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Introduccion

Z¢Qué es un probiodtico?

a palabra probidtico deriva del griego y significa para la vida. El término fue

usado por primera vez por Lilley y Stillwell en 1965, con una acepcion diferente

a la actual; refiriéendose a sustancias secretadas por un microorganismo que

avorecen el crecimiento de otro, es decir como un anténimo de antibidtico
(Naidu et al, 1999). Sin embargo el concepto de probidticos como microorganismos
habitantes del tracto gastrointestinal que promueven la salud del hospedador es bastante
anterior, desarrollandose alrededor de 1900 con Methchnikoff. Methchnikoff postuld que
la longevidad y el buen estado de salud de los campesinos bulgaros se debia al consumo
de leches fermentadas. Mas tarde concluyd que el yogur contenia los microorganismos
necesarios para proteger al intestino de los efectos daninos de ciertas bacterias
(Metchnikoff, 1908). La primera evidencia clinica de los beneficios producidos por los
probidticos al hospedador se obtuvo en 1930, mediante un estudio sobre pacientes que
sufrian de constipacion. Luego de este primer hito, se multiplicaron durante todo el siglo
pasado las investigaciones y descubrimientos sobre la accién de los probioticos. Los
resultados de estas investigaciones aumentaron el conocimiento sobre su espectro de
accion. Se asignaron asi multiples efectos benéficos de estos microorganismos sobre el

hospedador tales como: antagonismo frente a enteropatdgenos; efectos fisioldgicos
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(reduccion del colesterol sérico, alivio de los sintomas de intolerancia a la lactosa); accion

inmunomoduladora; efectos antimutagénicos y anticancerigenos, etc.

Paralelamente a estos avances cientificos también el concepto de probiético fue
evolucionando a través de los afos. Fuller en 1989, lo redefinid como un suplemento
alimentario compuesto por microorganismos vivos que benefician al hospedador,
mejorando su balance intestinal. Esta definicion, aunque apropiada, resulta actualmente
limitada, ya que hoy en dia, se sabe que los beneficios ejercidos por los probidticos
trascienden el ambito gastrointestinal. A modo de ejemplo varios autores han descripto
que el consumo de probioticos es capaz de incrementar los niveles de IgG séricos frente a
determinados microorganismos o inmunoestimular mucosas distantes (Perdigon et al,
1999; Villena et al, 2006, entre otros). Ademas, en la actualidad los probidticos son
consumidos no solo conformando un alimento; sino que son empleados como productos
farmacéuticos. En este Ultimo sentido, también se han explorado nuevas vias de ingreso
de los microorganismos probidticos al hospedador. Un ejemplo de ello, es la utilizacion de
ovulos vaginales conteniendo lactobacilos para prevenir o tratar ciertas infecciones
genitourinarias femeninas, como vaginosis bacteriana, vaginitis o infeccion urinaria (Bruce
y Reid, 1988; Klebanof et al, 1991; Hilton et al, 1995).

Es evidente, por lo tanto, que la accién y el uso de los probidticos desbordan el
concepto desarrollado por Fuller. La Organizacion Mundial de la Salud (WHO) definio
recientemente a los probidticos en un sentido mas amplio como “microorganismos vivos
que administrados en cantidades apropiadas confieren un beneficio en la salud del
hospedador” (FAO y WHO, 2001). Mas aun, un nuevo término todavia menos restrictivo
ha comenzado a utilizarse. Es el de farmabidticos, el cual comprende todas las formas de
manipulacion microbiana terapéutica, incluyendo probidticos, microorganismos
genéticamente modificados, metabolitos o componentes microbianos (Shanahan, 2003).

Hemos de concluir que en la practica la definicion de probidticos esta
continuamente bajo revision en funcion de los nuevos descubrimientos sobre la
interaccion entre la microbiota residente y el hospedador. Resulta importante senalar que
los microorganismos empleados como probidticos también han ido variando a lo largo del
tiempo. Las bacterias tradicionalmente y ain mas utilizadas son las pertenecientes a los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Sin embargo se han ido empleando, cepas de
otros géneros bacterianos como Enterococcus, Streptococcus'y Escherichia coli. Inclusive
hongos como Saccharomyces boulardii han sido utilizados en preparaciones probidticas
(Heczko et al, 2006).
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Conceptos relacionados con el de probioticos son el de prebidticos y simbidticos. El
primero se refiere a un ingrediente alimentario no digerible (frecuentemente un
oligosacarido) que beneficia al hospedador estimulando selectivamente el crecimiento o la
actividad de un numero limitado de microorganismos entéricos (Naidu et al, 1999). Los
simbidticos surgen de la combinacion racional de pro y prebidticos.

Los probidticos pueden considerarse dentro de una categoria mas amplia de
alimentos denominados alimentos funcionales. Los alimentos funcionales serian aquellos
que mejoran la salud del consumidor mas alla de su valor nutricional.

En los Ultimos 30 afios ha crecido muchisimo el interés de la poblacion por la salud
y el cuidado personal. El reconocimiento popular de la relacion entre salud y dieta nunca
ha sido tan fuerte. Como resultado el mercado y la investigacion sobre los alimentos
funcionales se encuentran en plena expansion (Khan y Ansari, 2007). Los productos
fermentados enriquecidos con cultivos probidticos se han convertido en la categoria mas
exitosa de los alimentos funcionales, constituyendo a su vez un negocio muy rentable. Es
de suma importancia por lo tanto que la investigacion sobre los probioticos contribuya a
esclarecer los beneficios reales de la utilizacion de estos microorganismos sin sucumbir

ante el higienismo y la avidez de consumo de la sociedad actual.

¢Donde residen los probioticos?

Si bien los lactobacilos forman parte de la microbiota normal vaginal y también se
los ha asociado con la generacion de efectos benéficos para el hospedador en este
ambito; el presente trabajo de tesis se centra en la actividad de los probidticos a nivel
intestinal. Por lo tanto solo se describiran aspectos del desarrollo y funcionamiento de los
probioticos en este habitat.

Se estima que el tracto gastrointestinal contiene una poblacion de mas de 400
especies bacterianas que comprenden aproximadamente 10'* células, lo cual representa
algo mas de diez veces la cantidad de células del cuerpo humano (Kopp-Hooligan, 2001).
Estas cifras indican que las bacterias habitantes del tracto gastrointestinal forman parte
de un ecosistema enorme y extremadamente complejo. La composicion y distribucion de
la microbiota a lo largo del sistema digestivo esta determinada por factores ambientales,
interacciones fisiologicas y la dieta. El estdbmago debido a las condiciones
extremadamente acidas constituye un ambiente con escasa cantidad de microorganismos.
Las bacterias predominantes en €él, son aerobios Gram positivos con una concentracion
menor a 10° ufc/ml. A nivel intestinal la densidad bacteriana crece abruptamente con

aproximadamente 10" ufc/g de heces, especialmente en el intestino grueso.
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El establecimiento de la microbiota intestinal, con una composicion mas o menos
semejante en ninos y adultos, se produce una vez abandonada la lactancia materna
conjuntamente con la incorporacion de los distintos alimentos. En general, los
microorganismos que estan formando parte de esta microbiota en orden decreciente de
abundancia son: 1) Bacteroides, Eubacteria, Peptostreptococci y Bifidobacterium
(10" — 10" ufc/g de heces); 2) Enterobacterias y estreptococos (10® — 10° ufc/g de
heces); 3) Lactobacillus (10° — 10° ufc/g de heces); 4) Clostridium y Staphylococcus
(constituyentes menores) (Naidu et al, 1999).

Antes del nacimiento el tracto gastrointestinal es un ambiente estéril, su
colonizacion comienza de inmediato luego del alumbramiento. Los primeros microbios que
se establecen son organismos aerobios o anaerobios facultativos como £. coli y otras
enterobacterias, junto con cocos Gram positivos como Streptococcus y Staphylococcus
(Stark y Lee, 1982). En aquellos bebés alimentados con leche materna, las bifidobacterias
se convierten en los microorganismos dominantes a los pocos dias luego del nacimiento.
Esta proliferacion de bifidobacterias conlleva el descenso de la colonizacion por parte de
las enterobacterias. En contraste, los bebés alimentados con leches maternizadas,
desarrollan una microbiota mas compleja que incluye bifidobacterias, Bacteroides,
Clostridium vy estreptococos (Mitsuoka, 1972). La introduccion del alimento solido
disminuye las diferencias entre la composicion de la microbiota entre los bebés
alimentados con leche materna y aquellos que consumen formulas maternizadas (Stark y
Lee, 1982). A los 12 meses la microbiota de los bebés es muy semejante a la del adulto,
con una clara predominancia de las bacterias anaerobias y un decrecimiento de los
microorganismos anaerobios facultativos.

La microbiota y su hospedador establecen una compleja interaccion bidireccional,
en la que ambos componentes por lo general se benefician. El consorcio dinamico de
microorganismos despliega una amplia actividad metabdlica generando numerosas
sustancias, algunas de las cuales cumplen importantes funciones en el ambito intestinal.
De particular interés es la recuperacion de la energia de los alimentos coldnicos debido a
la accion enzimatica bacteriana. En este caso, la actividad bacteriana termina de degradar
ciertos nutrientes generando acidos grasos de cadena corta, los cuales pueden ser
catabolizados por los enterocitos. De esta manera los enterocitos obtienen energia que de
otro modo se hubiera perdido.

Otro ejemplo que ilustra la importancia de la interaccién microbiota-hospedador lo
constituye la influencia de los microorganismos intestinales residentes con el desarrollo

del sistema inmune de mucosas. Se sabe que la microbiota cumple un rol esencial en la
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instruccion postnatal del sistema inmune asociado al tracto gastrointestinal, determinando
en parte la capacidad de una respuesta inmune adecuada a ese nivel (Pérez et al, 2005)

(para mas detalles ver inmunomodulacion).

Z¢Qué hacen los probioticos?

Existen una amplia variedad de efectos benéficos en el hospedador propuestos
como consecuencia de la accion de los probidticos. La figura 1 contiene una sintesis de
estos efectos. A continuacion se los abordara brevemente, focalizando en los aspectos de

particular interés para el presente trabajo de tesis.
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Figura 1. Efectos benéficos sobre el hospedador producidos por los probidticos. (Tomado y modificado de
Parvez et al, 2006)

e Actividad antimicrobiana contra patogenos gastrointestinales.

La actividad antimicrobiana /n vitro de lactobacillos y bifidobacterias contra los
patogenos gastrointestinales ha sido ampliamente documentada. Se ha demostrado la
inhibicion de patdgenos como E£. coli Salmonella, Shigella, Yersinia pseudotuberculosis,
Listeria, Campylobacter y Clostridium entre otros, por parte de las bacterias probidticas
(Cocconier et al, 1993; Bernet-Camard et al, 1997; Lee et al, 2003; Trejo et al, 2006).
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Los primeros mecanismos propuestos para explicar la accion antagonica de los

probidticos se centraron en la capacidad de adhesion de las bacterias a células del
hospedador y la produccion de sustancias antimicrobianas. Durante la décadas del 80 y
90 las investigaciones se focalizaron en descubrir estas propiedades en distintas cepas
probidticas. En funcion de ello se realizaron numerosas experiencias empleando
fundamentalmente modelos in vitro. Los estudios /n vitro utilizan por excelencia como
modelo células intestinales humanas en cultivo (por ejemplo T84, HT-29 y Caco-2) que
conformando una monocapa imitan la barrera epitelial intestinal. Sin embargo los
resultados obtenidos /in vitro son dificiles de extrapolar a la situacion /n vivo intestinal,
donde la microbiota residente, la presencia de mucus y el continuo flujo pueden modificar
la adhesion de las bacterias probidticas. Ademas estos factores pueden de diluir o
interfirerir con los compuestos antimicrobianos producidos. A pesar de ello la actividad
antimicrobiana de lactobacilos y bifidobacterias contra patdgenos intestinales ha sido
reiteradamente demostrada utilizando modelos animales, especialmente ratones
gnotobidticos y convencionales. Tal es el caso del efecto antagdnico ejercido por algunas
cepas sobre Helicobacter pylori (Aiba et al, 1998; Cocconier et al, 1998), Sa/monella
(Filho-Lima et al, 2000; Gill et al, 2001 entre otros), £. coli (Ashara et al, 2004; Shu y Gill,
2001), Listeria monocytogenes (Sato, 1984; De Waard et al, 2002) y rotavirus (Yasui et
al, 1995; Guerin-Dannan et al, 2001). Los resultados /n vitro e in vivo sobre modelos
animales demuestran que la actividad antimicrobiana de lactobacilos y bifidobacterias es
una propiedad cepa dependiente y que no puede ser extrapolada a otras cepas.

El dltimo paso en la comprobacion de la eficacia de los probidticos lo constituye la
evidencia clinica. Para ello se necesita de la realizacion de experimentos bien controlados,
doble ciego con grupos control y placebo. A su vez, las cepas a ser probadas deben haber
demostrado previamente su competencia /in vitro y en modelos animales. Ademas deben
ser de origen humano, taxondmicamente bien identificadas y no mostrar resistencia
intrinseca a los antibioticos. Este Ultimo requerimiento resulta necesario a fin de que ante
una hipotética infeccién por bacterias probioticas, se disponga de tratamiento antibiotico
eficaz. Es de destacar que en general los microorganismos probioticos poseen estatus
GRAS (Generally Recognised As Safe). Si bien existen casos de infecciones provocadas
por lactobacilos, son extremadamente raras y en pacientes con algun tipo de
inmunodeficiencia (Sullivan y Nord, 2006).

Los ensayos clinicos que cumplen todos los requerimientos antes descriptos, no
son abundantes. Sin embargo existe evidencia suficiente de la eficacia de algunas cepas

para controlar o prevenir desordenes gastrointestinales humanos. Los resultados mas
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concluyentes se refieren al tratamiento de nifos afectados por diarrea infecciosa aguda
(especialmente de origen viral), en combinacion con la terapia de rehidratacion oral. Las
cepas de L. rhamnosus 19070-2, (Rosenfeldt et al, 2002) L. reuteri DSM 12246
(Shornikova et al, 1997) y L. case/ GG (Guarino et al, 1997) entre otras han probado su
efectividad en este contexto.

En contraste con los reportes pediatricos que muestran la reduccion temporal y
sintomatica de las gastroenteritis virales por el uso de probidticos; los estudios en la
prevencion de la diarrea del viajero en adulto son mas escasos y menos convincentes
(Hilton et al, 1997; Oksanen et al, 1990). En forma similar, los resultados obtenidos en el
caso de las diarreas producidas por antibioticos suelen ser contradictorios (Pedone et al,
1999, Pedone et al, 2000). Fuera del ambito intestinal, se han encontrado hallazgos
clinicos favorables en el tratamiento de las infecciones provocadas por H. pylori (Felley et
al, 2001; Cruchet et al, 2003 entre otros).

Los mecanismos propuestos para explicar la actividad antimicrobiana de
bifidobacterias y lactobacilos son multiples. En base a los conocimientos actuales,
podemos afirmar que la interferencia bacteriana de los probidticos contra los patégenos
se centra en tres pilares: la inhibicion de la adhesion a los epitelios del hospedador, la
produccion de sustancias antimicrobianas y la modelacion de la inmunidad de las
mucosas. La inhibicién de la adhesion de los patdgenos puede asignarse a la exclusion
competitiva, desplazamiento, coagregacion o estimulacion de la produccion de mucus por
parte de las cepas probioticas. En cuanto a la produccion de sustancias antimicrobianas
por lactobacilos y bifidobacterias las madas conocidas son: los acidos organicos
(especialmente lactico y acético), el perdxido de hidrégeno (mecanismo no especifico
propio de lactobacilos en el tracto vaginal), y las bacteriocinas. Ademas se han descripto
otras moléculas inhibitorias de naturaleza proteica.

El tercer pilar del antagonismo de los probidticos frente a los patdgenos, la
inmunomodulacién, es sin duda el mas complejo. Actualmente se sabe que existe una
comunicacion molecular permanente entre el epitelio intestinal y las células inmunes
profesionales adyacentes, cuyo fin es conservar la integridad de la mucosa. Esta
comunicacion es bidireccional y esta mediada por distintos ligandos y receptores. Los
mensajeros quimicos involucrados incluyen citoquinas, hormonas locales, factores de
crecimiento y metabolitos del araquidonato. Habitualmente el microambiente de la
mucosa se halla en un equilibrio dinamico, su disrupciéon genera la activacion de los
mecanismos inmunoldgicos de defensa y la consecuente inflamacion (Servin, 2004). En

este sentido los probidticos juegan diferentes roles en la actividad inmunomoduladora de
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las mucosas. En primer lugar se ha determinado que distintas cepas de lactobacilos y
bifidobacterias pueden activar la secrecion de citoquinas pro o antiinflamatorias en células
epiteliales o inmunes profesionales (monocitos-macrofagos, NK) (Morita et al, 2002;
Wallace et al, 2003; Borruel et al, 2003; entre otros). Se sabe también que algunos
lactobacilos pueden activar diferencialmente a las células dendriticas (Foligne et al, 2007).
Este hallazgo reviste especial importancia ya que las células dendriticas constituyen un
pivot en la inmunoregulacion, determinando en parte el perfil de la respuesta especifica
hacia Thl o Th2 (ver capitulo 6). Por lo tanto, seguin el patron de citoquinas estimulado
por las bacterias probidticas sobre las células dendriticas, se vera aumentada la respuesta
especifica humoral o celular. Por otra parte se ha visto que la ingestion de ciertos
lactobacilos y bifidobacterias activan la produccion de IgA secretoria intestinal (Yasui et al,
1999; Ibnou-Zekri et al, 2003, Racedo et al, 2006). En vista a los conocimientos actuales
podemos concluir que las bacterias probidticas estan formando parte de este complejo
dialogo entre las células epiteliales y las células inmunes profesionales, determinando en

cierta medida el cauce de la respuesta inmune.

e Sintesis de nutrientes y biodisponibilidad.

La accion de los microorganismos durante la preparacion de los productos
fermentados o0 en el tracto gastrointestinal, puede mejorar la cantidad, disponibilidad y
digestibilidad de algunos nutrientes dietarios (Parvez et al, 2006). La fermentacion de la
leche con bacterias acido lacticas (BAL) y bifidobacterias incrementa los niveles de acido
félico, niacina y riboflavina en los productos finales (Deeth y Tamine, 1981; Alm, 1982).
Se sabe ademas que las BAL liberan varias enzimas y vitaminas en el lumen intestinal. A
su vez, la hidrolisis enzimatica bacteriana puede mejorar la disponibilidad de grasas y
proteinas, incrementando la produccion de aminoacidos libres y acidos grasos de cadena
corta (short chain fatty acids, SCFA) (Fernandes et al, 1987). Los SCFA como el acido
lactico, butirico, y propionico también son producidos por las BAL. Estos acidos ademas de
disminuir el pH intestinal y contribuir a la inhibicion de bacterias patogenas, son
absorbidos por las células epiteliales y contribuyen al pool energético del hospedador
(Rombeau et al, 1990). Por otra parte se encontrd que el acido butirico puede inhibir la
aparicion de caracteristicas neoplasicas de células en cultivo (Leavitt et al, 1978; Leopold
y Eileler, 2000). La concentracion de SCFA es un factor importante en la determinacion
del pH luminal coldnico que resulta determinante en el funcionamiento de muchas
enzimas bacterianas implicadas en el metabolismo de compuestos foraneos y

carcindgenos (Mallet et al, 1989).
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Como se mencionara anteriormente, la accion de los microorganismos probioticos
puede mejorar la digestibilidad de ciertos nutrientes en especial la lactosa. La intolerancia
a la lactosa se presenta en el 70% de la poblacion mundial y su causa principal es la
deficiencia de lactasa. Ciertas cepas de Lactobacillus utilizadas frecuentemente en la
elaboracion de productos fermentados junto con Streptococcus thermophilus y algunas
bifidobacterias han demostrado su capacidad de aliviar los sintomas de intolerancia a la
lactosa (Kilara y Shahani, 1975; Martini et al, 1991; Jiang et al, 1996).

e Control del colesterol sérico

El colesterol es un lipido esencial para numerosas funciones organicas. Constituye
un precursor de vitaminas y hormonas, forma parte de las membranas plasmaticas y es el
componente esencial de los acidos biliares. Sin embargo niveles elevados de colesterol
sanguineo junto con otros lipidos se consideran factores de riesgo cardiovascular. Los
estudios realizados en animales para comprobar la eficacia de los probidticos en el
tratamiento de la hipercolesterolemia; muestran que en ciertos casos determinadas cepas
de lactobacilos son capaces de reducir los niveles de colesterol sérico (Fukushima vy
Nakano, 1996; Taranto et al, 1998). En contraste, los estudios clinicos en humanos que
afirman lograr la disminucion de colesterol sérico o de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) debido al consumo de probidticos, no son concluyentes (Lin et al, 1989 y Lee et al,
1999). Estos resultados contradictorios podrian adjudicarse a la utilizacion de cepas
diferentes entre los trabajos publicados o quizas el efecto documentado sea en realidad
muy pequeno y dificil de medir. Los estudios /n vitro proponen como mecanismos para la
remocion del colesterol disuelto el uso metabdlico del mismo (Pereira y Gibson, 2002) o la
precipitacion junto con los acidos biliares libres debido a la accion hidrolasa de las

enzimas bacterianas (Klaver y Van der Meer, 1993; Kociubinski et al, 1999).

e Inmunomodulacion

La mucosa gastrointestinal es la mayor superficie por la cual el hospedador
interactia con el medio externo. Tan sdlo una barrera epitelial simple separa el espacio
luminal externo del medio interno. Mecanismos inmunoldgicos innatos (acidez estomacal,
peristalsis, acidos biliares, uniones estrechas, defensinas y mucus, entre otros) junto con
efectores especificos relacionados con el tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal
(GALT) se encargan de preservar la integridad de esta barrera.

Numerosos mecanismos de control son necesarios para regular la respuesta

inmune a las mas de 100 toneladas de alimento procesado en promedio durante la vida.
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Dado que el tracto gastrointestinal cuenta ademas con una cantidad de inmensa de

bacterias (10''-10'’/g en el colon); estos mecanismos deben poder distinguir los
microorganismos comensales de los patdgenos. Para ello las células del epitelio intestinal,
que forman parte del sistema inmune innato, cuentan con receptores capaces de
reconocer patrones moleculares conservados en los patogenos (pathogen-associated
molecular patterns PAMPs). Estos PAMPs incluyen una familia diversa de biomoléculas
como: lipopolisacarido, peptidoglicano, lipoproteinas bacterianas, flagelina y secuencias
repetidas en los acidos nucleicos de bacterias y virus. Los receptores presentes en las
células del hospedador que reconocen estos PAMPs, se denominan colectivamente
receptores de reconocimiento de patégenos (pathogen-recognition receptors PRRs).
Existen basicamente dos sistemas complemetarios de estos receptores: uno extracelular,
el de los receptores semejantes a Toll (Toll-like receptors TLRs) y otro intracelular, el de
los receptores semejantes a Nod (nucleotide-binding oligomerization domain-like
receptors NRLs) (Sansonetti, 2006). Los TLRs son proteinas transmembrana homdlogas a
los receptores Toll de insectos que funcionan en conjuncién con proteinas accesorias. Los
NRLs son proteinas citosolicas andlogas a las proteinas resistentes de plantas que
detectan las moléculas efectoras de los patdgenos vegetales. El reconocimiento de los
PAMPs por los receptores TLRs y NRLs permite al sistema inmune diferenciar lo que es
potencialmente dafino de lo que no, generando asi una cascada de mecanismos de
defensa como la produccion de quimoquinas y citoquinas proinflamatorias que activan la
respuesta inmune tanto innata como adaptativa (Saxelin et al, 2005).

La microbiota residente gastrointestinal es un factor importante en el desarrollo y
la funcién del sistema inmune intestinal. Como prueba de ello se ha establecido que el
sistema inmune de los animales gnotobidticos esta subdesarrollado; presentando a su vez
ciertos parametros funcionales disminuidos (por ejemplo la capacidad fagocitica de los
macrofagos y la produccion de inmunoglobulinas) (Wostman, 1996). Es posible, por lo
tanto, que la interaccion entre los microorganismos patdgenos y comensales con los
sistemas de defensa generen una educacion inmune. En este sentido, se ha
correlacionado la mayor prevalencia de alergias alimentarias y enfermedades intestinales
inflamatorias de origen inmune a las mejores condiciones sanitarias y de higiene
presentes en los paises desarrollados. Esta elevacion de los estandares sanitarios
preservaria al sistema inmune de los desafios de las infecciones entéricas. La falta de
inmuno-educacion podria llevar al hospedador a reaccionar desmesuradamente frente a
las bacterias comensales, generando dano inflamatorio, alergia o autoinmunidad
(Dunne et al, 1999).
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Los probidticos como parte de la microbiota gastrointestinal también influyen en el

desarrollo y actuacion a nivel inmune de dicha mucosa. Por ejemplo, se sabe que pueden
modular la respuesta inmune innata tanto hacia una direccion proinflamatoria como
antiinflamatoria. Veckman y colaboradores encontraron que L. rhamnosus redujo la
produccion de citoquinas proinflamatorias por parte de las células dendriticas mientras
que indujo el aumento de la secrecion de citoquinas inflamatorias por parte de los
macrofagos (Veckman et al, 2004). Por otra parte, haciendo uso de las propiedades
antiinflamatorias de algunos probidticos se los ha utilizado en el tratamiento de
enfermedades relacionadas con el tracto gastrointestinal que tienen un fuerte
componente de hiperreaccion inmune (alergias alimentarias, dermatitis atopica vy
enfermedades inflamatorias intestinales) (Niedzielin et al, 2001; Viljanen et al, 2005;
Marteau et al, 2005). Los probioticos también pueden mejorar la respuesta inmune
adaptativa mediante la estimulacidon de ciertas citoquinas y aumentar la produccion de
anticuerpos (Vaarala, 2003). Finalmente, el consumo de probidticos podria suplir el efecto
inmuno-educador de las infecciones por enteropatdgenos, evitando las respuestas
inmunes exageradas a alergenos y bacterias comensales (Dunne et al, 1999).

Aunque la mayoria de los estudios de inmunomodulacion por probidticos se
focalizan en el tracto gastrointestinal, actualmente se sabe que la administracion via oral
de estos microorganismos puede estimular suficientemente el sistema inmune comun de
las mucosas como para promover la proteccion en otras mucosas alejadas, entre ellas la

mucosa respiratoria y la urogenital (Perdigon et al, 1999.; Alvarez et al, 2001)

o Efectos antimutagénicos y antitumorales.

El desarrollo de un tumor maligno constituye un proceso de multiples etapas que
sucede cuando se acumulan mutaciones en ciertos pro-oncogenes o0 genes supresores de
tumor (Wollowski et al, 2001). En general la funcion de estos genes mutados estd
relacionada con el crecimiento y la division celular. En muchas ocasiones estas células
anormales no llegan a desarrollar un tumor debido a su incompetencia frente a las células
normales o por la destruccion que sufren por parte del sistema inmune (Parvez et al,
2006). Mas alla de la predisposicion genética individual a desarrollar algun tipo de
desorden proliferativo celular, existen procesos o exposiciones que pueden aumentar los
riesgos de cancer.

En lo que se refiere a la carcinogénesis en tracto gastrointestinal la exposicion a
sustancias quimicas mutagénicas ingeridas o generadas por la actividad metabolica de los

microorganismos reviste crucial importancia. En especial, el cancer de colon se encuentra
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entre el segundo y tercer tipo de cancer mas frecuente en los paises industrializados
(Wollowski, 2001). Aproximadamente el 70% de los canceres de colon se asocian a
factores ambientales, particularmente la dieta y la composicion de la microbiota
(Parvez et al, 2006). Existe un particular interés por lo tanto, en el rol protector de los
cultivos probidticos en el desarrollo del cancer de colon. Numerosos estudios in vitro
(utilizando lineas celulares) e /in vivo (en modelos animales de cancer de colon inducido),
confirman la menor incidencia de células tumorales o sus precursoras debido al uso de
cultivos probidticos (Pool-Zobel et al, 1993; Goldin et al, 1996; Femia et al, 2002, entre
otros). Las investigaciones en humanos, sin embargo, no arribaron a conclusiones
contundentes. Los estudios epidemiologicos que buscan asociar el consumo de leches
fermentadas con la menor incidencia de cancer de colon frecuentemente contienen varios
factores dietarios entremezclados y no aportan una evidencia fehaciente.
Lamentablemente, los estudios realizados en humanos con intervencidn activa, son
escasos Yy contradictorios (Capurso et al, 2006).

Los mecanismos postulados para explicar la accion de los cultivos probidticos en la
disminucion de la exposicion a los carcinogenos incluyen: - la detoxificacion de los
carcindgenos  ingeridos; - la adsorcion de  compuestos  mutagenos
(Morotomi y Mutai, 1986); - la produccion de compuestos metabdlicos, como el butirato
que promueven la apoptosis celular (Hague et al, 1995); - la modificacion de la
composicion de la microbiota intestinal; disminuyendo asi las poblaciones de bacterias
cuya actividad metabdlica puede generar compuestos carcinogénicos (Goldin y Gorbach,
1984) y - la estimulacion del sistema inmune generando una mejor defensa contra la

proliferacion celular (Link-Amster et al, 1994).

£Como seleccionar una cepa probiotica?

Las crecientes investigaciones en el campo de los probidticos han llevado al
desarrollo de numerosos criterios y recomendaciones para la seleccion de cepas
probidticas (Tabla 1) (Klaenhamer y Kullen, 1999).
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Tabla 1. Criterios de seleccion para una cepa probiética (segin Kiaenhamer y Kullen, 1999).

CATEGORIA CRITERIOS DE SELECCION

r - ax . e, ” - -
Caracterizacion « Identificacion taxonomica precisa.

e Habitante normal de la especie donde se utilizara.
e Sin toxicidad o patogenicidad asociada, estatus

GRAS.
Adaptabilidad o Pasible de resistir la produccion en masa y el
o almacenamiento (crecimiento adecuado a gran
tecnologica escala, resistencia a la congelacion,

deshidratacion, almacenamiento y distribucion).
e Conservacion de las caracteristicas deseadas
durante la preparacion del producto,
almacenamiento y distribucion.
e Proveer buenas caracteristicas organolépticas
cuando se incluyen en un alimento.

e Ser genéticamente estable y confiable.

e Conservar alto nimero de microoganismos viables
hasta el consumo (preferencialmente entre 10° -
108 ufc/g)

e Capacidad de sobrevivir, proliferar y desarrollar
actividad metabdlica en los sitios blancos in vivo.

e Resistencia a la bilis y al acido clorhidrico si debe
colonizar el tracto gastrointestinal.

e Capacidad de competir con la microbiota normal,
incluso con especies relacionadas. Resistencia a
las sustancias antimicrobianas producidas por la
microflora residente.

Competitividad

e Adherencia a los epitelios blanco.

o Capacidad de desarrollar algin beneficio
Funcionalidad clinicamente documentado (ej. Mejorar la

tolerancia a la lactosa).

¢ Presentar antagonismo hacia los microorganismos
patogenos.

e Produccion de sustancias antimicrobianas
(bacteriocinas, acidos organicos, peroxido de
hidrégeno u otros)

e Presentar capacidad de inmunomodulacion.

e Presentar actividad antimutagénica o
anticarcinogénica.

e Produccion de compuestos bioactivos (enzimas,
vitaminas, péptidos).

Evidentemente no existen cepas que puedan cumplir con la totalidad de las
propiedades deseadas. Los criterios de competitividad y funcionalidad son los mas
controvertidos por varias razones. La primera es que no existen medidas estandar
reconocidas para cuantificar muchas de estas propiedades, por ejemplo {qué porcentaje

de asociacion a células epiteliales es el apropiado?, écual es la concentracion de bilis que
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una cepa debe resistir? y ¢por cuanto tiempo?. Una seqgunda razon es que
frecuentemente se desconocen los mecanismos que subyacen bajo los efectos observados
y su correlacion genotipica. Este desconocimiento podria implicar la presencia potencial de
la caracteristica buscada en una cepa, sin encontrar el medio o los inductores de su
expresion. Un tercer aspecto problematico se produce porque la mayoria de estas
propiedades deseadas se comprueban /n vitro sin obtener su correspondiente correlacion
in vivo. En este sentido, la adhesion de las bacterias probidticas a enterocitos humanos en
cultivo ha sido un criterio basico ampliamente utilizado para la seleccion de cepas. Si bien
en general las cepas que mejor adhieren suelen disminuir la asociacion de los
microorganismos patdgenos a las monocapas en cultivo, existen excepciones
(Bibiloni et al, 1999). Alin mas arriesgado es predecir un comportamiento /7 vivo a partir
de los indicios /in vitro. In vivo la interaccion probidtico-hospedador esta influenciada por
multiples factores interrelacionados, imposibles de reproducir experimentalmente. Entre
ellos ocupa un lugar destacado la relacidn entre el sistema inmune y las bacterias
probidticas. Es posible que la obtencién de un efecto benéfico para el hospedador (gj. la
proteccion frente a un enteropatdgeno) requiera de la intervencion de varios mecanismos
desencadenados por los probidticos como ser la disminucion de la adhesion del patégeno

junto con inhibicion del desarrollo microbiano e inmunomodulacion.

¢Quiénes son los lactobacilos?

El concepto de bacterias acido lacticas (BAL) como un grupo de microorganismos
comenzd a principios de 1900. La interaccidon de estas bacterias con los alimentos capto la
atencion de los cientificos. El descubrimiento de la fermentacidn acido lactica por Pasteur
(1857) seqguido por la obtencion del primer cultivo bacteriano puro (Bacterium lactis) por
Lister en 1873 constituyeron dos hitos fundamentales en el conocimiento de estos
microorganismos. Las BAL estan involucradas en numerosas fermentaciones espontaneas
de alimentos, ademas de estar estrechamente asociadas al ambiente humano. Las
primeras definiciones de las BAL se basaban en su capacidad de fermentar y coagular la
leche e incluian a los coliformes. La descripcion del género Lactobacillus como una
bacteria Gram positiva por Beijerinck (1901) separé a los coliformes de este grupo
(Stiles y Holzapfel, 1997). Actualmente se considera a las BAL como microorganismos
Gram positivos, no esporulados, catalasa negativos que carecen de citocromos,
anaerobios facultativos, tolerantes al acido, fermentadores estrictos cuyo principal
producto de fermentacion de azlcares es el acido lactico (Axelsson, 1998). Esta

clasificacion incluiria a los siguientes géneros de importancia en alimentos fermentados
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Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus'y Weisella mas otros géneros
como Aerococcus, Lactosphaera, Melissococcus, Alloiococcus y Dolosigranum (Vandamme
et al, 1996). Filogenéticamente se considera a las BAL como pertenecientes a la rama

clostridial de las bacterias Gram positivas (figura 2).
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Figura 2. Arbol
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Propionibacterium Bifidobacterium y
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BAL. (Tomado de

Bifidobacterium Stiles y Holzapfel,
1997)

Las BAL estarian conformadas dentro de este grupo como cocos, cocobacilos y
bacilos no esporulados, catalasa negativos con menos de 55% de contenido G+C en su
ADN. Esto distanciaria las BAL clasicas de las bifidobacterias que tienen un pocentaje de
G+C mayor del 55% vy pertenecerian a la rama Actinomyces de las bacterias Gram
positivas (Schleifer y Ludwig, 1995) (figura 2).

Las bifidobacterias comparten algunas caracteristicas fenotipicas con las tipicas
BAL. Es frecuente la consideracion de Bifidobacterium dentro de este grupo por motivos

practicos, sin embargo filogenéticamente no se hallan relacionados. Las bifidobacterias
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son bacilos Gram positivos, anaerobios, no esporulados, inmadviles, que frecuentemente
adoptan disposiciones en V o0 Y de las que se origina su nombre (Scardovi, 1986).
Presentan un metabolismo de los hidratos de carbono diferente del presente en las BAL
homo o heterofermentativas. Debido a la carencia de las enzimas aldolasa y glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa los microorganismos pertenecientes al género Bifidobacterium no
pueden metabolizar la glucosa ni por la via glicolitica, ni por la via de las pentosas fosfato.
En lugar de esto las bifidobacterias poseen una enzima caracteristica, la fructosa-6-fosfato
fosfocetolasa que les permite producir lactato por una via original denominada shunt
bifido (de Vries y Stouthamer, 1967). Este género a su vez es Unico en el sentido de que
todo el acido lactico que produce es L (+), el cual es muy facilmente metabolizado por los
infantes. La forma D (+) producida por las bacterias lacticas puede causar acidosis
metabdlica durante el primer afo de vida.

El género Lactobacillus conforma un grupo heterogéneo de microorganismos con
porcentajes de G + C en el ADN que oscilan entre el 33 y 55% (Hammes y Vogel, 1995).
Generalmente se sugiere que no exista una variacion mayor al 10% en el contenido de
G + C dentro de un clado genérico (Vandamme et al, 1996). Actualmente, el nimero de
especies incluidas dentro del género asciende a mas de 50. Los lactobacilos son
microorganismos estrictamente fermentativos con complejos requerimientos nutricionales.
Se encuentran asociados a distintos habitats; conforman parte de la microbiota de la
cavidad bucal, el tracto gastrointestinal y vaginal humano. Ademas se hallan presentes en
plantas, suelo, agua, alimentos fermentados y ensilados (Stiles y Holzapfel, 1997).

Clasicamente se subdivide a los lactobacilos en base a sus caracteristicas
fermentativas en tres grupos: 1) lactobacilos homofermentativos obligados, 2)
lactobacilos heterofermentativos facultativos y 3) lactobacilos heterofermentativos
obligados. Muchos lactobacilos del grupo 1 y 2, mas algunos del grupo 3 se utilizan en la
elaboracion de alimentos fermentados. Sin embargo, los microorganismos incluidos en el
tercer grupo en general se asocian al deterioro de alimentos (Stiles y Holzapfel, 1997). En

la tabla 2 se listan las principales especies de lactobacilos encontradas en estos grupos.
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Tabla 2. Principales especies de lactobacilos agrupadas segin sus patrones de fermentacion de hexosas.
Las especies resaltadas en negrita forman parte de la microbiota asociada al hombre.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Homofermentativos Heterofermentativos Heterofermentativos
obligados facultativos obligados
Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis
Lb. gasseri Lb. curvatus Lb. buchneri
Lb. crispatus Lb. paracasei subsp paracasei Lb. fermentum
Lb. johnsonni Lb. paracasei subsp tolerans Lb. fructivorans
Lb. salivarius subsp salivarius Lb. plantarum Lb. hilgardii
Lb. salivarius subsp salicinus Lb. paraplantarum Lb. kefir
Lb. delbrueckii subsp bulgaricus LB riarnesus Lb. parakefir
Lb. delbrueckii subsp lactis Lb. sake Lb. reuteri

Lb. delbrueckii subsp delbrueckii Lb. sanfrancisco

Lb. helveticus Lb. vaginalis

Lb. kefiranofaciens

Lb. kefirgranum

En el grupo 1 se incluyen los lactobacilos que fermentan la glucosa exclusivamente
en acido lactico. En él se encuentran varias especies importantes asociadas a alimentos
como Lb. acidophilus, Lb. delbrueckiiy Lb. helveticus. Lb. delbrueckii forman un complejo
grupo de bacterias que anteriormente poseian el status de especie como Lb. delbrueckii,
Lb. bulgaricus, Lb. lactisy Lb. leichmanii. Estas bacterias poseen una homologia del 80%
en su DNA vy por lo tanto, fueron reclasificados como Lb. delbrueckii subsp delbrueckii, Lb.
delbrueckii subsp bulgaricus 'y Lb. delbrueckii subsp lactis. Lb. leichmanii fue incorporado
dentro de Lb. delbrueckii subsp lactis (Weiss et al, 1983). Todos estos microorganismos
estan asociados con alimentos que se fermentan a altas temperaturas (45-50°C). Lb.
delbrueckii subsp bulgaricus es utilizada como una cepa starter en la fabricacion de yogur.
Lb. delbrueckii subsp bulgaric<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>