuar con las uniones estrechas presentes
entre las células epiteliales (en inglés, denominadas tight junctions), permitiendo to-
mar antigenos del lumen intestinal [34, 35]. La interaccion de la bacteria completa,
o de sus fragmentos celulares (principalmente la pared celular) con las células de
la respuesta inmune innata (macréfagos y CD) hacen que éstas se activen, aumen-
tando la expresion de receptores tipo Toll (TLRs), CD206 (receptor para manosa) vy la
produccién de citoquinas IL-6, IFN-y, TNF-q, entre otras. Es precisamente el TNF-a la
citoquina que estarfa mas involucrada en la iniciacion del didlogo entre la CEl'y las
células inmunes, por lo que la CEl juega un papel clave en la inducciéon de sefales.
El tipo de respuesta inducida (innata, inflamatoria o adaptativa) dependerd del esti-
mulo, intensidad y duracion del mismo, como asi también de la expresion de marca-
dores inmunes en macréfagos y CD que posibiliten la presentacion antigénica para
dar una posterior respuesta inmune adaptativa. Esta etapa no invalida la interaccion
directa del antigeno con las células inmunes, posibilitando los dos tipos de sefales
en forma simultanea.

La pregunta que surge ahora es como deberia ser el estimulo para evitar una
respuesta inflamatoria exagerada y favorecer la activacion y la regulaciéon por cito-
quinas supresoras (IL-10), o del factor transformante de crecimiento beta (TGFp).
Sabemos que los patégenos inducen mecanismos de agresion al huésped, por lo
que la respuesta que provocan es la inflamatoria. Con la administracion de bacterias
probidticas se busca activar al SIM para mantener un mejor estado de vigilancia in-
munoldgica, sin alterar la homeostasis intestinal, preservando la tolerancia oral por
mecanismos de regulacion inmune. ;Para lograr ese delicado equilibrio, es la res-
puesta inmune innata la que deberfa ser favorecida, con activacion de la CEl, macré-
fagos, CD e IgA-secretoria (IgA-S) para reforzar la barrera intestinal? se ha demostrado
que precisamente es la respuesta inmune innata la que se encuentra favorecida con
la administracion de los probidticos [23, 30, 36-38] (ver Figura 5).
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Figura 5. Modelo propuesto como mecanismo de vigilancia inmune inducida por
probidticos.

LFP ’9 Salmonella LFp

FS (H de C.DNA )9 ° )9 ’9 ¥
;B lbacteriar\o, pépcidos) y 2 oo 7 0/ 4
8 . 7

Demostramos que: En condiciones normales LFP solo induce
expansion cional de LB IgA+y refuerza los mecanismos de
vigilancia.

Frente a un patdgeno aumenta IgA-S y disminuye la respuesta
inflamatoria, protege contra Salmonella porque internaliza menos.

Efecto de una Leche Fermentada Probidtica (LFP) en la produccién de IgA secretoria en animales
adultos de 4 semanas.

El fortalecimiento de la barrera epitelial intestinal estd bien documentado mos-
trando una mayor expresion de las moléculas que forman las uniones estrechas [39-
41]. Por otra parte, la estimulacion de las CEls y las células de la respuesta inmune
innata, facilitan la produccién de IL-6 que induce la expansién clonal de los linfocitos
B, favoreciendo asf el aumento de células IgA+ en ldmina propia y la producciéon de
IgA-S total. El papel bioldgico de la IgA-S en la proteccion de mucosas es indiscutido
[42,43].

Se conoce que las células activadas de la respuesta inmune innata pueden ad-
quirir marcadores de superficie (moléculas de adhesion) involucradas en el trafico
leucocitario que les permita migrar para llegar a los sitios mucosos distantes. En el
laboratorio demostramos que los probidticos incrementan las células productoras
de IgA en intestino y favorecen el ciclo de la IgA a sitios distantes del mismo, au-
mentando las células IgA+ en bronquios y glandulas mamarias [22, 23](Maldonado
Galdeano et al,, 2015, de Moreno de Le Blanc et al,, 2005). La poblacién de linfocitos
Th (T helper), especialmente CD4+ de lamina propia del intestino delgado también
mostraron incrementos luego de la administracion de probidticos [44]. Si bien los
componentes principales de la pared celular de lactobacilos, dcido lipoteicoico (LTA)
y el Muramil Dipéptido (MDP), son antigénicos y estimulan activamente la poblacion
Th1y Th2, no necesariamente inducen siempre una respuesta Th2 [45-47]. Esta des-
crito que altas dosis de peptidoglicano son téxicas a nivel hepatico y renal [48]. Estos
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hechos darfan otra razon para un andalisis méas profundo de las estructuras de los pro-
bioticos que estan involucrados en la estimulacion inmune deseada y ademas podria
clarificar porque el efecto probidtico es siempre cepa y dosis dependiente.

A nivel de la mucosa respiratoria debe promoverse el balance hacia una respuesta
Th1, para justificar la efectividad de los probidticos en algunas alergias [49]. Nosotros
demostramos en un modelo experimental de alergia respiratoria en ratones que es
posible estimular la poblacién Th1 por el consumo de una leche fermentada probio-
tica [50, 51]. En procesos alérgicos la respuesta Th2 no serfa aconsejable, sin embargo,
sabemos que los probiodticos favorecen ambas respuestas, Th1y Th2, con buena pro-
duccion de anticuerpos contra antigenos vacunales [52, 53]. Resultados similares se
observaron en grupos subnutridos [54].

iComo mantener la homeostasis intestinal inmune después de la activacion pro-
biodtica?. Esta pregunta surge porque los macréfagos y las CD podrian generar una
respuesta Th2 con producciéon de anticuerpos contra sus propios epitopes o contra
antigenos alimentarios. Una respuesta a esa pregunta es que la bacteria o sus frag-
mentos, al tomar contacto con las células inmunes mediante receptores Toll o CD206
producen la activacion de estas células y de los factores transcripcionales, que llevan
a la sintesis y produccion de citoquinas. Parte de sus fragmentos se unen al HLA-Il de
la CEl'y de ese modo quedan expuestos para posteriormente ser reconocidos por el
receptor del linfocito T (TCR) y generar una respuesta adaptativa. Sin embargo, aun
cuando esto ocurra, no debemos olvidar que el proceso de presentacion antigénica
solo es posible en sitios inductores de la respuesta inmune, placa de Peyer o nédulos
linfaticos, por lo que la presentacion antigénica a nivel de ldmina propia no es pro-
bable, y de hecho es donde ocurre el mayor efecto probidtico ya que las particulas
probidticas que ingresan a placa de Peyer y son captadas por los macréfagos, son
depuradas como cualquier antigeno particulado inocuo. Este aspecto lo hemos de-
mostrado en el laboratorio [32, 55]. Por otra parte, también demostramos que las CEls
y de la respuesta inmune innata activan proteinas reguladoras de los factores trans-
cripcionales evitando asi la produccion exacerbada de citoquinas proinflamatoria y la
respuesta inflamatoria [56] (ver Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos moleculares inducidos por probidticos en CEl'y MQ.

Los probicticos interactian con la CEl y con MQ activando diferentes vias de sefializacién como
NF-kB y MAPK, induciendo la liberacidn de citoquinas. Al mismo tiempo inducen la expresion de
proteinas requladoras (TOLLIR IRAK-M, A20, MKP-1) que permiten mantener la homeostasis regu-
lando la activacidn inmune.

Las evidencias experimentales de nuestro grupo y de otros investigadores, sobre
un nUmero importante de bacterias lacticas de diferentes géneros, principalmente
Lactobacillus, demuestran que: a) la respuesta innata (RI) es la principal respuesta
inducida por los microorganismos probidticos, b) que estos microorganismos esti-
mulan el sistema inmune tanto a nivel intestinal con incremento en el nimero de
células IgA+, como también en bronquios y glandula mamaria, ¢) la activacion de la
respuesta inmune innata induce la liberacién de citoquinas activadoras y supresoras
(efecto inmunomodulador), d) demostramos la importancia de la viabilidad para el
mantenimiento de la respuesta inmune inducida [29], e) la administracién prolonga-
da no afecta el ecosistema intestinal [57]. Diversas referencias bibliogréficas indican
que el consumo prolongado de probidticos puede modificar la microbiota intesti-
nal, sin embargo los probidticos no colonizan intestino, ademas son degradados por
sustancias antimicrobianas producidas por las células de Paneth [30]. La microbiota
intestinal es estable; solo en determinadas situaciones como el tratamiento prolon-
gado con antibidticos, o en procesos de malnutricion (obesidad, desnutricion), o por
algunas drogas antiinflamatorias, puede producirse una alteracion de su composi-
cion [58]. Los probidticos al ser consumidos regularmente podrian inducir tolerancia
oral con aumento de Treg, sin embargo, esta demostrado que el consumo prolonga-
do noinduce tolerancia oral ya que acttan como inmunomoduladores manteniendo
la vigilancia inmunoldgica como lo demostramos frente a la infeccion experimental
con Salmonella [59].

Considerando que los lactobacilos probidticos promueven la Rl innata y ademas
la activacion de la misma puede llevar a un aumento de la respuesta inflamatoria

168



CAROLINA MALDONADO GALDEANO - SiLviA INEs CAZORLA - GABRIELA PERDIGON - JOSE MARIA LEMmE DumiT

intestinal jcudl es el efecto positivo que tienen los probidticos a nivel de intestino?
Demostramos que la respuesta inmune inducida por los probidticos no conlleva a
dafo tisular, sino que solo produce un ligero aumento de celularidad en lamina pro-
pia [59] y que la interaccion de estos con los TLRs induce un aumento en la expresion
de proteinas reguladoras de los factores transcripcionales que llevan a la produccion
de citoquinas inflamatorias con incrementos de la poblacién Treg [56, 60]. Todos los
datos obtenidos al presente en modelos animales nos permiten concluir que el con-
sumo de probidticos no afecta la homeostasis del sistema inmune intestinal y son
inocuos, aportando asi, las bases cientificas necesarias para su ensayo en humanos
(ver Figura 7).

Figura 7. Mecanismos inmunolégicos inducidos por los probiéticos en la mucosa
intestinal.

.'JI'M Clonal /

Si bien contamos con las bases cientificas (realizada en modelos experimentales)
para el consumo de probidticos en algunas patologias, es importante considerar el
sitio mucoso donde estos van a impactar (vagina, piel, cavidad oral, tracto respirato-
rio) y la microbiota que allf se encuentra [61-63]. Existen ademas, referencias biblio-
gréficas que promueven el empleo de probidticos o leches probidticas en obesidad
debido a su efecto positivo sobre el sindrome metabdlico observado en esa patolo-
gia [26, 64, 65].

La evidencia cientifica experimental mostrada debe ser validada en humanos. La
validacion clinica es de fundamental importancia por diferentes razones: a) porque
son productos naturales que ingresan con la dieta (no son productos farmacoldgicos),

169



CAPITULO 8 - EVIDENCIAS CIENTIFICAS DE LOS MECANISMOS INDUCIDOS POR PROBIOTICOS

por lo que es necesario demostrar su efecto en la patologia deseada, b) aun cuando
fueran efectivos la condicion del huésped es muy importante como asi también la
complejidad de la etiologia y el estadio en que se encuentra la patologia, como en
cancer por ejemplo [27, 66].

V. MECANISMOS INDUCIDOS POR PROBIOTICOS EN ETAPAS TEMPRANAS DE LA
VIDA

Los resultados precedentes avalan el empleo de la administracion de probidticos
en adultos jovenes para el fortalecimiento de la respuesta inmune. Sin embargo, exis-
ten dudas al momento de ser administrados en etapas tempranas de la vida.

Se ha discutido, y sigue siendo tema de discusion, si es conveniente la adminis-
tracion temprana de probidticos en lactantes menores de 3 meses. Nuestra opinién,
fundamentada en ensayos realizados en modelos animales [57] muestran que el
efecto de una leche fermentada que contiene una bacteria probidtica es evidente
sobre la poblacion de enterobacterias y bifidobacteria. Esta Ultima poblacién, se ve
favorecida con la administracion de probidticos. Se sabe que las bifidobacterias fa-
vorecen la expresion de las células Treg, poblacion de importancia en los primeros
meses de vida para permitir la colonizacion completa del intestino (ver Figura 8). En
cuanto a la maduracion inmune la administracion temprana de probidticos no ace-
lera la misma. Su efecto es evidente cuando la colonizacién bacteriana se completa
(ver Figura 9).

Figura 8. Efecto de LFP en etapas temprana de la vida sobre enterobacteria y

bifidobacteria.
A B
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La figura muestra el cambio en la cantidad de bacterias intestinales en funcion del tiempo. A)
Animales que no reciben LFP durante lactancia y al destete; B) Animales con LFP durante lactancia
y al destete.
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Figura 9. Efecto de la administracion temprana de LFP sobre células IgA+ e IgA- S

total.
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En la figura se muestra el efecto sobre: A) Animales controle que no reciben LFP; B) Animales que
reciben LFP durante lactancia y destete (21d) Las diferencias observadas a los 45 dias no son signi-
ficativas. El incremento en IgA e IgA-S inducido por la administracién probidtica se manifiesta en

este modelo de ratén posterior a los 45d.

V1. MECANISMOS INMUNES DIFERENCIALES ENTRE BACTERIAS COMENSALES Y

PROBIOTICAS

De acuerdo con lo expuesto, algunas de las principales diferencias entre comen-
sales y bacterias probidticas estan resumidas en la Tabla 1.

Comensales

No interacttan con CEl, solo lo hacen por
metabolitos.

No internalizan a CEI.
Activan la CEl para producir TIL10, TTGF-B | IL-6

Mantienen la barrera epitelial.

Probioticos

InteractUan con CEl.

No internalizan a CEl. S lo hacen sus fragmentos.
Activan CEl para producir TIL10, TIL-6

Refuerzan la barrera epitelial por T de Cel.
Caliciformes con produccién de mucus.
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No produce translocacion de la microbiota. No produce translocacion de la microbiota.
Mantiene homeostasis intestinal por produccion  Mantiene homeostasis intestinal por T pro-
de sustancias antimicrobianas (PAM). duccién de PAM que degradan pprobidticos y

patdgenos para evitas su internalizacion.
Activa MQ, CD, LB y LT de Idmina propia, in- Activa MQ, CD, LB y LT de ldmina propia. T ma-
duciendo su maduracion. La CD queda como duracion. Expresion de marcadores especificos
plasmocitoide. F4-80, CD-103*.

LB — IgA* LT —TH1

Producen proteinas reguladoras de la via NFK-By  Producen proteinas reguladoras de la via NFK-B y
MAP kinasas. MAP kinasas (TOLLIP, IRAK-M, A20, MKP-1).

VII. CONCLUSIONES

En funcién de la evidencia cientifica presentada, podemos concluir que el empleo
de probidticos en humanos seria inocuo ofreciendo un beneficio adicional sobre la
modulacion del sistema inmune. El consumo de leches fermentadas probidticas pue-
de ser muy efectivo en grupos de riesgo como pacientes subnutridos no solo por sus
propiedades nutricionales sino por su capacidad adyuvante sobre la inmunidad del
huésped.
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