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 Los probióticos son microorganismos vivos que confieren un beneficio a la 

persona que los consume en cantidades adecuadas. Se ha descrito que ejercen efectos 

beneficiosos en alergia, enfermedades intestinales, enfermedad hepática crónica e 

infecciones respiratorias y del tracto urinario, entre otras. Como mecanismos de acción 

para explicar tales efectos se han propuesto la modificación de la microbiota intestinal, 

la adherencia competitiva a la mucosa y al epitelio, el fortalecimiento de la barrera 

epitelial del intestino y la modulación del sistema inmunitario. 

Nuestro grupo de investigación viene trabajando en los últimos años con tres 

cepas de probióticos. Las cepas se identificaron como Lactobacillus paracasei CNCM 

I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-

4036 y están depositadas en el Instituto Pasteur. Fueron aisladas a partir de las heces de 

recién nacidos alimentados de forma exclusiva con leche materna. 

 La selección de las cepas se hizo en base a sus propiedades in vitro, como su 

adhesión a células intestinales, sensibilidad a antibióticos y resistencia a sales biliares y 

pH ácido. Hemos demostrado su seguridad tras ingestión aguda en ratones tanto 

inmunocompetentes como inmunodeprimidos. Además, inhiben in vitro el crecimiento 

de Listeria monocytogenes y las infecciones por rotavirus humanos. Del mismo modo, 

hemos demostrado la tolerancia y seguridad de las tres cepas en un estudio clínico 

multicéntrico, aleatorizado, doble-ciego y controlado por placebo en voluntarios sanos. 

La administración oral de las cepas modificó la microbiota intestinal de los voluntarios 

y además tuvo efectos inmunomoduladores, como aumentos de la IgA secretora 

intestinal y de citoquinas anti-inflamatorias en suero. 

 Posteriormente, continuamos investigando los efectos de las tres cepas en ratas 

obesas Zucker. Estas ratas exhiben muchas de las características del síndrome de 

resistencia a la insulina (SRI) como obesidad, hiperglucemia, resistencia a la insulina, 

hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y concentraciones elevadas en suero de ácidos 

grasos libres, en comparación con sus controles delgados, las ratas Zucker-lean Lepr+/fa, 

por lo que es uno de los más empleados. Además, las ratas Zucker-Leprfa/fa tienen 

esteatosis hepatica y transaminasas elevadas en suero, lo que indica que poseen el 

componente hepático del SRI. 
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 Utilizando este modelo, hemos descrito que la administración de estos 

probióticos, además de modificar la microbiota intestinal de los animales, disminuye la 

esteatosis hepática y ejerce efectos anti-inflamatorios, entre los que caben destacar las 

disminuciones de las concentraciones séricas del factor de necrosis tumoral (TNF)-α, la 

interleuquina (IL-6) y el lipopolisacárido (LPS) bacteriano. 

 Algunos autores han descrito la capacidad de ciertas cepas probióticas para 

modificar la expresión génica. Por ejemplo, Dykstra et al. (2011) han descrito la 

inducción de Muc3 en el intestino delgado de ratas por efecto de Lactobacillus 

plantarum 299v, Lactobacillus rhamnosus R0011 y Bifidobacterium bifidum R0071. 

Ohtsuka et al. (2012) administraron Bifidobacterium breve M-16V a crías de ratas 

durante su periodo neonatal y encontraron una menor expresión en el colon de diversos 

genes implicados en inflamación. 

 En el presente trabajo de tesis se ha continuado la investigación con las ratas 

Zucker. Nuestro objetivo fue investigar si L. paracasei CNCM I-4034, B. breve CNCM 

I-4035 y L. rhamnosus CNCM I-4036 son capaces de modular la expresión de genes de 

la mucosa intestinal de las ratas. 

 Los animales se dividieron para recibir durante 30 días un placebo o una de las 

cepas probióticas. Se investigó la expresión de 27000 genes intestinales mediante un 

chip de DNA, centrándonos posteriormente en tres involucrados en inflamación por 

haber sido su expresión modificada por las tres cepas: 

• Adamdec1, ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase)-like protein decysin-

1,  gen que codifica una metaloproteasa cuya expresión aumenta en la 

maduración de las células dendríticas; 

• Ednrb, receptor de endotelina tipo B, gen que codifia un receptor acoplado a 

proteína G y que une de forma inespecífica las endotelinas 1, 2 y 3, con papeles 

potenciales en procesos de vasoconstricción/vasodilatación y proliferación 

celular; y, 

• Ptgs1/Cox1, ciclooxigenasa-1, gen que participa en la síntesis de 

prostaglandinas). 



  RESUMEN 

5 

 

 La expresión génica se estimó a través de los niveles de mRNA y proteínas. Los 

resultados indicaron que: 1) la expresión de los tres genes aumentó en la mucosa 

intestinal de las ratas obesas en comparación con las ratas cuando aún eran delgadas, y 

2) la administración de los probióticos inhibió la expresión de Adamdec1 y Ednrb a 

nivel de mRNA y proteína, y la de Ptgs1/Cox1 a nivel de mRNA, en las ratas obesas. 

 Hemos tratado asimismo de profundizar en el mecanismo por el que estas cepas 

modifican la expresión de los tres genes, encontrando que los resultados podrían 

deberse, al menos en parte, a la acción de los probióticos sobre algunos tipos celulares 

de la mucosa intestinal pues los marcadores de macrófagos proinflamatorios y células 

dendríticas aumentaron en las ratas obesas, y la administración de las cepas revirtió tales 

aumentos.
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Microbiota 

La microbiota es la comunidad abundante y diversa de especies microbianas 

como bacterias, hongos, arqueas y virus que viven en el cuerpo humano (Blum, 2017; 

Clemente et al., 2012). 

Desde el descubrimiento y uso del microscopio, conocemos que existen billones 

de microorganismos. La mayor parte de estos son bacterias que se localizan 

permanentemente en contacto con nuestros “órganos barrera” (Artis, 2014). 

La piel es el órgano más importante en contacto con los microbios a través del 

epitelio, siendo el órgano más extenso del ser humano, y su función principal es la de 

actuar como barrera frente a agentes externos. Debido a esta función, numerosas 

colonias bacterianas son mantenidas en niveles no contagiosos (Sanford et al., 2013). 

Otra zona que nos protege de las agresiones externas tanto de manera pasiva 

como activa y que está en contacto con el exterior son las vías respiratorias, eje central 

para la defensa frente a patógenos, gracias a la doble función del epitelio combinada con 

las células secretoras de moco (Knight et al., 2003), pero es en el intestino donde se 

localiza la mayor parte de acuerdo a su abundancia relativa, teniendo una relación de 

mutualismo (Jensen et al., 2009; Bartlett et al., 2008; Bäckhed et al., 2005), influyendo 

en múltiples rutas metabólicas para mantener el nicho estable y desempeñando papeles 

esenciales en la salud y la enfermedad. A este conjunto de microorganismos se le 

conoce como microbiota intestinal (Daliri et al., 2017). 

En el intestino se halla la mayor diversidad de microorganismos en contacto con 

el ser humano debido a que se crean microambientes anaerobios ricos en nutrientes, lo 

que les facilita el desarrollo y la supervivencia (Whitman et al., 1998).  

De los 50 Phyla de bacterias y 13 de Archea que existen (Rappe y Giovannoni, 

2003; Rondón et al., 1999), solo 2 de estos Phyla de bacterias (Bacteroidetes y 

Firmicutes) y 1 de Archea, Methanobrevibacter smithii (Backhed et al., 2005; Eckburg 

et al., 2005), se encuentran en el intestino de manera muy representativa. Cuando un 

individuo se hace adulto, el intestino es capaz de albergar de 500 a 1000 especies 

diferentes (Tuddenham et al. 2015). A pesar de esta gran diversidad, no todo el mundo 
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tiene los mismos microorganismos, si bien unas 160 especies sí son constantes para la 

mayoría de los seres humanos (Plaza-Díaz y Gil, 2013).  

A lo largo del tubo digestivo, los alimentos van sufriendo diversos procesos para 

facilitar su descomposición y asimilación. En cada punto del aparato digestivo se van a 

producir eventos donde van a variar parámetros como el pH, por lo que los microbios 

que habitan en el tubo digestivo también varían en los distintos tramos tanto en número 

como en género.  

En el estomago y en el duodeno, donde se produce la secreción de bilis y el pH 

es muy bajo, la colonización de microorganismos se va a ver limitada a 101-103 

UFC/ml, mientras que la parte distal del intestino delgado y el colon se ven más 

favorecidas, oscilando entre 105-107 UFC/ml y 1011-1012 UFC/ml, respectivamente 

(O´hara y Shanahan 2006). A pesar de las diferencias que existen en la composición de 

la microbiota intestinal a lo largo del intestino, enterobacterias y bifidobacterias 

representan los primeros colonizadores (Mountzouris et al., 2002). 

 

Microbiota intestinal 

Las mismas condiciones de pH, actividad inmunitaria y nutrientes que 

determinan la presencia o ausencia de microorganismos van a condicionar el tipo de 

microorganismos que se localizan a lo largo del tracto digestivo creando diversos 

hábitats (Donaldson et al., 2016). 

En el intestino delgado, debido a sus condiciones tan hostiles, la diversidad es 

notablemente inferior que en el colon, destacando Proteobacteria y especies del género 

Clostridium (Zoetendal et al., 2012) (Figura 1A), aunque también se encuentran 

mayoritariamente Bacteroidetes, Streptococcus, Latobacillus y Enterococcus. En el 

duodeno se localizan Haemophilus, Actinomyces, algunos anaerobios y algunos 

lactobacilos (Mackie et al., 1999). En el yeyuno e íleon existe un incremento de la 

variedad apareciendo bifidobacterias, anaerobios facultativos (Bacteroides y 

Fusobacterium) y anaerobios estrictos que están presentes en número creciente a partir 

de la válvula ileocecal (Holzapfel et al., 1998). En la parte terminal del intestino 

delgado donde las condiciones ya son más favorables, se pueden alcanzar densidades 
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bacterianas anaerobias estrictas similares a las encontradas en el intestino grueso 

(Jandhyala et al., 2015).  

Es en el intestino grueso donde se localizan las comunidades más densas y 

diversas de todos los hábitats que pueden encontrarse en el cuerpo, concretamente en el 

ciego y en el colon. Los filos Firmicutes y Bacteriodetes, seguido de Actinobacteria y 

Verrucomicrobia son los más abundantes (Hollister et al., 2014). La reducción en 

péptidos antimicrobianos, la falta de oxigeno y de fuentes de carbono simples facilitan 

la abundancia de las familias Bacteroidaceae y Clostridiaceae (Figura 1A). Los géneros 

más abundantes son Bacteroidetes, Clostridium, Prevotella, Porphyromonas, 

Eubacterium, Ruminococcus, Streptococcus, Enterobacterium, Enterococcus, 

Lactobacillus, Peptostreptococcus y Fusobacteria (Jandhyala et al., 2015). 

 

 
Figura 1A. Localización y distribución de la flora intestinal a lo largo del intestino delgado y grueso. Donaldson GP, Lee SM, 

Mazmanian SK. Gut biogeography of the bacterial microbiota. Nat Rev Microbiol 2016; 14: 20-32. 

 

Incluso dentro del propio intestino grueso, por su plegamiento, también va a 

haber diferencias bacterianas, encontrándose mayoritariamente los géneros Bacteroides, 

Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus, Clostridium, 

Lactobacillus y Ruminococcus en la luz intestinal; y Clostridium, Lactobacillus, 
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Enterococcus y Akkermansia en las criptas y la mucosidad (figura 1B) (Swidsinski et 

al., 2005). 

 
Figura 1B. Localización y distribución de los diferentes grupos de bacterias que se encuentran en un corte trasversal de intestino 

grueso. Donaldson GP, Lee SM, Mazmanian SK. Gut biogeography of the bacterial microbiota. Nat Rev Microbiol 2016; 14: 20-32. 

 

Existen diferencias entre el intestino grueso y delgado en lo que se refiere a las 

capas de moco y a la localización de la microbiota. El delgado solo tiene una capa de 

moco, mientras que el grueso posee dos. En el intestino delgado las bacterias se 

localizan por todo el moco mientras que en el grueso se localizan mayoritariamente en 

la capa externa (Figura 2) (Johansson et al., 2008).  

 

 
Figura 2. Diferentes localizaciones de las bacterias dependiendo de la mucosa intestinal delgada o gruesa. Donaldson GP, Lee SM, 

Mazmanian SK. Gut biogeography of the bacterial microbiota. Nat Rev Microbiol 2016; 14: 20-32. 
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La compleja comunidad bacteriana presente en el intestino humano no 

permanece constante a lo largo del tiempo sino que puede variar por diversos factores 

entre los cuales podemos encontrar las propias condiciones ambientales del tubo 

digestivo, la cantidad y variedad de las bacterias en las diferentes regiones del mismo, la 

cual es determinada por una gran diversidad de factores complejos intrínsecos y 

extrínsecos (Mackie et al., 1999). Existe a su vez, una relación recíproca entre el 

hospedador y la microbiota que lo habita, ya que la microbiota puede tener un 

importante impacto sobre el organismo que lo aloja y estos efectos pueden ser 

beneficiosos o perjudiciales para la salud del individuo (Hooper et al., 2002).  

 

Microbiota intestinal y salud 

Existe una interacción entre la microbiota y el individuo, de forma que la 

alteración de la primera puede repercutir negativamente en el segundo. Algunos de los 

factores que afectan a la salud son: 

• La diversidad. Cuanto mayor es la diversidad de la microbiota intestinal, mayor 

es la probabilidad de estar en un estado de salud (Claesson et al., 2012). 

• Las proporciones relativas de las bacterias (Ley et al., 2006). 

• La edad. Los recién nacidos aún no tienen establecida la microbiota. En el adulto 

de edad avanzada, las proporciones relativas varían produciéndose una 

disminución de la familia Firmicutes, bifidobacterias y Faecalibacterium 

prausnitzii y un aumento de Escherichia coli, estafilococos y Proteobacteria 

(Hollister et al., 2014; Claesson et al., 2011). 

• La presencia de moco intestinal, que evita el contacto entre microbiota y sistema 

inmunitario intestinal, y la producción de antimicrobianos, mantienen al sistema 

inmunitario en un estado anti-inflamatorio (Johansson et al., 2008; Kamada et 

al., 2014). 

• La genética del huésped. En individuos de la misma familia, sus microbiotas se 

asemejan más que en individuos no emparentados, así pues, si individuos sanos 

están genéticamente relacionados, tienen más probabilidad de estar en salud 

(Kamada et al., 2014). 
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• La dieta. Se ha comprobado que el tipo de alimentación afecta mucho a la 

diversidad de la microbiota (Wu et al., 2011; David et al., 2014). 

• Los antibióticos. También repercuten significativamente en la diversidad y en el 

conjunto de los microorganismos tanto a corto como medio y largo plazo 

(Dethlefsen et al., 2011; Jernberg et al., 2010). 

 

Función de la microbiota intestinal 

La microbiota intestinal mantiene una relación de simbiosis con el intestino y puede 

considerarse como un órgano propio del cuerpo. Esto es debido a que posee su propio genoma 

con sus propias funciones, encontrándose en un estado de equilibrio (O'Hara  et al., 2006). 

Las bacterias forman una barrera de defensa natural que puede desarrollar actividades 

metabólicas que tienen por objetivo mantener la energía y mejorar la absorción de ciertos 

nutrientes, ejercer efectos tróficos importantes sobre la estructura y función inmunitaria del 

epitelio intestinal, así como proteger al hospedador frente a la colonización por otros microbios 

(Guarner y Magaleda, 2003; O´Hara y Shanahan, 2006).  

Una de las funciones de la microbiota intestinal está relacionada con el proceso de 

digestión, que no es completo puesto que no todos los nutrientes pueden ser aprovechados por 

el individuo. Hidratos de carbono indigeribles se metabolizan a ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC) como butirato, propionato y acetato, los cuales resultan ricos en energía para el 

anfitrión (Macfarlane et al., 2003; Sartor et al., 2008). De este modo, bacterias del género 

Bacteroides, expresan numerosas enzimas que hidrolizan los hidratos de carbono, destacando 

Bacteroides thetaiotaomicron que cuenta con más de 260 hidrolasas diferentes (Cantarel et al., 

2012). Se ha descrito que el balance energético del anfitrión esta mediado gracias a ligando-

receptor donde los ácidos grasos de cadena corta se unen a un receptor Gpr41 acoplado a una 

proteína G (Samuel et al., 2008). 

Además de intervenir en el metabolismo glucídico, también intervienen en el 

metabolismo lipídico, produciendo en los adipocitos una supresión de la inhibición de la 

actividad de la lipoproteína lipasa (Hooper et al., 2001), y en el metabolismo proteico, 

degradando proteínas y ayudando a las propias peptidasas del anfitrión. Gracias a la presencia 

de trasportadores de aminoácidos en la membrana bacteriana, las bacterias incorporan 
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aminoácidos para la síntesis de péptidos antimicrobianos o bacteriocinas (Thomas et al., 

2012), como es el caso de Lactobacillus spp. capaz de producir ácido láctico, lo que provoca 

una interrupción de la membrana externa de la pared celular bacteriana produciendo un 

incremento de permeabilidad (Alakomi et al., 2000). 

Otra característica funcional de la microbiota es la síntesis de vitamina K, varios 

componentes de la vitamina B (Ramakrishna et al., 2013; Leblanc et al., 2013), y 

descomposición de polifenoles, que generalmente permanecen inactivos en la dieta. No 

obstante, son transformados en compuestos activos por las bacterias intestinales, después de 

que estas eliminen el resto de azúcar, entre otros factores (Marín et al., 2015). 

Se ha demostrado que la microbiota intestinal, induce la síntesis de proteínas 

antimicrobianas por el huésped, a través de sus componentes estructurales y metabolitos 

(Hooper et al., 2009; Salzman et al., 2007). Algunas de estas estructuras y sustancias que 

podemos encontrar se denominan patrones moleculares de microbios asociados a un 

organismo específico (mAmps o proteínas antimicrobianas (PAMs)), peptidoglicano, 

lipopolisacárido (LPS), lípido A, flagelos y RNA / DNA bacteriano (Takeuchi et al., 2010; 

Carvalho et al., 2012), quienes van a ser reconocidos por el individuo gracias a receptores de 

reconocimiento de patógenos (PRR) donde se incluyen los receptores tipo Toll (toll-like 

receptor, TLRs), los receptores de lectina tipo C (CLR) y receptores tipo Nod (Nod-Like 

Receptor, NLRs) (Takeuchi et al., 2010). De esta manera, los microorganismos desplazan a 

bacterias patógenas y además compiten con los patógenos por los PRR. 

Del mismo modo se encargan de mantener a raya a bacterias patógenas mediante la 

producción de inmunoglobulina A (IgA); es un anticuerpo que juega un papel crucial en la 

función inmunitaria de las mucosas (Fagarasan et al., 2003) de manera que bacterias son 

reconocidas por células dendríticas (CD) intestinales que mediante interacciones celulares 

inducen a las células plasmáticas en la mucosa intestinal para expresar IgA (He et al., 2007). 

Cada vez hay mayor conciencia de que la microbiota, aparte de las funciones 

bioquímicas, ayuda a mantener mecánicamente la estructura del tracto gastrointestinal de 

manera que ciertas bacterias, como Bacteroides thetaiotaomicron, se encargan de la 

producción de la proteína pequeña A2, rica en prolina y necesaria para el mantenimiento de los 

desmosomas en las vellosidades epiteliales (Sonnenberg et al., 2012). También contribuye al 
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desarrollo estructural de la mucosa intestinal mediante la inducción del factor de transcripción 

angiogenina-3 (Stappenbeck et al., 2002). 

 

 
Figura 3. Esquema representativo de las funciones de la microbiota en el intestino. O'Hara AM, Shanahan F. The gut flora as a forgotten organ. 

EMBO Rep 2006; 7: 688-693 

 

 

Probióticos 

Los probióticos son ‘microorganismos vivos que, cuando se administran en 

cantidades apropiadas, confieren al huésped un beneficio para la salud’ (Guarner et 

al.,1998).  

El intestino es estéril al nacer pero empieza a ser colonizado por 

microorganismos inmediatamente tras el nacimiento. El desarrollo de la microbiota se 

produce principalmente durante la infancia, existiendo diferencias en la composición 

dependiendo de si la alimentación se ha llevado a cabo mediante leche materna o 

mediante fórmulas (Gomez-Llorente et al., 2013). Estudios clínicos han demostrado el 

potencial de los probióticos en muchas patologías, tales como enfermedades alérgicas, 

diarrea, enfermedad inflamatoria intestinal e infección viral.  
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El mecanismo de acción de los probióticos no se conoce con exactitud aunque se  

sugieren las posibilidades que se detallan a continuación (Bermudez-Brito et al., 2012).  

La primera de ellas hace referencia a la modulación de la microbiota del 

anfitrión mediante el efecto barrera. Los probióticos pueden producir resistencia 

 A la invasión de patógenos mediante la producción de bacteriocinas, 

metabolitos como los AGCC que van a dismunir el pH, con esto se genera un 

crecimiento poco favorable para bacterias enteropatógenas tales como Escherichia coli, 

Salmonella y Shigella (Juntunen et al., 2001; Schiffrin et al., 1997; Hirano et al., 2003; 

Servin et al., 2004; Muñoz-Quezada et al., 2013). 

Otro mecanismo de acción está relacionado con la modulación del sistema 

inmunitario, aumentando de manera significativa el contenido de IgA secretora fecal e 

interleuquinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10, y disminuyendo la interleuquina pro-

inflamatoria IL-12 en suero (Plaza-Diaz et al., 2013; Gómez-Llorente et al., 2010; 

Lebeer et al., 2010; Butel et al., 2014). Además, la mayoría de los mecanismos implican 

la regulación de la expresión génica en tejidos específicos, en particular el intestino y el 

hígado (Plaza-Diaz et al., 2014). 

Debido al incremento de la permeabilidad epitelial intestinal en condiciones de 

obesidad, se incrementa también la endotoxemia, como consecuencia se produce una 

inducción de la inflamación del hígado en la esteatohepatitis no alcohólica (NASH) y la 

enfermedad de hígado graso no alcohólico (NAFLD) (Plaza-Diaz et al., 2014), y es aquí 

donde interviene el fortalecimiento de barrera epitelial que producen ciertos probióticos, 

de manera que esto estimula por un lado a las células epiteliales en las uniones 

intercelulares, a las células caliciformes produciendo moco intestinal y a las células de 

Paneth produciendo PAM (Ohland et al., 2010; Anderson et al., 2010). 

 

Efectos producidos por probióticos 

Algunos de los efectos beneficiosos de los probióticos en el intestino son los 

siguientes (Pandey et al., 2015): 
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- Mejora de la salud intestinal y recupera la homeostasis tras procesos como 

disbiosis. 

- Mitigan la intolerancia a la lactosa. 

- Efectos anti-inflamatorios e inmunomoduladores. 

- Actividad anticancerosa. 

También ejercen efectos beneficiosos a nivel general, como (Ettinger et al., 2014): 

- Reducción de patógenos dentales. 

- Favorecimiento de la conversión de nitrito a nitrato, lo que produce la aparición 

de óxido nítrico provocando un aumento de la vasodilatación, mejorando la 

función endotelial vascular, y disminuyendo la presión arterial. 

- Mejora de la remodelación cardiaca y reducción de la hipertrofia después del 

infarto. 

- Protección directa contra lesiones isquémicas mediante la producción de 

proteínas solubles y la activación de proteínas de choque térmico. 

- Disminución del colesterol LDL a través de secuestro y procesamiento de sales 

biliares. 

- Reducción del tamaño de las células adiposas y la masa grasa epididimal. 

- Mejora de los niveles circulantes de leptina/adiponectina tras el infarto de 

miocardio. 

- Reducción de la circulación y señalización de leptina en el cerebro tras infarto de 

miocardio. 

 

 

Los probióticos hoy en día en la medicina humana 

Como se ha descrito en la literatura, la disbiosis está relacionada con 

enfermedades como la obesidad, NAFLD y la enfermedad inflamatoria intestinal, entre 

otras. Una de las estrategias para regenerar la microbiota es usar probióticos, lo que se 

ha intentado en estudios clínicos. 

Por lo que se refiere a la obesidad, algunos trabajos han demostrado que 

Lactobacillus gasseri SBT2055, (Kadooka et al., 2010), Lactobacillus plantarum 

(Sharafedtinov et al., 2013), o Lactobacillus rhamnosus (Sanchez et al., 2014), reducen 
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el índice de masa corporal (IMC), adiposidad abdominal visceral y abdominal, 

perímetro de la cintura, adiponectina en suero, la presión arterial y el riesgo de padecer 

síndrome metabólico. Estos parámetros están relacionados con la grasa corporal y en 

definitiva con la obesidad.  

Otra patología que se ha tratado con probióticos ha sido la diabetes mellitus tipo 

II.  En esta patología donde se ha observado que el tratamiento con probióticos produce 

una mejora de los parámetros sanguíneos estudiados como glucosa plasmática en 

ayunas, hemoglonia glicosilada (HbA1c), una reducción de la concentracciones de 

insulina, LDL-colesterol y TNF-α en suero e incremento de las concentraciones de 

HDL-C e IL-10 (Razmpoosh et al., 2016; Alokail et al., 2013).  

Una cepa probiótica que disminuye la concentración de glucosa en sangre tanto 

en ratas como en humanos es Lactobacillus reuteri GMN-32 (Lin et al., 2014; Tonucci 

et al., 2017; Mohamadshahi et al., 2014). 

En cuanto al hígado graso no alcohólico (NAFLD), Lactobacillus plantarum, 

Lactobacillus deslbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus y 

Bifidobacterium bifidum son algunos de los probióticos que  en ensayos clínicos  

mejoran reduciendo la grasa hepática, los niveles de  aspartato aminotransferasa y el 

colesterol total (Wong et al., 2013; Ma et al., 2013). 

 

Fuentes, aislamiento, caracterización y evaluación de bacterias probióticas 

Para encontrar microorganismos con propiedades probióticas es necesario seguir 

un procedimiento muy claramente definido. Este comienza con la investigación de 

diversas fuentes en las que se pueden encontrar tales bacterias, luego una etapa de 

caracterización en la que se evalúan la tolerancia a las condiciones gastrointestinales 

(tanto gástricas como intestinales), la capacidad de adherirse a la mucosa 

gastrointestinal y la competición frente a bacterias patógenas (Collins et al., 1998, 

Ouwehand et al., 2002, Muñoz-Quezada et al., 2013). Finalmente, existe una etapa de 

evaluación que tiene como propósito investigar el efecto y/o beneficio en estudios  

experimentales y clínicos.  
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 Las distintas etapas tienen como principios imprescindibles que las cepas 

halladas puedan (Bagheripoor et al., 2015): 

• Haber demostrado efectos beneficiosos en el hospedador.  

• Ser no patogénico, no tóxico y no presentar ningún efecto adverso significativo. 

• Ser capaz de sobrevivir a condiciones gastrointestinales en estudios in vitro e in 

vivo. 

• Estar presente en un producto en cantidad adecuada de células viables para 

proporcionar beneficios en la salud. 

• Ser compatible con la matriz del producto, procesamiento y condiciones de 

almacenamiento para mantener las condiciones deseadas (Collado et al., 2010). 

Cada una de las etapas mencionadas es detallada a continuación. 

 

Fuentes 

 Los lácteos y los productos derivados de los lácteos son una buena fuente de 

probióticos (Liong et al., 2011). En este contexto, las bacterias del ácido láctico (LAB, 

por sus siglas en inglés), bifidobacterias y otros microorganismos obtenidos a partir de 

leche fermentada, han sido utilizados durante siglos. Un ejemplo de ello es la 

fermentación espontánea de la leche realizada durante varias generaciones en regiones 

de Mongolia y África por conferir efectos beneficiosos  (Yu et al., 2011). En general, la 

gran parte de los microorganismos aislados a partir de los productos fermentados 

pertenecen al género Lactobacillus (Vizoso-Pinto et al., 2006; Lim e Im, 2009; Won et 

al., 2011), pero existen excepciones como el caso de una cepa de Weisella, aislada de 

alimentos fermentados nigerianos y seleccionada posteriormente como probiótico 

(Ayeni et al., 2011). 

 Dentro de las leches tradicionales fermentadas que contienen diversas especies 

bacterianas no es raro encontrarse con bacterias candidatas que podrían ser consideradas 

probióticos. Así, se aislaron 148 cepas de LAB de una leche tradicional de yak llamada 

Kurut, que se fermenta de forma natural en regiones de China, siendo Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus las poblaciones 

microbianas predominantes (Sun et al., 2010). Hay que destacar además que levaduras y 

cepas de Lactobacillus con propiedades probióticas han sido aisladas también de granos 
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de kéfir, leche Masai y koumiss (un fermentado de bebida de leche) (Lopitz-Otsoa et al., 

2006; Romanin et al., 2010; Patrignani et al., 2006; Ya et al., 2008). Dentro de los 

productos lácteos fermentados, el queso es un producto con gran potencial como fuente 

de microorganismos probióticos para el intestino humano. Cepas de L. plantarum han 

sido aisladas de quesos italianos, argentinos y búlgaros (Zago et al., 2011; Ugarte et al., 

2006; Georgieva et al., 2008). 

 Una fuente importante de probióticos es la leche materna. Desde el 

descubrimiento de que la leche materna no es estéril, incluso cuando se extraía 

asépticamente, se planteó la posibilidad de que pudiera ser un inóculo bacteriano (West 

et al., 1979). La presencia de bacterias en la leche materna había sido considerada 

siempre como consecuencia de una contaminación previa apartir de la piel. Sin 

embargo, los lactobacilos presentes en la leche humana son genotípicamente diferentes 

de los aislados de la piel (Martin et al., 2009; O´Hara y Shanahan, 2006). Las cepas de 

LAB que se encuentran presentes en la leche materna se observan también en las heces 

de los lactantes alimentados con ella (Martin et al., 2003). Por todo ello, la leche 

materna constituye una interesante fuente de LAB y bifidobacterias, tomando en 

consideración a estas cepas para incluirlas en fórmulas infantiles y alimentos destinados 

a infantes (Arboleya et al., 2012).  

 Hay que agregar también que recién nacidos alimentados con leche materna 

tienen menos alergias e infecciones gastrointestinales que los que han recibido fórmulas, 

por lo que la microbiota intestinal de los niños que reciben leche materna podría ser 

considerada "más sana" (Solis et al., 2010).   

 La leche materna humana contiene una variada gama de bacterias, 

encontrándose de manera predominante estafilococos, estreptococos, micrococos, 

lactobacilos, enterococos, lactococos y bifidobacterias (O´Hara y Shanahan, 2006; 

Martin et al., 2003; Solis et al., 2010; Gueimonde et al., 2007; Martin et al., 2004; 

Pérez-Cano et al., 2010) y su ingesta favorece el predominio de las bifidobacterias y 

lactobacilos en la microbiota intestinal infantil. Varios autores han señalado que los 

lactobacilos aislados de la leche materna son una alternativa eficiente para el 

tratamiento de la mastitis infecciosa durante la lactancia comparados con los 

antibióticos comúnmente prescritos (Arroyo et al., 2010; Jiménez et al., 2008). Por otra 

parte, se ha descrito que dos cepas de Lactobacillus aisladas de la leche materna 
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humana mejoraban la respuesta inmunitaria a través de la activación de las células 

natural killer y la expansión de células T reguladoras (Pérez-Cano et al., 2010).  

 Otra fuente importante de probióticos es el tracto gastrointestinal (TGI) humano. 

Más de 500 especies diferentes de bacterias residen en el intestino humano adulto. De 

hecho, muchas de las cepas de probióticos utilizadas en la actualidad han sido aislados a 

partir de esta fuente, tales como L. gasseri y L. reuteri (Ryan et al., 2008). Además, se 

ha descrito que L. fermentum, aislado a partir de muestras de biopsia de mucosa de 

colon humano, posee actividad antimicrobiana frente a patógenos transmitidos por los 

alimentos. Cepas probióticas tales como B. longum (Srutková et al., 2011) y L. 

acidophilus RY2 (Lin et al., 2009), han sido aisladas de muestras de heces de adultos 

sanos y lactantes, respectivamente. En concordancia con la lactancia materna, varios 

estudios han descrito también el aislamiento de probióticos de las heces de estos 

lactantes (Martin et al., 2006; Acharya y Shah, 2002; Muñoz-Quezada et al., 2013). En 

la figura 4 se muestran los diferentes pasos necesarios para la caracterización de cepas 

probióticas (Fontana et al., 2013).  
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Figura 4. Diagrama de flujo que describe los diferentes pasos a seguir para que una cepa bacteriana pueda ser considerada como un 

nuevo probiótico. rRNA, ARN ribosomal. Fontana L, Bermudez-Brito M, Plaza-Diaz J, Muñoz-Quezada S, Gil A. Sources, 

isolation, characterisation and evaluation of probiotics. Br J Nutr 2013; 109: 35-50. 
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El aislamiento de probióticos no se limita necesariamente al TGI humano. El 

TGI de varias especies de animales, como cerdos, ratas e incluso aves de corral, es una 

buena fuente de probióticos (Petrof, 2009). Recientemente, se aisló L. johnsonii CRL 

1647 del intestino de la abeja Apis mellifera L., demostrando un efecto beneficioso 

sobre las colonias de éstas abejas (Audisio y Benítez-Ahrendts, 2011). También se han 

obtenido cepas probióticas del TGI de peces marinos y de agua dulce, tales como 

Carassius auratus gibelio (Chu et al., 2011), la trucha arco iris (Pérez-Sánchez et al. 

2011) y el camarón (Hill et al., 2009).  

 Aunque la gran mayoría de las cepas probióticas se han obtenido a partir de 

productos lácteos, fermentados lácteos y del TGI, hay estudios que muestran que las 

cepas probióticas también se encuentran en sustratos fermentados no lácteos (Rivera-

Espinoza y Gallardo-Navarro, 2010). Por ejemplo, en experimentos in vitro se ha 

demostrado que ciertas cepas bacterianas aisladas de la carne (L. sakei, L. curvatus y 

Staphylococcus carnosus) y de frutas (L. paracasei y L. plantarum), pueden expresar 

propiedades funcionales y metabólicas similares a las de las bacterias intestinales 

humanas (Haller et al., 2001).  

 

Aislamiento 

 Hoy día se acepta que los enfoques basados en métodos de cultivo proporcionan 

una imagen incompleta de la diversidad microbiana. Los nichos ecológicos presentan 

una compleja interrelación entre las diferentes especies de microbios, que no se pueden 

imitar utilizando métodos de cultivo tradicionales. Enfoques moleculares que omiten el 

paso de cultivo se han vuelto populares como método para identificar la diversidad 

microbiana de diferentes fuentes. Estos métodos suministran información importante 

sobre los ecosistemas microbianos.  

 El primer paso en el estudio de un ecosistema es el aislamiento de sus miembros 

(Fontana et al., 2013). En el aislamiento de bacterias probióticas es importante mantener 

la muestra en condiciones adecuadas antes de proceder a incubarla en medios selectivos. 

La gran mayoría de los probióticos son anaeróbicos o anaeróbicos facultativos. Por ello, 

la muestra recogida debe ser inmediatamente puesta en condiciones de anaerobiosis y 
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procesada lo antes posible. Se recomienda que una vez obtenida, no se superen las 3 

horas. Las muestras deben ser homogeneizadas rápidamente y luego diluidas para 

proceder a cultivarlas en medios selectivos (Muñoz-Quezada et al., 2013). 

 Se han desarrollado varios medios de cultivo para el aislamiento selectivo de 

bifidobacterias y lactobacilos (Hartemink y Rombouts, 1999; Hartemink et al., 1996; 

Beerens, 1990; Dave y Shah, 1995; Munoa y Pares, 1988; Nebra y Blanch, 1999; Silvi 

et al., 1996; Rogosa et al., 1951; Downes e Ito, 2001; MacFaddin, 1985). Rogosa et al. 

desarrollaron un medio selectivo para el aislamiento y recuento de lactobacilos y 

bifidobacterias, tanto orales como fecales, que contiene una base de agar Columbia 

suplementado con ácido propiónico. El pH ácido de este medio es fácilmente tolerado 

por lactobacilos y bifidobacterias, pero, además, inhibe el crecimiento de otros 

organismos presentes en las heces humanas, tales como especies de Bacteroides y 

Eubacterium. Las placas de agar son incubadas a 37 oC durante un rango de 48 a 72 

horas en un ambiente anaeróbico para el crecimiento de bifidobacterias y otras especies. 

Otra alternativa es una atmósfera rica en CO2 para favorecer el crecimiento de 

lactobacilos. Posteriormente, las colonias se aíslan y transfieren a un medio líquido o a 

una nueva placa de agar. 

 

Identificación 

 La identificación de microbios aislados desde el TGI o de alimentos es la 

primera etapa en la selección de potenciales probióticos.  

 Para el caso de muchos ecosistemas, sólo un pequeño porcentaje de los 

microbios pueden crecer en los medios de cultivo utilizados hoy día (Amann et al., 

1995). La clasificación taxonómica podría ser definida como el proceso de catalogación 

de la biodiversidad basado en un enfoque con muchas fases (Vandamme et al., 1996), 

que implica métodos genotípicos y fenotípicos. Históricamente, los métodos fenotípicos 

se han utilizado para identificar a las bacterias. La taxonomía durante muchas décadas 

se basó en el tipo de fermentación que se producía por las bacterias, determinado por 

cuál era el azúcar fermentado y los productos posteriormente generados. Por este 

motivo, los probióticos han sido principalmente clasificados como LAB. 
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 Hoy en día, el análisis de la subunidad ribosomal 16S se ha convertido en el 

método de elección para su correcta identificación. Durante las últimas dos décadas, los 

microbiólogos han utilizado este fragmento conservado para la clasificación filogenética 

(Woese, 1987; Winker y Woese, 1991). También la relación entre los organismos se 

estima a través de la comparación de sus secuencias en las bases de datos disponibles, 

DDBJ (DNA Data Bank of Japan), ENA (European Nucleotide Archive) y GenBank 

(National Institutes of Health (NIH) genetic sequence database).  

 El análisis de la subunidad 16S se ha sido combinado con otros métodos para 

identificar comunidades bacterianas del intestino y fuentes ecológicas. Dentro de estas 

técnicas podemos nombrar la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la 

electroforesis en gel de agarosa, Inmunofluorescencia in situ (FISH) o la digestión con 

enzimas de restricción del fragmento amplificado correspondiente a la subunidad 16S 

(terminal restriction fragment length polymorphism, T-RFLP). Sin embargo, el 

fragmento obtenido es extremadamente pequeño, alrededor de 1500 pares de bases (pb) 

en comparación con el genoma bacteriano completo de 30.000 a 40.000 pb. Por lo tanto, 

es necesario obtener información complementaria para poder diferenciar cepas de una 

misma especie. La región intergénica (16S-23S) exhibe una gran variación que ha 

permitido diferenciar entre distintas especies de procariotas (Leblond-Bourget et al., 

1996). Finalmente, el análisis del genoma bacteriano es la herramienta más utilizada en 

la actualidad para identificar cualquier tipo de microorganismos.  

 

Caracterización 

 Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium son los más importantes cuando 

nos referimos al término "probiótico", en cuanto a especies documentadas. Cuando éstas 

son ingeridas en un número suficiente deben superar el TGI y persistir durante algún 

tiempo para poder ejercer sus efectos beneficiosos. En la parte introductoria del tema se 

definieron los principios que debían poseer las cepas candidatas para ser consideradas 

como probióticas. Para ello, las bacterias debían ser administradas vivas, aunque 

algunos autores han demostrado que los efectos beneficiosos también pueden existir 

cuando las cepas se administran muertas (de los Reyes Gavilán et al., 2011).  
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 La capacidad de tolerar un pH extremadamente ácido (1,5 - 3,0), las enzimas 

gástricas, las sales biliares y otras enzimas intestinales presentes en el TGI son las 

distintas barreras que deben superar las cepas administradas para llegar en cantidad 

suficiente para ejercer sus efectos (Masco et al., 2007). Varios ensayos in vitro han sido 

diseñados para imitar estas condiciones a las que son sometidas las cepas que se 

consideran potenciales probióticos. 

 Resistencia a pH ácido y sales biliares: La tolerancia a un medio ácido es uno 

de los criterios generales para la selección de posibles cepas probióticas, con la idea de 

garantizar su viabilidad y funcionalidad (FAO, 2002). Sistemas in vitro, en los que se 

incluyen incubaciones controladas con jugos gástricos reales y/o simuladas (pH 2,0 a 

4,0 y 70-180 min), se han utilizado preferentemente en la evaluación de nuevas cepas 

probióticas (Sanz, 2006). También se han desarrollado modelos complejos que simulan 

el tránsito gastrointestinal (Masco et al., 2007; Mainville et al., 2005). Por otra parte, se 

han realizado incubaciones de 1 a 4 h en medios enzimáticos y/o químicos en intervalos 

de pH de 1,5 a 3,0. Las sales biliares facilitan la digestión de compuestos lipofílicos, 

pero también se comportan como agentes antimicrobianos por influir en el 

establecimiento de la microbiota intestinal. Las concentraciones fisiológicas de sales 

biliares en la bilis humana van desde 0,3 a 0,5% (Dunne et al., 2001; Zavaglia et al., 

1998). Los ensayos in vitro con sales biliares se llevan a cabo con bilis bovina de 

concentraciones entre 0,3 y 0,7% durante 60-180 min.  

 Los probióticos muestran resistencia variable tanto a los medios ácidos como a 

los que presentan sales biliares, siendo esta característica dependiente de la cepa. 

Existen en la literatura controversias sobre la supervivencia de las bifidobacterias; hay 

estudios que han descrito que son muy sensibles a valores ácidos de pH. Algunas 

especies presentan tasas de supervivencia nula a pH 2,0 durante 90 min (Sanz, 2006; 

Charteris et al., 1998), menos de 1% a pH 3,0 durante 2 h (Takahashi et al., 2004) y un 

aumento de supervivencia cuando el pH varía desde 3,0 a 5,0 durante 3 h (Matsumoto et 

al., 2004). En cambio, algunos autores destacan que los porcentajes más altos de tasas 

de supervivencia se han descrito para las bifidobacterias (Matto et al., 2006; Chenoll et 

al., 2011; Muñoz et al., 2011; Li et al., 2010). Para las cepas de Lactobacillus se han 

demostrado altas resistencias a pH ácidos. Un estudio en el que se evaluaron 20 cepas 

de Lactobacillus demostró una tasa de supervivencia que variaba de 2 a 100% con un 



ANTECEDENTES 

28 

 

pH de 3,0 durante 1 h. Sobre las sales biliares, la tasa de supervivencia de las 

bifidobacterias varía desde 1 a 70% en concentraciones de 0,3% de sales durante 90 min 

(Mainville et al., 2005). Para el caso de los lactobacilos, se han probado dos cepas de L. 

plantarum que han tenido una supervivencia mayor al 50% con una concentración de 

sales biliares desde 0,3 a 1% durante 2 a 3 h (Bosch et al., 2012). 

 Por los datos expuestos anteriormente, se observa que las bacterias desarrollan 

cierta adaptación cuando se les somete a condiciones de estrés, tales como medios con 

cantidades variables de nutrientes, distintos pH ácidos y porcentajes de sales biliares 

(Mills et al., 2011).  

 Adherencia a células epiteliales intestinales: La adherencia a las células 

epiteliales intestinales y también al mucus es una característica importante de los 

probióticos para promover el tiempo de residencia en el intestino, la exclusión de 

algunos patógenos y las interacciones que pueden ocurrir con el hospedador y con el 

sistema inmunitario.  

 En los últimos 25 años, la línea celular Caco-2 ha sido la más usada para 

determinar la capacidad de adhesión de las cepas probióticas (Dicks y Botes, 2010). Las 

células Caco-2 forman una monocapa homogénea, que se asemeja a la de los enterocitos 

maduros humanos en el intestino delgado (Lenaerts et al., 2007). 

 Existe otro tipo de línea celular de colon, la HT-29 que también muestra 

características típicas de diferenciación de enterocitos y se ha utilizado en  ensayos de 

adhesión in vitro (Gopal et al., 2001). Los resultados obtenidos en los estudios de 

adhesión en modelos in vitro, líneas celulares y/o su combinación son muy variados 

(Laparra y Sanz, 2009). De hecho, lactobacilos, bifidobacterias y bacterias patógenas 

exhiben diferencias en la adhesión al mucus, células Caco-2, Caco-2 más mucus, HT-

29-MTX y Caco-2/HT-29-MTX. Así por ejemplo, para L. rhamnosus GG se han 

obtenido capacidades de adhesión en los sistemas antes mencionados de 10,21%, 

5,17%, 3,19%, 0,84% y 0,85%, respectivamente. Muchos estudios in vitro evalúan la 

adhesión de potenciales bacterias probióticas y las interacciones con patógenos en la 

interfaz del epitelio intestinal, obteniendo resultados que dependen fundamentalmente 

de la técnica y cepa utilizada (Izquierdo et al., 2008). 
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 Las diferencias existentes entre las condiciones experimentales utilizadas para la 

tolerancia en medio ácido, (medios acidificados usando ácido clorhídrico o láctico, con 

y sin enzimas), resistencia a sales biliares (dosis y origen de las sales biliares) y 

adhesión (mucus, líneas celulares, células más mucus) generan un problema a la hora de 

comparar los diferentes estudios y resultados. Además, es importante destacar que cada 

una de las etapas descritas tiene siempre la cualidad de ser cepa-específica, variando 

entre diferentes especies y géneros. Así, los estudios clínicos posteriores son la 

herramienta definitiva para establecer la verdadera funcionalidad de la cepa estudiada 

(Fontana et al., 2013). 

 Actividad antimicrobiana: Los probióticos, por definición, cuando son 

administrados en cantidades adecuadas ejercen efectos beneficiosos para el hospedador. 

Uno de los más importantes es la actividad antimicrobiana frente a patógenos (Laparra y 

Sanz, 2009). 

 Las infecciones intestinales están mediadas por la adhesión de las bacterias 

patógenas a la superficie de las mucosas, lo que produce un cambio en la microbiota 

intestinal presente. Las bacterias probióticas pueden tener un rol protector a través de 

diversos mecanismos que incluyen la producción de sustancias antimicrobianas, la 

competencia con los propios patógenos por nutrientes, la adhesión a sitios de unión que 

impiden la posterior infección de los mismos y la estimulación del sistema inmunitario 

(Collado et al., 2007). 

 Ferreira et al. evaluaron la capacidad de 7 cepas de L. gasseri para adherirse a la 

mucosa intestinal frente a los patógenos Cronobacter sakazakii (ATCC 29544) y 

Clostridium difficile (ATCC 1296). Estas cepas probióticas produjeron una disminución 

en la adhesión de estos patógenos (Ferreira et al., 2011). 

 La capacidad de las cepas probióticas de inhibir el crecimiento de patógenos en 

medios de cultivo sólido y líquido y la posterior modulación mediante la producción de 

citoquinas y factores de crecimiento en líneas celulares, ha sido documentada usando 

modelos in vitro para la evaluación de sus efectos biológicos. Hay que añadir que 

también se han realizado estudios de actividad antimicrobiana de probióticos en 

modelos animales.  
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 Finalmente, varias cepas de lactobacilos y bifidobacterias han demostrado la 

inhibición del crecimiento de Escherichia coli (Gopal et al., 2001; Todoriki et al., 2001; 

Chu et al., 2005; Tsai et al., 2008; Candela et al., 2008), Salmonella typhimurium, 

Shigella flexneri (Jankowska et al., 2008; Tien et al., 2006; Cho et al., 2009) y 

Clostridium difficile (Pillai y Nelson, 2008). 

 

Seguridad 

 Hasta el año 2002, fecha en que se creó la Autoridad Europea de Seguridad 

Alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés, European Food Safety Authority), no 

existía ninguna guía formal que detallara la seguridad en productos alimentarios que 

contuvieran microbios. En 2007, el Comité Científico sobre Nutrición Animal propuso 

las normas "qualified presumption of safety" (QRS), sobre presunción de seguridad en 

productos alimentarios que tuvieran algún microbio. Las LAB se convirtieron en uno de 

los primeros grupos sometidos a estas normas, que se basan en cuatro etapas que deben 

cumplirse obligatoriamente:  

• Definición de la taxonomía del microbio. 

• Entrega de información referente a literatura científica, historia de uso, 

aplicaciones industriales y datos en intervenciones animales y humanas para 

proporcionar el status de presunción de seguridad. 

• Exclusión de la patogenicidad. 

• Definición de su uso final. 

 

 Los factores que se deben considerar para evaluar la seguridad de los probióticos 

incluyen: historia de aislamiento y clasificación taxonómica del probiótico potencial, 

controles de fabricación que eliminen la contaminación (incluida la contaminación 

cruzada entre lotes) de probióticos con microbios u otras sustancias, evaluación de la 

existencia de asociación de los probióticos con infección y toxicidad a nivel de cepa y 

determinación del estado fisiológico de la población consumidora del producto, con 

especial consideración en bebés recién nacidos y pacientes en estado crítico (dosis 

administrada y método de administración). 
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 Si se superan todas estas cuestiones, los probióticos son considerados 

generalmente como "seguros", pero esta hipótesis no puede ser asumida en términos 

absolutos, pues los análisis para asegurar la seguridad deben ser cada vez más 

específicos en alimentos y suplementos dietéticos que contengan alguna cepa y que sean 

administrados a la población general.  

 Una vez superadas las distintas etapas de aislamiento, identificación, 

caracterización y seguridad de la cepa se procede a la producción industrial. En ella hay 

dos aspectos fundamentales. En primer lugar, el microorganismo necesita ser cultivado 

en un medio adecuado que permita el crecimiento en grandes cantidades; y, en segundo 

lugar, se debe asegurar la viabilidad de las cepas durante la fabricación. Ambos aspectos 

son importantes y la producción se convierte en una fase clave para un posible 

probiótico que debe superar el crecimiento y los procesos a los que será sometido 

(Fontana et al., 2013). 

 

Evaluación 

 Estudios in vitro: Numerosos estudios han utilizado líneas celulares animales y 

humanas como modelos de intestino (Cencič y Langerholc, 2010), tales como células 

Caco-2, HT-29, IEC-6, IEC-18 y T84. En la mayoría de estos modelos experimentales 

in vitro, las células epiteliales son cultivadas en una monocapa, no pudiendo reproducir 

las particularidades del epitelio funcional. Para superar este problema, los 

investigadores han tratado de entender los mecanismos que explican las interacciones 

dinámicas entre el epitelio intestinal, las bacterias y el sistema inmunitario y han 

concluido que la mejor manera de aunar todo esto es utilizando co-cultivos de CD y 

epiteliales de intestino con probióticos (Borchers et al., 2009), así como modelos en 3 

dimensiones (Cencič y Langerholc, 2010). Los modelos en 3 dimensiones se generan 

usando una línea celular epitelial intestinal de origen no-carcinogénico que se cultiva en 

una membrana microporosa, permitiendo la polarización de las células intestinales. Por 

debajo de la membrana microporosa (lado basolateral), las células epiteliales forman 

otra capa con células inmunitarias (macrófagos y CD), imitando el tejido linfoide de la 

mucosa. La microbiota intestinal es añadida a la parte apical de la membrana para 

estudiar sus efectos. Estos tres componentes (epitelios, células inmunitarias y 
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microbiota) son los factores más importantes en el intestino; por tanto, estos modelos 

tratan de imitar la situación que realmente ocurre in vivo.  

 

Evaluación clínica 

 Muchos estudios clínicos han tratado de evaluar una gran variedad de 

probióticos en diversas condiciones fisiológicas y patológicas. Sin embargo, muchos de 

estos estudios han sido cuestionados debido al pequeño número de pacientes utilizados 

o a la falta de un grupo de control. De hecho, la EFSA emite dictámenes científicos 

sobre la validez de las alegaciones de salud relacionadas con cepas probióticas. Un alto 

porcentaje de las alegaciones son rechazadas por la EFSA porque la relación de causa y 

efecto no está claramente establecida entre el consumo del probiótico y los efectos 

beneficiosos que se suponía que tenía.  El método más fiable para evaluar los beneficios 

terapéuticos de cualquier cepa probiótica es el uso de ensayos aleatorizados, controlados 

con placebo, los cuales se revisan a continuación dividiéndolos por estado fisiológico y 

patología. 

 Embarazo y lactancia: Asemi et al. evaluaron los efectos del consumo diario 

de un yogur que contenía cepas probióticas sobre parámetros inflamatorios en mujeres 

embarazadas. Las mujeres consumieron 200 g de yogur probiótico con L. acidophilus 

La5 y B. animalis BB12, o 200 g de yogur convencional al día durante 9 semanas. El 

yogur probiótico disminuyó de manera significativa la expresión de la proteína C-

reactiva, pero no tuvo ningún efecto sobre los niveles del factor de necrosis tumoral alfa 

(TNF-α) en las mujeres embarazadas. Además, tuvo lugar un aumento de los niveles de 

glutatión reductasa en las embarazadas sin afectar a ningún otro índice de estrés 

oxidativo (Asemi et al., 2012). Dugoua et al. describieron que Lactobacillus y 

Bifidobacterium no presentaron ningún efecto sobre la incidencia de cesárea, peso al 

nacer y/o edad gestacional (Dugoua et al., 2009). 

 Alergia: Vliagoftis et al. evaluaron la evidencia clínica para el uso de los 

probióticos como alternativa terapéutica en la rinitis alérgica y el asma. La revisión 

incluyó 12 estudios clínicos aleatorizados. Un total de 9 ensayos mostraron una mejora 

de la rinitis alérgica debido a la utilización de probióticos. Dentro de ellos, todos los 

ensayos relativos a rinitis alérgica persistente demostraron reducción en los síntomas y 
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cantidad de medicación administrada comparado con el placebo. Por otra parte, en los 

ensayos donde se evaluaba la rinitis alérgica estacional, se observó mejoría clínica. Los 

9 estudios en los que se describieron diversas mediciones inmunológicas de alergia no 

mostraron ningún efecto significativo debido al probiótico, al igual que los estudios 

sobre el efecto de la administración de probióticos en el tratamiento del asma. Tomados 

en conjunto, estos resultados sugieren que los probióticos podrían tener un efecto 

beneficioso en la rinitis alérgica en dos aspectos: la reducción de algunos síntomas 

severos y de la medicación utilizada (Vliagoftis et al., 2008). 

 En el estudio en el que se analizó el efecto simbiótico entre un probiótico y un 

prebiótico en la prevención de la enfermedad atópica, Kuitunen et al. evaluaron a niños 

de 1.223 madres embarazadas con un alto riesgo de alergia (por lo menos uno de los 

padres con asma diagnosticado, rinitis alérgica o eczema atópico). Cada mujer recibió 

dos veces al día una combinación probiótica de L. rhamnosus GG, L. rhamnosus 

LC705, B. breve BB99 y Propionibacterium freudenreichii ssp shermanii JS o un 

placebo durante 4 semanas antes del parto. Sus recién nacidos recibieron los mismos 

probióticos, agregando también 0,8 g de un galacto-oligosacárido o placebo una vez al 

día desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad. Después, se realizó un seguimiento 

de los niños hasta los 2 años de edad por si  desarrollaban cualquier enfermedad 

alérgica. En las muestras de sangre y heces se evaluaron los valores hematológicos, 

calprotectina, α-1-antitripsina, TNF-α e IgA. A los 6 meses, el grupo de niños que 

recibió el probiótico mostró una disminución significativa de los valores de 

hemoglobina comparado con el grupo placebo. Además, se encontró una correlación 

negativa entre los valores de hemoglobina a los 6 meses de edad y la expresión de 

calprotectina fecal a los 3 meses de edad. Los valores hematológicos fueron similares en 

ambos grupos a los 2 años de edad (Kuitunen et al., 2009). 

 Olivares et al. realizaron un estudio doble ciego, controlado por placebo en 44 

niños alérgicos, distribuidos aleatoriamente en dos grupos: un grupo de yogur y un 

grupo de probiótico. Se recogieron muestras de sangre y heces. El consumo del 

producto probiótico indujo una disminución significativa en el nivel de IgE en el plasma 

y un aumento en las células reguladoras T CD4+/CD25+. La disminución de IgE sérica 

se acompañó de un aumento significativo de IgA en la mucosa. No se detectaron 

cambios en otras células implicadas en las reacciones alérgicas. El consumo del 
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producto probiótico también produjo cambios significativos en la respuesta innata, con 

un aumento significativo de las células natural killer (Olivares et al., 2006). 

 No hay evidencias que sugieran que los probióticos puedan ser un tratamiento 

efectivo para el eczema en los niños, pues la administración del probiótico ha llevado a 

la producción de eventos adversos (infecciones e isquemia intestinal), sin mostrar 

ningún beneficio en comparación con el placebo (Boyle et al., 2009). Un meta-análisis 

de seis estudios clínicos de prevención y cuatro de tratamiento, doble ciegos, 

aleatorizados y controlados por placebo en niños entre 0 y 13 años de edad indicó que el 

uso de probióticos para la prevención de la dermatitis atópica pediátrica es favorable, 

pero no para el tratamiento (Lee et al., 2008). Un análisis adicional en el que se excluyó 

el único estudio con un protocolo postnatal reveló un menor riesgo relativo, que en 

términos de tratamiento no mostró ninguna diferencia estadística. 

 Enfermedades relacionadas con el intestino: Olivares et al. investigaron el 

efecto de un producto fermentado que contenía dos cepas probióticas, L. gasseri 

CECT5714 y L. coryniformis CECT5711, sobre varios parámetros sanguíneos y fecales 

relacionados con la función intestinal de voluntarios sanos. Un total de 30 voluntarios 

sanos fueron divididos aleatoriamente en dos grupos, uno tomó un yogur estándar y el 

otro las cepas antes mencionadas administradas vía oral. El grupo que recibió los 

probióticos no tuvo ningún evento adverso significativo y, además, las cepas 

administradas pudieron aislarse de las heces de los voluntarios. De hecho, la 

concentración en las heces de LAB aumentó en el grupo probiótico. Adicionalmente, la 

administración oral de los probióticos mejoró algunos parámetros intestinales, como la 

producción de AGCC, humedad fecal, frecuencia y volumen de las heces (Olivares et 

al., 2006). 

 Diarrea infecciosa: Una revisión Cochrane sobre la eficacia de los probióticos 

en el tratamiento de la diarrea infecciosa, que incluyó tanto niños como adultos, evalúo 

63 estudios con un total de 8.014 participantes. No se atribuyeron eventos adversos 

relacionados a la administración de los probióticos y su uso disminuyó la duración de la 

diarrea. Sin embargo, el efecto fue muy variable en los estudios analizados. Los autores 

concluyeron que su uso es seguro y ejerce efectos beneficiosos en disminuir la duración 

de los episodios de diarrea y la frecuencia de las diarreas infecciosas agudas junto con 

una buena hidratación (Allen et al., 2010). 
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 Diarrea asociada al uso de antibióticos: Un meta-análisis realizado por 

Johnston et al. valoró los resultados obtenidos en los estudios clínicos, paralelos, 

aleatorizados y controlados por placebo realizados que investigaban  la diarrea asociada 

al uso de antibióticos en niños de 0 a 18 años (Johnston et al., 2011). El tratamiento con 

probióticos fue comparado frente al tratamiento con placebo, profilaxis alternativa y/o 

no tratamiento y la incidencia de diarrea secundaria al uso de antibióticos. Los estudios 

incluían el tratamiento con Bacillus spp., Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., 

Lactococcus spp., Leuconostoc cremoris, Saccharomyces spp. y Streptococcus spp., de 

manera individual y/o combinada. A pesar de la gran heterogeneidad de las cepas 

probióticas utilizadas, la dosis y la duración y la calidad de los estudios, la evidencia 

global sugiere un efecto protector de los probióticos en la prevención de las diarreas 

asociadas al uso de antibióticos. 

 Diarrea persistente: Los resultados científicos  que sugieren que los probióticos 

pueden ser efectivos en tratar la diarrea persistente en niños son escasos. Bernaloa et al. 

revisaron cuatro estudios clínicos aleatorizados comparando una cepa específica de 

probióticos frente a placebo en niños con diarrea persistente. En cuatro estudios, con un 

total de 464 participantes, el tratamiento con probióticos redujo la duración de la diarrea 

persistente en dos de los estudios. De manera similar, la frecuencia de las deposiciones 

disminuyó en el grupo de probióticos en dos de los estudios. En otro estudio, se informó 

de una disminución en los días de hospitalización, sin encontrarse eventos adversos 

(Bernaola Aponte et al., 2010). 

 Enterocolitis necrotizante: Alfaleh et al. valoraron el empleo de probióticos en 

el tratamiento de la enterocolitis necrotizante (ENC) en 16 estudios aleatorizados y 

cuasi estudios clínicos en un meta-análisis que involucró a 2.842 niños prematuros de 

menos de 37 semanas de gestación y/o menos de 2.500 g de peso al nacer. Dentro de los 

estudios examinados existía una gran variabilidad en los criterios de inclusión (peso al 

nacer y edad gestacional), riesgo inicial de desarrollo de ENC para los grupos control, 

tiempo, dosis, formulación de probióticos y regímenes de alimentación. La 

administración enteral de probióticos redujo significativamente la incidencia de la ENC 

severa (etapa II o posterior) y la mortalidad. No hubo evidencia de una reducción 

significativa de sepsis nosocomial. Además, no se encontró evidencia de infección 

sistémica con el uso de probióticos en este estudio. Los autores concluyeron que la 



ANTECEDENTES 

36 

 

administración enteral de probióticos previene la ENC severa, aunque son necesarios 

más estudios para asegurar la eficacia del uso de probióticos en caso extremos como 

niños con bajo peso al nacer, donde es de suma importancia establecer claramente la 

eficiencia de la formulación y la dosis a utilizar. Braga et al. evaluaron el efecto de la 

administración de una combinación de L. casei y B. breve en niños prematuros con bajo 

peso al nacer que desarrollarían ENC. El uso de la combinación tuvo un efecto 

beneficioso en la incidencia de ENC en la etapa II o posterior. Además, se asoció con 

una mejora en la motilidad intestinal en el tiempo necesario para alcanzar la 

alimentación enteral completa (Braga et al., 2011). 

 Colitis ulcerosa: Se ha descrito que el tratamiento con probióticos es efectivo en 

la remisión de la colitis ulcerosa (CU) (Sang et al., 2010). Trece estudios clínicos 

aleatorizados revisaron el tratamiento de la CU con probióticos. Comparado con el 

grupo placebo, se demostró que la tasa de remisión de la CU para el grupo de pacientes 

que recibieron probióticos fue del 2,0% (95% IC 1,35-2,96). Durante el curso del 

tratamiento, los pacientes que recibieron probióticos durante al menos 12 meses 

tuvieron una tasa de remisión de CU de 1,36% (95% IC 1,07-1,73) y la incidencia de 

CU en el grupo que tomó probióticos fue 0,69% (95% IC 1,01-2,47), comparados con el 

grupo placebo. Para el grupo de CU de gravedad media a moderada la tasa de 

recurrencia fue 0,25% (95% IC 0,12-0,51). Dentro de los grupos tratados con 

probióticos, el que recibió B. bifidum mostró una tasa de recurrencia de 0,25% (95% IC 

0,12-0,50), comparados ambos con el grupo placebo.  

 La inflamación de la bolsa ileal (IBI) es la complicación más importante después 

de la anastomosis ileo-anal en pacientes con CU. Mimura et al. describieron que una 

dosis diaria de 6 g de la mezcla probiótica VSL#3 fue eficaz en la remisión de IBI en 

pacientes tratados durante 1 año. La remisión se mantuvo durante 1 año en el 85% de 

los pacientes del grupo de VSL#3, comparado con el 6% del grupo de placebo (Mimura 

et al., 2004). En un trabajo más reciente, pacientes en remisión con IBI inducida por 

tratamiento con antibióticos fueron reclutados para recibir VSL#3 o placebo durante el 

mantenimiento de la remisión (Kühbacher et al., 2006). Se obtuvieron biopsias antes y 

dos meses después del inicio de la administración de VSL#3 y del placebo. La terapia 

con VSL#3 aumentó el número total de células bacterianas intestinales, la riqueza y la 

diversidad de la microbiota bacteriana, especialmente la anaerobia, mientras que la 
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microbiota de hongos fue reprimida. En contraste, los pacientes que recibieron el 

placebo recayeron más con una marcada reducción en la diversidad de la microbiota. 

 Enfermedad de Crohn: Doherty et al. revisaron en 2010 los estudios clínicos 

que comparaban el uso de antibióticos y/o probióticos con placebo en la prevención de 

la recurrencia clínica de la enfermedad de Crohn (Doherty et al., 2010). Incluyeron un 

total de siete estudios (2 estudios con antibióticos frente a placebo y 5 frente a 

probióticos y placebo). La administración de probióticos no se asoció con ninguna 

diferencia significativa en el riesgo de recurrencia de la enfermedad de Crohn cuando se 

comparó con el placebo. 

 Síndrome de intestino irritable: El síndrome de intestino irritable (SII) es una 

condición crónica que afecta de un 3 a 25% de la población y para la cual no existe 

disponible ningún tratamiento específico, tan solo sintomático. Cuando se descubrió que 

la microbiota intestinal normal se alteraba en el SII, se empezó a considerar el uso de 

probióticos en la mitigación de los síntomas. McFarland y Dublin revisaron 20 estudios 

clínicos que incluyeron un total de 1404 sujetos con SII. El uso de probióticos se asoció 

con una mejora en los síntomas globales de SII y un menor dolor abdominal 

comparados con el placebo (McFarland y Dublin, 2008). Gawrońska et al. investigaron 

la eficacia de L. rhamnosus GG para el tratamiento de la dispepsia funcional, SII y/o 

dolor abdominal en niños. Los autores encontraron que L. rhamnosus GG reducía la 

frecuencia de dolor en niños con SII (Gawrońska et al., 2007). En contraste con los 

resultados anteriores, Bausserman y Michail encontraron que la administración de L. 

rhamnosus GG a 50 pacientes de entre 6 y 20 años con SII durante 6 semanas no 

disminuyó el dolor abdominal cuando se comparó con un placebo. No hubo diferencias 

significativas en otros síntomas gastrointestinales, exceptuando la percepción de la 

distensión abdominal (Bausserman y Michail, 2005).  

 Se ha observado que el tratamiento del SII con lisados de Enterococcus faecalis 

y E. coli ha sido efectivo y superior al placebo en la reducción de los síntomas típicos, 

tales como dolor abdominal y distensión  (Enck et al., 2008). En 297 pacientes con SII 

tratados durante 8 semanas con estos lisados en un estudio clínico, doble ciego y 

aleatorizado, los pacientes que respondieron al tratamiento tuvieron al menos un 50% 

menos de síntomas globales y de dolor abdominal. La tasa de éxito en los voluntarios 

tratados con probióticos, en lo que se refiere a síntomas globales, fue de 102/149 
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(68,5%) comparado con el placebo de 56/148 (37,8%, P˂0,001). El grupo probiótico 

mejoró el dolor abdominal en un 72,5% (108/149) y el placebo en un 44,6% (66/148). 

El promedio de respuesta del grupo tratado con los lisados fue de 4 a 5 semanas frente a 

las más de 8 semanas del placebo.  

 Enfermedad hepática crónica: Los pacientes con enfermedad hepática crónica 

generalmente tienen una microbiota intestinal desequilibrada que afecta directamente al 

desarrollo y empeoramiento de la enfermedad. Liu et al. efectuaron un estudio clínico 

aleatorizado, controlado por placebo. Los pacientes en el grupo tratado recibieron una 

leche fermentada durante 14 días que contenía Bacillus bifidus, L. acidophilus, L. 

bulgaricus y S. thermophilus. Después de la intervención, el grupo con la leche 

fermentada tuvo un menor recuento de E. coli y menor desequilibrio en la microbiota 

intestinal que el grupo con placebo. Además, hubo una mejoría de los síntomas de la 

enfermedad, como ingesta de alimento, apetito, distensión abdominal y fluido ascítico 

(Liu et al., 2010). Por otra parte, Aller et al. demostraron que la ingesta de un 

comprimido con 500 millones de bacterias de L. bulgaricus y S. thermophilus mejoraba 

los niveles de aminotransferasa hepática en pacientes con enfermedad de hígado graso 

no alcohólico (Aller et al., 2011). 

 Pancreatitis aguda: Zhang et al. revisaron todos los estudios clínicos 

aleatorizados importantes que estudiaban el efecto de probióticos, prebióticos 

(ingredientes alimentarios no digeribles, que mejoran la salud humana por la 

estimulación selectiva del crecimiento y/o actividad de las bacterias existentes en el 

colon) y la combinación de ambos (simbióticos) en pacientes con pancreatitis aguda. Se 

incluyeron un total de siete estudios clínicos aleatorizados con 559 pacientes. Ninguno 

de los tratamientos mostró influencia en la incidencia de infecciones postoperatorias, 

infección pancreática, fallo orgánico múltiple y síndrome de respuesta sistémica 

inflamatoria. Tampoco hubo diferencias significativas en la duración de la terapia con 

antibióticos y la mortalidad. Sin embargo, el tratamiento se asoció con una menor 

estancia hospitalaria (Zhang et al., 2010).  

 Sharma et al. (2011) investigaron el papel de los probióticos en la permeabilidad 

del intestino y de la endotoxemia en pacientes con pancreatitis aguda. Los pacientes 

fueron asignados aleatoriamente para recibir un placebo o una mezcla de L. acidophilus, 

B. longus, B. bifidum, B. infantalis y 25 mg de fructo-oligosacáridos. 
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Desafortunadamente, el estudio  tuvo que ser suspendido de manera prematura por la 

gravedad de los pacientes.  

 

Mecanismos de acción de los probióticos 

Las defensas del hospedador deben realizar una criba del medio luminal para 

poder diferenciar entre microorganismos comensales y patógenos ocasionales ya que, 

dependiendo de si se trata de unos u otros, se producirá una respuesta distinta. Existen 

dos mecanismos de defensa frente a la colonización por microorganismos patógenos: 

mecanismos activos y  pasivos. Los epitelios son los más relevantes, en particular el 

intestinal. Representa la primera línea de defensa frente a la colonización por patógenos. 

Los enterocitos superficiales sirven como sensores del ambiente luminal, 

secretando péptidos antibacterianos, IgA y quimioquinas que alertan y dirigen la 

respuesta inmunitaria al sitio de la infección (Shanahan et al. 2005). Las células M están 

especializadas en toma de muestras del medio ambiente y transporte de antígenos del lumen a 

la capa mucosa para posteriormente presentar los antígenos a las células T. Finalmente, las 

CD intestinales juegan un papel crucial como sensores inmunitarios ya que pueden 

directamente controlar el contenido intestinal, o bien por la entrada directa de antígenos 

a través del epitelio o bien mediante la extensión de las dendritas entre los enterocitos 

superficiales sin alterar las uniones estrechas (Rescigno et al., 2001) 

La discriminación entre microorganismos comensales y patógenos está mediada 

por el sistema de receptores de PRR. La microbiota controla también la proliferación y 

diferenciación de las células epiteliales, y modula la maduración y la actividad de la 

respuesta inmunitaria innata y adaptativa (Plaza-Díaz y Gil, 2013; Thaiss et al., 2016). 

Diferentes cepas de la misma especie pueden tener efectos diversos. Lo único 

que tienen en común es crear un entorno más favorable en el intestino, favoreciendo un 

sistema digestivo e inmunológico saludable (Hill  et al., 2014; Reid., 2016).  
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Figura 5. Mecanismos de acción de probióticos. Bermudez-Brito M, Plaza-Díaz J, Muñoz-Quezada S, Gómez-Llorente C, Gil A. 

Probiotic mechanisms of action. Ann Nutr Metab 2012; 61: 160-174. 

 

El mecanismo de acción de los probióticos no se conoce con exactitud aunque se 

han propuesto varios: la mejora de la barrera epitelial, el aumento de la adhesión a la 

mucosa intestinal, la inhibición concomitante del patógeno mediante la adhesión, la 

exclusión competitiva de los microorganismos patógenos, la producción de sustancias 

anti-microbianas y la modulación del sistema inmunitario (Figura 5) (Dos Reis et al., 

2017; Bron et al., 2017). 
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Mejora de la barrera epitelial 

La barrera intestinal se mantiene gracias a uniones estrechas entre las células 

epiteliales intestinales en las que intervienen proteínas asociadas a las membranas 

celulares que sellan el espacio intercelular conservando la integridad del epitelio y 

evitando la entrada de patógenos (Wan et al., 2016). 

Las defensas de la barrera intestinal comprenden la capa mucosa, péptidos 

antimicrobianos, IgA secretora y el complejo de adhesión para la unión epitelial 

(Ohland y Macnaughton, 2010). Se ha demostrado que los probióticos actúan 

estimulando la secreción de moco, fortaleciendo las uniones estrechas entre las células 

epiteliales, aumentando la protección de la proteína de choque térmico de las células y 

previniendo la apoptosis de las células epiteliales intestinales (Liu et al., 2014). Cuando 

la función de barrera se pierde, los antígenos bacterianos y derivados de los alimentos 

pueden llegar a la submucosa e inducir respuestas inflamatorias, resultando en la 

aparición de desórdenes intestinales como el SII (Hooper et al., 2001; Hooper et al., 

2003; Sartor, 2006). El consumo de bacterias no patógenas puede contribuir a la función 

de barrera intestinal, siendo los probióticos las bacterias más estudiadas por su 

participación en el mantenimiento de esta barrera. Sin embargo, los mecanismos por los 

que los probióticos mejoran la barrera intestinal no se entienden completamente (Wan et 

al., 2016). 

Datos recientes han indicado que los probióticos pueden iniciar la reparación de 

la función de barrera dañada. Así, por ejemplo, Escherichia coli Nissle 1917 (EcN1917) 

no sólo previene la disrupción de la barrera mucosa producida por E. coli 

enteropatógena, sino que restaura la integridad de la mucosa en células T84 y Caco-2. 

Este efecto está mediado por la mejora en la expresión y la redistribución de las 

proteínas de adhesión de las uniones estrechas (Zyrek et al., 2007; Stetinova et al., 

2010). Lactobacillus casei DN-114001 y VSL#3 son capaces de mantener la función de 

barrera intestinal por mecanismos similares (Parassol et al., 2005; Otte et al., 2004). 

En la prevención del daño epitelial inducido por citoquinas, característico en la 

enfermedad inflamatoria intestinal (Sartor, 2006), el uso de probióticos es eficaz, ya que 

contribuyen a la función de barrera de la mucosa. Dos péptidos secretados por L. 

rhamnosus GG, designadas p40 y p75, han demostrado recientemente prevenir la 
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apoptosis celular inducida por citoquinas a través de la activación de la proteína quinasa 

B y por inhibición de la proteína quinasa pro-apoptótica p38 activada por mitógenos 

(Yan et al., 2002; Yan et al., 2007). 

Varios estudios sugieren que el aumento de la expresión de genes implicados en 

la señalización de las uniones estrechas entre las células epiteliales es un posible 

mecanismo para reforzar la integridad de la barrera intestinal (Anderson et al., 2010). 

Por ejemplo, los lactobacilos regulan varios genes que codifican proteínas de adhesión, 

tales como E-cadherina y β-catenina, en un modelo de barrera con células T84. Además, 

la incubación de células intestinales con lactobacilos influye diferencialmente en la 

fosforilación de proteínas de adhesión y en la abundancia de las isoformas de la proteína 

quinasa C (PQC), tales como PQCδ, que afecta positivamente la función de barrera del 

epitelio (Hummel et al., 2012). 

El síndrome del intestino irritable se caracteriza entre otras cosas por incremento 

de la permeabilidad de la membrana intestinal. Se ha puesto de manifiesto que 

tratamientos con Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 

salivarius y dos cepas de Bifidobacterium lactis revierten este incremento (Nébot-

Vivinus et al., 2014) tanto in vivo como in vitro. Se determinó mediante la medición de 

ZO-1 y ocludina. El incremento de la permeabilidad  in vitro se indujo con LPS en 

células T84. In vivo, ratones C57/BL6 fueron sometidos a estrés (impidiéndoles la 

ingesta de agua). En ambos casos aumentó la expresión de las proteínas de adhesión 

celular ZO-1 y ocludina (Nébot-Vivinus et al., 2014).  

Hsieh et al., 2015 han examinado tres cepas probióticas de Bifidobacterium, 

Enterococcus y Lactobacillus en células Caco-2. Para ello, se alteró la membrana con 

TNF-α, que provoca daños en las proteínas de unión incluyendo claudina-1, ocludina y 

ZO-1, y su daño se evaluó mediante la resistencia eléctrica transepitelial (TER). Los 

resultados mostraron que Bifidobacterium bifidum incrementa la TER, mientras que 

Enterococcus la disminuye en comparación con los dos anteriores.  

Lactobacillus plantarum incrementa los efectos protectores de la barreta epitelial 

intestinal en células NCM460 mediante la prevención del daño de expresión y 

reordenamiento de proteínas de unión intercelulares como claudina-1, ocludina, JAM-1 

y zónula ocludens-1, y aumentando la secreción de mucosa (Liu et al., 2014). El efecto 
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se realiza a través de un dominio denominado MIMP que poseen unas proteínas en la 

superficie bacteriana (SLP). 

Un producto denominado BIFICO, que contiene: 1,0 × 109 UFC/g de 

bifidobacterias liofilizadas viables (Bifidobacterium longum), 1,0 × 109 UFC/g 

lactobacilos (Lactobacillus acidophilus) y 1,0 × 109 UFC/g Enterococcus faecalis se 

probó para estudiar sus efectos sobre la barrera intestinal. El estudio fue llevado a cabo 

in vitro con células Caco-2 dispuestas en monocapa y con la estimulación previa para 

incrementar la permeabilidad con Escherichia coli. También se llevó a cabo un estudio 

in vivo con ratones Knock-out (KO) para IL-10 y que padecen un estado inflamatorio, 

con lo que se altera la permeabilidad. En ambos casos, la administración de BIFICO 

mejoró la permeabilidad. En el estudio in vivo aumentó la expresión de ZO-1, claudina-

1 y ocludina. En el estudio in vitro se incrementó la TER (Shi et al., 2014). En otro 

estudio, Lactobacillus plantarum mejoró la permeabilidad (medida como TER) de 

células IPEC-J2 previamente dañadas con E. coli. También aumentó la expresión de 

proteínas de unión claudina-1, ocludina y ZO-1, y disminuyó a expresión de las 

citoquinas pro-inflamatorias IL-8 y TNF-α que pudo deberse a un descenso de 

expresión de NF-κβ y rutas de la proteín quinasa activada por mitógenos (MAPK) (Wu 

et al., 2016; Yao et al., 2017). 

Salmonella typhimurium es un agente infeccioso que promueve el incremento de 

la permeabilidad intestinal y un estado pro-inflamatorio. Para combatir los efectos que 

produce, se ha estudiado junto con la cepa Lactobacillus plantarum MTCC 5690 en 

ratones macho Albino Swiss. Los resultados muestran que la permeabilidad mejoró con 

el probiótico. Se observó en el incremento de expresión intestinal de proteínas de unión 

ocludinas, claudinas y ZO-1. También se determinaron cambios a nivel inmunitario, en 

concreto un incremento de TLR2 y una disminución de TLR4 frente a Salmonella 

(Rokana et al. 2016). 

Bifidobacterium animalis spp. lactis CNCM-I2494 también ejerce efectos 

protectores frente el incremento de la permeabilidad producida en ratones C57BL/6 

macho mediante ácido dinitrobenceno sufónico (DNBS), restaurando los niveles de 

Th1/Th2, las células Th1 son las encargadas de producir INF-γ, TNF-β e IL-2 y se 

desarrollan principalmente después de infecciones por bacterias y virus. Las células Th2 

son anti-inflamatorias y producen IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 y son responsables de una 
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fuerte producción de anticuerpos y de la activación de mastocitos, basófilos y 

eosinófilos (Hirahara et al., 2016; Romagnani et al., 1999). Esta cepa también restaura 

la permeabilidad intestinal alterada, mediante el incremento de los niveles de expresión 

proteico de claudina-3, 4, E-cadherina, ocludina y ZO-1 (Martín et al., 2016). 

Clostridium butyricum también mejora la permeabilidad intestinal. La 

evaluación del efecto de VSL# 3 se llevo a cabo en ratas Sprague-Dawley con cirrosis, 

encontrándose una disminución en la translocación bacteriana como consecuencia de 

una mayor expresión de proteínas de unión intercelulares como ocludinas (Sánchez et 

al., 2015). 

Lactobacillus fructosus C2 atenua el efecto de E. coli K88 y Salmonella 

typhimurium SL1344, que inducen cambios en células Caco-2. Los niveles de IL-8, p-

ERK, y p-JNKc disminuyeron tras el uso del probiótico. Además se redujo la 

permeabilidad (Yu et al., 2015).  

El estrés es un factor que influye en la microbiota del individuo y también afecta 

a la integridad de la barrera epitelial intestinal. El tratamiento de probióticos se ha 

demostrado que mejora la permeabilidad reduciendo el proceso de translocación 

bacteriana, con lo que se reduce la probabilidad de inflamación. 

Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis y Lactobacillus plantarum se 

administraron a pollos machos sometidos a estrés por calor. Los resultados demostraron 

que tras la medición de TER y la cuantificación de proteínas de unión estrechas 

ocludina y ZO-1, los probióticos mejoraron de manera parcial la permeabilidad (Song et 

al., 2014). 

Distintas cepas de Lactobacillus plantarum (WCFS1, CIP104448 y TIFN101) se 

probaron en humanos para estudiar la permeabilidad intestinal tras la administración de 

indometacina, estimulador de estrés. La permeabilidad se midió mediante la ratio de 

lactulosa-ramnosa y se mostró que modulada la expresión de genes relacionados con la 

adhesión célula-célula, en concreto estimularon la expresión de ZO-1 y ocludina y 

Mucina 2. Además, se observó un efecto sobre la metaloproteasa-2 (Mujagic et al., 

2017). 
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Lactobacillus plantarum se ha tratado en lechones con diarrea provocada por 

Escherichia coli K88, encontrándose que previno el deterioro de la morfología intestinal 

y mejoró el funcionamiento de la barrera intestinal medida a través de los niveles de 

expresión de ZO-1 y ocludina (Yang et al., 2014). Resultados similares se han 

encontrado con Clostridium butyricum en pollos tratados con E. coli K88 (Zhang et al., 

2016). 

Escherichia coli Nissle 1917 mejora la barrera intestinal en células de cáncer de 

colon HT-29/B6. El efecto parece estar mediado por la proteína TCPC de E. coli Nissle 

1917, que produce un incremento de la expresión de PKCζ y ERK1/2 por parte de las 

células HT-29/B6. El incremento de la expresión de estos factores de trascripción se 

correlaciona con los niveles de expresión de la proteína de uniones estrechas 

intercelulares claudina-14 (Hering et al., 2014). Así mismo, esta cepa también se evaluó 

en células T-84 y Caco-2 cultivadas en monocapas y sus resultados fueron similares 

(Alvarez et al., 2016).  

La combinación del prebiótico Salmosan (compuesto rico en β-galactomananos) 

y Lactobacillus plantarum aumentó la producción de citoquinas anti-inflamatorias (IL-

10) y disminuyó la producción de TNF-α en células Caco-2 estimulados con TNF-α y 

macrófagos (THP-1 estimulados a su vez con LPS de Salmonella enteritidis) (Brufau et 

al., 2017).  

No solo el contacto directo entre los probióticos y las células epiteliales mejoran 

la barrera intestinal. El caso de las secreciones producidas por Bifidobacterium infantis 

y Lactobacillus acidophilus mejoró el TER en células Caco-2 cultivadas en monocapa 

tras la estimulación de IL-1β. La mejora se debe al incremento de expresión de 

proteínas de unión ocludina y claudina-1 debido a la inhibición de NF-κβ en las células 

Caco-2 (Guo et al., 2017). 

La gliadina es un compuesto formado por glucoproteínas presentes en el trigo, 

que altera la permeabilidad de la barrera intestinal debido a que las moléculas no 

digeridas de la gliadina son resistentes a la degradación por las proteasas de la 

membrana del borde de cepillo gástrico. Se ha determinado que Lactobacillus 

rhamnosus GG mejora la barrera en un estudio realizado con células Caco-2 que fueron 

cultivadas con gliadina, de manera que reduce significativamente el contenido de 
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poliaminas (moléculas policatiónicas provenientes de la degradación de la gliadina) y se 

reduce la permeabilidad de la barrera. Sin embargo, la presencia de poliaminas es un 

pre-requisito de Lactobacillus rhamnosus GG para ejercer su capacidad de restauración 

de la permeabilidad afectando a la expresión de proteínas de unión como ZO-1, 

claudina-1 y ocludinas (Orlando et al, 2014). El mismo efecto se ha determinado con la 

administración de Bifidobacterium infantis y Lactobacillus acidophilus, que disminuyen 

la permeabilidad de células Caco-2 estimuladas con IL-1β (Guo et al., 2016). 

Lactobacillus rhamnosus GG revierte las diarreas por rotavirus en lechones a través de 

la mejora de la barrera epitelial (mediante incremento de ZO-1, ocludina y Bcl-2 y 

disminución de Bax). Además, normalizó la microbiota intestinal (Mao et al., 2016). 

Se ha demostrado que el tratamiento de Lactobacillus paracasei JCM 1163 

mejora la permeabilidad de la barrera intestinal en ratones C57BL/6. El efecto está 

mediado por la gran producción de cadenas de polifosfato inorgánico (PoliP) por parte 

de esta cepa (Saiki et al., 2016). Estos PoliP son captados a través de la membrana 

plasmática en células Caco-2 por integrinas β1. La inhibición de integrinas β1 y 

caveolinas-1 promueve la reducción de incorporación de PoliP, que provoca una 

disminución en la proteína chaperona de choque térmico HSP27 y, en consecuencia, un 

empeoramiento de la permeabilidad epitelial (Tanaka et al., 2015). 

Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus reuteri  P43-HUV y Lactobacillus 

johnsonii P47-HY incrementaron en células IPEC-J2 las proteínas de choque térmico 

HSP27 y HSP72 estimuladas con E. coli. También mejoraron la permeabilidad debido 

al incremento de las proteínas de unión ZO-1 (Liu et al., 2015). 

Para demostrar que los efectos de los probióticos se deben incluso a nivel de 

cepa, se compararon los efectos de Bifidobacterium longum CCDM372 y 

Bifidobacterium longum spp. Longum CCM7952 en ratones BALB/c a los que se indujo 

colitis mediante sulfato de dextrano sódico (DSS). CCM372 no produjo mejoría en la 

permeabilidad de la barrera intestinal; en cambio CCDM 7952 sí mostró mejora medida 

como una mayor expresión en las proteínas de uniones intercelulares ocludina y 

zonulina-1 (Srutkova et al., 2015). En un estudio similar con Lactobacillus paracasei 

B21060 también se observaron mejoras en los parámetros de la permeabilidad (Simeoli 

et al., 2015). 
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Las mucinas (MUC) son los principales constituyentes del moco epitelial y han 

sido durante mucho tiempo relacionadas con la salud y con el desarrollo de 

enfermedades. Los probióticos pueden promover la secreción mucosa, como un 

mecanismo que mejora la función de barrera y la exclusión de agentes patógenos. 

Varias especies de lactobacilos aumentan la expresión de mucinas en líneas celulares de 

intestino humano. Sin embargo, este efecto protector depende de la adhesión de los 

lactobacilos a la monocapa de células, algo que probablemente no se produce in vivo 

(Mack et al., 2003; Mattar et al., 2002; Yu et al., 2015). Por el contrario, hay datos que 

demuestran que un extracto celular de L. acidophilus es suficiente para aumentar la 

expresión de MUC2 en células HT29 independientemente del proceso de fijación (Kim 

et al., 2008). Estudios in vivo, menos consistentes ya que sólo se han realizado unos 

pocos, muestran resultados controvertidos. Ratones que recibieron diariamente VSL#3 

durante 14 días no presentaron ningún cambio en la expresión de mucinas (Gaudier et 

al., 2005). Por el contrario, ratas que recibieron VSL#3 en una dosis similar a la anterior 

durante 7 días tuvieron una expresión de MUC2 60 veces superior. La secreción de 

mucinas también aumentó (Caballero-Franco et al., 2007). Por consiguiente, la 

producción de moco puede incrementarse mediante el uso de probióticos in vivo, pero 

son necesarios más estudios para obtener conclusiones sólidas. 

La administración de Lactobacillus farciminis a ratas Wistar impidiéndoles la 

ingesta de agua para inducirles estrés (WAS), aumentó los niveles de expresión de 

Muc2 (Da Silva et al., 2014).  

Lactobacillus plantarum WCFS1 incrementó los niveles de moco intestinal en 

ratones Ercc1−/Δ7, los cuales poseen una capa delgada de moco. Se ha determinado que 

el mecanismo de acción que incrementa la producción de moco no involucra a los genes 

que se encargan de la producción de moco (van Beek et al., 2016).  
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Aumento de la adhesión a la mucosa intestinal 

La adhesión a la mucosa intestinal está considerada como un requisito 

fundamental para la colonización y para la interacción entre las cepas probióticas y el 

hospedador (Juntunen et al., 2001; Beachey et al., 1981; Schiffrin et al., 1997). La 

adhesión también es importante en la modulación del sistema inmunitario y en el 

antagonismo frente a patógenos (Schiffrin et al., 1997; Perdigon et al., 2002; Hirano et 

al., 2003). Para que las LAB se unan a la superficie es necesaria la interacción con las 

células epiteliales intestinales (CEI) y el moco epitelial. Las CEI secretan mucinas que 

evitan la adhesión de bacterias patógenas (Collado et al., 2005; González-Rodríguez et 

al., 2012). Además, en las CEI existen lípidos, proteínas libres, inmunoglobulinas y 

sales (Neutra, 1987). La interacción específica existente entre las proteínas de superficie 

de las bacterias probióticas con las CEI puede ser la principal causa en la exclusión 

competitiva de los probióticos frente a distintos patógenos (Ouwehand et al., 2002; 

Haller et al., 2001; Van Tassell et al., 2011).  

El proceso de adhesión está mediado por proteínas, aunque hay otros factores 

implicados como el ácido lipoteicoico (Vélez et al., 2007). El ejemplo más estudiado de 

adhesinas bacterianas es el de proteínas unidas al moco epitelial producidas por L. 

reuteri (Buck et al., 2005; Hynönen et al., 2002). Bajo ciertas circunstancias, las 

proteínas pueden facilitar la colonización del intestino humano a través de la 

degradación de la matriz extracelular (Candela et al., 2007; Candela et al., 2009; 

Candela et al., 2007; Guglielmetti et al., 2008; Sánchez et al., 2010). Probióticos tales 

como L. plantarum consiguen la inducción de las mucinas MUC2 y MUC3 para inhibir 

la adhesión de E. coli enteropatógena, proporcionando protección frente a la invasión de 

patógenos (Hirano et al., 2003; Voltan et al., 2007; Kim et al., 2010). 

Del mismo modo, Collado et al. (2006) evaluaron la adhesión de cepas de B. 

longum y B. catenulatum al moco intestinal humano y compararon los resultados 

obtenidos frente a cepas controles sensibles a los ácidos. Los resultados mostraron que 

las cepas que tenían capacidad de resistencia al medio ácido poseían además una alta 

capacidad de adhesión a la mucosa intestinal. Esta característica en la adhesión no 

siempre es mejorada con la adquisición de la resistencia al medio ácido. En general, la 

inducción de resistencia a un medio ácido en bifidobacterias puede ser una estrategia de 
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selección para cepas con mayor estabilidad y mejores propiedades probióticas (Collado 

et al., 2006; Bermudez-Brito et al., 2012). 

Los probióticos pueden también modificar las mucinas intestinales para impedir 

la unión de patógenos (Kim et al., 2010). El componente bacteriano encargado de la 

adhesión de cepas de L. acidophilus es una proteasa resistente asociada a la superficie 

bacteriana (Chauvière et al., 1992; Coconier et al., 1992; Greene y Klaenhammer, 

1994). De manera singular, el componente bacteriano también se degrada en un péptido 

antimicrobiano con propiedades frente a patógenos que son beneficiosas para el 

hospedador (Gopal et al., 2001).  

Las cepas probióticas además pueden inducir la liberación de defensinas por las 

células epiteliales. Estos péptidos/proteínas pequeños estabilizan la función de barrera 

del intestino (Furrie et al., 2005). Los estudios realizados indican que, en respuesta al 

ataque por bacterias patógenas, la primera línea de defensa química es el aumento en la 

producción de PAM, tales como α- y β-defensinas, catelicidinas, lectinas tipo-C y 

ribonucleasas (Ayabe et al., 2000; O'neil et al., 1999; Takahashi et al., 2001; Ogushi et 

al., 2001; Ganz, 2003; Gallo y Hooper, 2012). Muchas PAM son enzimas que matan 

bacterias por un ataque enzimático en las estructuras de la pared celular. Las enzimas 

expresadas por las células de Paneth atacan a las membranas bacterianas. La lisozima 

hidroliza el enlace glicosídico del peptidoglicano de la pared bacteriana (Müller et al., 

2005), y la fosfolipasa A2 hidroliza los fosfolípidos de la membrana (Koprivnjak et al., 

2002). Las defensinas constituyen una familia importante de los péptidos de membrana 

en los vertebrados. La interacción es noespecífica y principalmente por unión a los 

grupos fosfolípidos aniónicos de la superficie de la membrana, a través de interacciones 

electrostáticas. Esta interacción crea poros en la membrana bacteriana que alteran la 

integridad y promueven la lisis de los microorganismos (Kagan et al., 1990). Las 

catelicidinas son generalmente catiónicas, péptidos en hélice α que se unen a las 

membranas bacterianas por interacciones electrostáticas y, como las defensinas, inducen 

la disrupción de la membrana (Bals y Wilson, 2003). 

En el proceso de adhesión microbiana de las LAB se incluyen fuerzas pasivas, 

interacciones electrostáticas, interacciones hidrofóbicas, fuerzas estéricas, ácidos 

lipoteicoicos y estructuras específicas, tales como apéndices externos cubiertos por 

lectinas. Una amplia variedad de moléculas que median la adhesión de bacterias 



ANTECEDENTES 

50 

 

patógenas han sido caracterizadas. Sin embargo, el conocimiento de qué factores son 

claves para la adhesión de Lactobacillus aún está limitado y más estudios son necesarios 

(Abbot et al., 2007; Westerlund y Korhonen, 1993; Sun et al., 2012). 

Uraipan et al, (2015) han observado que las cepas de Lactobacillus casei, 

Bifidobacterium longum y Bifidobacterium bifidum muestran una buena capacidad de 

adhesión a la mucina porcina, lo que inhibe la adhesión de patógenos y previene su 

translocación y posterior infección. Mukherjee et al. (2015) observaron los mismos 

resultados usando tres cepas de Lactobacillus plantarum (CRA21, CRA38 y CRA5) 

incubadas con colágeno tipo I derivado de placenta humana y mucina derivada de 

estómago porcino.  

Tres cepas de Lactobacillus mucosae (CNPC006, CNPC007 y CNPC009) 

poseen los genes relacionados con la adherencia a la musoca intestinal, facilitando su 

unión a ella y evitando la adhesión de patógenos. Estos genes son Msa, Map y Mub (de 

Moraes et al., 2016). También se ha descrito recientemente que Lactobacillus kefiri 

posee altas cualidades de adhesión al moco intestinal de cochinillo (Carasi et al., 2014). 

Listeria monocytogenes disminuye su adhesión a células HT29 tras la incubación con 

Lactobacillus rhamnosus CTC1679, Lactobacillus sakei CTC494, Enterococcus 

faecium CTC8005 y Lactobacillus casei (Garriga et al., 2015). 

Propionibacterium acidipropionici Q4 ha demostrado en células HT-29 que 

contrarresta la adhesión de Escherichia coli C3 y Salmonella Enteritidis 90/390 debido 

principalmente a la exclusión por componentes de la superficie celular, tales como 

proteínas y carbohidratos, y no por agentes antimicrobianos o mediante la co-agregación 

(Zárate et al., 2016). 

Lactobacillus plantarum ZDY2013 puede inhibir significativamente la adhesión 

de la enterotoxina de Bacillus cereus ATCC14579 y Bacillus cereus HN001 

produciendo sustancias anti-adherencia frente a patógenos y compitiendo por los 

receptores de unión al epitelio lo que provoca un desplazamiento de las cepas patógenas  

observado en células de Caco-2 (Zhang et al., 2016).  

Se ha observado que la mutación del gen Balat_1410 en Bifidobacterium 

animalis subsp. lactis, que codifica el exopolisacárido de las bacterias, proporciona 

mayor resistencia frente a las condiciones gastrointestinales y, además, aumenta la 
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capacidad de adherencia a los enterocitos humanos HT29 en comparación con la cepa 

nativa (Hidalgo-Cantabrana et al. 2015). 

Algunas proteínas relacionadas con la adhesión como fibronectina/proteína de 

unión a fibrinógeno-FbpA, NLP/proteína P60, FIMB, lipoproteína, proteína 

inmunogénica secretada, y la subunidad fimbrial FimA se han descrito en 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis KLDS (Zhu et al., 2016). Lactobacillus gasseri 

SBT2055 se ancla a la mucosa debido a que posee proteínas que se localizan en la 

superficie y funcionan como moléculas de adhesión tales como las proteinas 

dependientes de Sortasa (SDP), las cuales poseen un dominio MucBP o Mub encargado 

de la adhesión. También expresa otras proteínas de unión a la mucina como APF1 y 

FbpA, aunque no son exclusivas de esta cepa. Se piensa que expresa otras SDP (Arai et 

al., 2016). Lo mismo sucede con diferentes cepas de Bifidobacterium (Nishiyama et al., 

2014). Otra proteína de superficie celular (lp_1643) de Lactobacillus plantarum WCFSI 

participa en la unión a moco intestinal. En concreto el dominio His-N2 se encarga de 

esta unión (Du et al., 2015). 

Diversas cepas del género Lactobacillus presentan diferentes adhesiones al 

epitelio intestinal, dependiendo de los componentes de matriz extracelular que 

mayoritariamente producen (Yadav et al., 2015).  

La elección de la fuente de carbono afecta a la capacidad de interacción entre los 

probióticos y las células epiteliales intestinales. Por ejemplo, cuando la fuente de 

carbono de Bifidobacterium infantis son oligosacáridos de leche humana, poseen mayor 

afinidad por células Caco-2 que cuando la fuente de carbono procede de glucosa o 

lactosa simple (Wickramasinghe et al., 2015). 

Las bacterias que forman la microbiota intestinal pueden incrementar la 

actividad de unas enzimas denominadas esterasas cinamoilo, que liberan ácidos 

hidroxicinámicos con actividad quimioprotectora y antioxidante. Lactobacillus 

fermentum CRL1446 podría estimular dicha actividad esterasa de las células epiteliales 

facilitando así su adherencia (Mukdsi et al., 2016). Por último, se ha demostrado que la 

presencia de pili spaCBA aumenta también la adhesión de Lactobacillus spp. a células 

Caco-2 (Markowicz et al., 2014). 
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Lactobacillus reuteri LR1 exhibe una buena adherencia a las células IPEC-1 y 

puede inhibir la adhesión de E. coli enterotoxigénica, lo que promueve la estimulación 

de ZO-1 y gracias a esto, la permeabilidad se regula con lo que disminuyen citoquinas 

pro-inflamatorias (IL-6 y TNF-α), y aumenta los niveles de citoquina anti-inflamatoria 

(Wang et al. 2016). 

 

Exclusión competitiva de microorganismos patógenos 

Greenberg fue el primero en describir el término "exclusión competitiva", 

cuando se refirió al escenario en que especies de bacterias competían por sitios de unión 

con otras especies (Greenberg, 1969). Los mecanismos usados por las bacterias para la 

exclusión y/o la reducción en el crecimiento de otras especies es variable e incluye: la 

creación de un microambiente hostil, la disminución de los sitios de unión disponibles, 

la producción y la secreción de sustancias antimicrobianas, así como la disminución de 

los nutrientes esenciales para el crecimiento (Rolfe, 1991). 

Las propiedades de adhesión específicas se deben a la interacción entre las 

proteínas de superficie y las mucinas. Lactobacilos y bifidobacterias inhiben un amplio 

rango de patógenos, en los que se pueden incluir E. coli, Salmonella, Helicobacter 

pylori, Listeria monocytogenes y Rotavirus (Chenoll et al., 2011; Sgouras et al., 2004; 

Todoriki et al., 2001; Chu et al., 2005; Tsai et al., 2008; Muñoz et al., 2011; Nakamura 

et al., 2012). La exclusión se produce debido a diversos mecanismos y propiedades de 

los probióticos para inhibir la adhesión de patógenos, que incluyen la producción de 

PAM y la estimulación de CEI. La exclusión competitiva por bacterias intestinales se 

basa en la interacción bacteria-bacteria mediada por la competencia por los nutrientes 

disponibles y la adhesión a los sitios de la mucosa. Para obtener ventaja, las bacterias 

pueden modificar el ambiente para que sea menos adecuado para sus competidores. La 

producción de PAM es un ejemplo de la modificación del ambiente (Schiffrin et al., 

2002). 

Los mecanismos por los que actúan los lactobacilos son diversos. Lactobacillus 

rhamnosus GG tiene actividad frente a enterococos resistentes a la vancomicina gracias 

a sus pili SpaCBA-SrtC1, que son estructuras con forma de apéndice de origen proteico 

que ayudan a la adhesión, y es gracias a ellos por lo que desplaza a Enterococcus 
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faecium E1165 (Tytgat et al., 2016). Lactobacillus curvatus TUCO-5E posee un efecto 

de exclusión sobre Salmonella spp. TUCO-I7 y Salmonella enterica ATCC 13096 in 

vitro e in vivo (Quilodrán-Vega et al., 2016). 

Muchas especies de Lactobacillus poseen una capa superficial (capa S) de 

proteínas que se adhieren a la mucina de las células epiteliales y excluyen de la 

adhesión a bacterias patógenas. Este proceso se lleva a cabo por la obstrucción de DC-

SIGN, proteína lectina tipo C de transmembrana de las CD, a las que se unen bacterias 

patógenas (Prado et al., 2016). 

Algunos lactobacilos y bifidobacterias comparten características en la unión de 

hidratos de carbono con algunos enteropatógenos (Nesser et al., 2000; Fujiwara et al., 

2001), lo que hace posible que las cepas compitan con patógenos específicos por los 

sitios de unión (Mukai et al., 2002). En general, las cepas probióticas son capaces de 

inhibir la unión de bacterias patógenas por medio del impedimento estérico en los 

receptores de patógenos de los enterocitos (Coconnier et al., 1993). El efecto de las 

bacterias probióticas en la exclusión competitiva de patógenos se ha demostrado usando 

modelos de mucosa humana in vitro (Hirano et al., 2003; Tuomola et al., 1999), además 

de modelos a base de mucosas animales (Hirn et al., 1992; Genovese et al., 2000). 

Dentro de una misma especie de bacterias, podemos encontrar cepas virulentas y cepas 

probióticas, como es el caso de Bacteroides fragilis. Se ha comprobado que las 

Bacteroides fragilis no tóxicas desplazan a Bacteroides fragilis tóxicas gracias a un 

mecanismo de interacción célula-célula y secreción ampliamente distribuido entre 

bacterias Gram- denominado sistema de secreción tipo VI (T6SS) por la cepa no tóxica 

(Hecht et al., 2016). Hirano et al. demostraron que L. rhamnosus, una cepa con mucha 

capacidad de adhesión, es apta para inhibir la internalización de E. coli 

enterohemorrágica en una línea celular intestinal humana C2BBe1 (Hirano et al., 2003).  

Lactobacillus johnsonii FI9785 es un tratamiento efectivo de pollos Light 

Sussex infectados por Campylobacter jejuni pues disminuye la concentración de este 

patógeno en heces gracias a un mecanismo de exclusión competitiva (Mañes-Lázaro et 

al., 2017). Lactobacillus gasseri SBT2055 también facilita la exclusión competitiva de 

Campylobacter jejuni mediante la segregación de factores APF1 y APF2 que facilitan la 

auto-agregación y la adhesión a células epiteliales humanas (Nishiyama et al., 2015). 



ANTECEDENTES 

54 

 

Producción de sustancias antimicrobianas 

Unos de los mecanismos propuestos por el cual los probióticos ejercen 

beneficios en la salud es la formación de compuestos de bajo peso molecular, tales 

como ácidos orgánicos y PAM conocidos como bacteriocinas (Martinez et al., 2013, 

Arena et al., 2016). 

Los ácidos orgánicos son considerados el principal componente antimicrobiano 

capaz de inhibir la actividad de los patógenos; en particular los ácidos acético y láctico 

tienen un efecto inhibitorio frente a bacterias Gram- (Alakomi et al., 2000; De 

Keersmaecker et al., 2006; Makras et al., 2006; Shokri et al., 2017). 

La forma no disociada de los ácidos orgánicos entra en la bacteria y se disocia 

dentro del citoplasma, ocurriendo una disminución del pH o una acumulación 

intracelular de las formas ionizadas que pueden conducir a la muerte del patógeno 

(Ouwehand, 1998; Russel y Diez-Gonzalez, 1998). Las bacterias intestinales producen 

una gran variedad de ácidos grasos que promueven la salud. De hecho, ciertas cepas de 

bifidobacterias intestinales y lactobacilos han demostrado producir ácido linoleico 

conjugado (ALC), potente agente anticancerígeno (O'Shea et al., 2012; Macouzet et al., 

2009). Recientemente, se ha demostrado la capacidad de modular la composición de los 

ácidos grasos del hígado y del tejido adiposo del hospedador tras la administración oral 

de bifidobacterias y lactobacilos productoras de ALC en ratones (O'Shea et al., 2012, 

Lee et al., 2007). Por último, las bacterias probióticas son capaces de producir derivados 

de las sales biliares, que tienen actividad antimicrobiana en comparación con las sales 

biliares sintetizados por el organismo. Sin embargo, queda por dilucidar cómo los 

probióticos se protegen a sí mismos de los distintos metabolitos con actividad 

microbiana que producen (Oelschlaeger, 2010). La administración de butirato producido 

por bacterias, provoca un aumento de mucina en células LS174T, lo que provoca una 

reducción en la adherencia de patógenos como E. coli, con lo que de manera indirecta 

disminuye el número de bacterias dañinas (Jung et al., 2015). El ácido tropoditiético 

producido por Phaeobacter inhibens S4Sm, promueve la formación de biopelículas 

gracias a la expresión de clpX y EXOP (Zhao et al., 2016). 

Lactobacillus rhamnosus IMC 501, Lactobacillus paracasei IMC 502 y su 

combinación 1:1, llamada Synbio, tienen actividad frente a patógenos, si bien se 
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desconoce si se debe a la producción de bacteriocinas u otros compuestos (Coman et al., 

2014). 

Con respecto a la producción de bacteriocinas, hay que destacar que varios 

estudios han puesto de manifiesto que la producción de las mismas confiere a las cepas 

productoras una ventaja competitiva dentro de entornos microbianos complejos, como 

consecuencia de su actividad antimicrobiana asociada. La producción de bacteriocinas 

puede permitir el establecimiento del microorganismo y aumentar la prevalencia de las 

cepas productoras, así como permitir la inhibición directa en la proliferación de 

patógenos dentro del TGI (O'Shea et al., 2012). 

Pseudoalteromonas piscicida presenta dos mecanismos de control de patógenos, 

siendo uno de ellos la producción de sustancias antimicrobianas, peptidasas y ácidos. 

Por otro lado, se ha descrito un mecanismo novedoso mediante la transferencia directa 

de vesículas digestivas a bacterias con las que compiten (Richards et al., 2017). 

Muchas LAB generan bacteriocinas con actividad sólo contra bacterias 

estrechamente relacionadas, pero existen algunas que incluso son activas frente a 

patógenos transmitidos por los alimentos (Nielsen et al., 2010; Al Kassaa et al., 2014; 

Swetwiwathana et al., 2015). Los mecanismos comunes de acción de las bacteriocinas 

incluyen la destrucción mediante la formación de poros y/o inhibición de la síntesis de 

la pared celular (Hassan et al., 2012). Por ejemplo, la nisina forma un complejo con el 

último precursor de la pared celular, el lípido dos, inhibiendo de este modo la 

biosíntesis de la pared celular y posteriormente formando un poro en la membrana 

bacteriana (Bierbaum y Sahl, 2009). Las LAB producen diferentes bacteriocinas, entre 

las que destacan: sakacin A, pediocina (PA-1), enterocinas (P, Q y L50), plantaricinas 

(EF y JK) y garvicina (ML), que modifican la microbiota en ratones reduciendo el 

número de patógenos como Staphylococcus por enterocinas, Enterococcaceae por 

GarML y Clostridium por plantaricinas (Umu et al., 2016). Igualmente, algunas LAB 

ejercen un efecto inhibitorio sobre diferentes especies de Listeria mediante la 

producción de bacteriocinas. En concreto frente a Enterococos faecium M3K31 que 

produce enterocina HF (Arbulu et al., 2016). 

Cepas bacterianas tales como Lactobacillus reuteri SD2112 son importantes 

para inhibir agentes patógenos en el intestino (Langa et al., 2014). 
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Las bacteriocinas de Lactobacillus plantarum LZ206 de denominan 

plantaricinas. Tras el análisis genómico de esta cepa se ha comprobado que expresa 

varias plantaricinas de clase IIb PlnJK, NC8αβ y también la clase IIc (Li et al., 2016). 

La cepa LZ95 de Lactobacillus plantarum posee en su material genético 15 genes 

implicados en la biosíntesis de bacteriocinas como PlnJ y PlnK y riboflavina (Li et al., 

2016). Otra cepa de Lactobacillus paraplantarum L-ZS9 también muestra genes 

precursores de bacteriocinas de clase II PlnJ, PlnK, plné, PlnF y plna (Liu et al., 2016). 

Algunos compuestos antibacterianos específicos han sido descritos para cepas de 

bifidobacterias y, dentro de ellos, sólo una bacteriocina (bifidocina B), producida por B. 

bifidum NCFB 1454, es activa frente a bacterias Gram+ (Makras et al., 2006; Yildirim et 

al., 1999). Liévin et al., describieron una gran actividad de eliminación de dos cepas de 

Bifidobacterium contra varias bacterias patógenas, como Salmonella enterica ser. 

typhimurium SL1344 y E. coli C1845. Dicha actividad, fue atribuida a la producción de 

una molécula lipofílica de bajo peso molecular (Liévin et al., 2000; Gibson y Wang, 

1994).  

Debido al incremento de resistencias a antibióticos por parte de 

microorganismos patógenos, en medicina se suele complementar el tratamiento con 

otros productos. Lactobacillus rhamnosus GG producen proteínas llamadas Llp1 y 

Llp2, que son estructuralmente similares al dominio N-terminal de leptinas, las cuales 

poseen la capacidad de inhibir la formación de biopelículas producidas por Escherichia 

coli y Salmonella (Petrova et al., 2016), con lo que podría ayudar en el tratamiento 

antibiótico. Pediococcus pentosaceus y Lactobacillus brevis han mostrado el mismo 

efecto  sobre las biopelículas generadas por Streptococcus salivarius B468 y Bacillus 

cereus ATCC14579 (Ben et al., 2016). 

Igualmente se ha descrito que Bacillus clausii O/C contrarresta los efectos 

tóxicos que provocan Clostridium difficile y Bacillus cereus en células Vero y Caco-2 

(Ripert et al., 2016).  

Lactobacillus plantarum ST8Sh muestra un gran poder antimicrobiano frente a 

Listeria monocytogenes ATCC 7644 y Enterococcus faecalis ATCC 19443 (Todorov et 

al., 2017). 
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Carnobacterium produce bacteriocinas denominadas “divercinas” frente a 

Listeria monocytogenes observado en células HT29. Aparte de esta acción frente a 

patógenos, la producción de divercinas estimula la expresión de moco por parte de las 

células HT29, lo que facilita la adhesión de Carnobacterium y fomenta el poder 

antipatogénico (Pilchová et al., 2016).  

La eficacia de las bacteriocinas depende de la cepa contra la que va a actuar y de 

la cepa productora. Lactobacillus rhamnosus CJNU 0519 produce rhamnocina 519, que 

ha demostrado ser eficaz frente Lactobacillus acidophilus, Listeria monocytogenes y 

Staphylococcus aureus (Jeong et al., 2015). Bacillus licheniformis MCC2514 presenta 

mayor eficacia frente a Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus y especies de 

Klebsiella y Aeromonas, mientras que Bacillus licheniformis MCC2512 también tuvo 

influencia sobre Listeria monocytogenes y Salmonella typhimurium (Shobharani et al., 

2015). 

En algunos casos la adición de compuestos puede servir como ayudante en la 

estimulación de bacteriocinas. Es el caso de la sacarosa y la inulina, que potencian la 

bacteriocina generada por Pediococcus pentosaceus sobre Enterococcus y Listeria (de 

Souza de Azevedo et al., 2017). Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii LDD01 

tiene un efecto inhibitorio sobre Klebsiella pneumoniae, el cual se multiplica con la 

aplicación de proteinasa K (Mogna et al., 2016). 

La cepa Bifidobacterium animals produce una bacteriocina denominada 

Bifidocin A, que inhibe el crecimiento de una amplia gama de bacterias transmitidas por 

los alimentos. Esta bacteriocina produce la lisis, desestabilización y permeabilización de 

las membranas celulares como se ha demostrado con E. coli 1.90. Además posee 

actividad inhibitoria frente a levaduras, como S. cerevisiae, K. marxianus y C. albicans 

(Liu et al., 2015). 

Debido a los mecanismos de resistencias que desarrollan bacterias como 

Escherichia coli frente a antibióticos, es necesario aumentar el arsenal terapéutico. 

Dentro de los nuevos candidatos a agentes antibacterianos se encuentran la nisina y la 

enterocina DD14. Diversas combinaciones entre nisina, colistina y DD14 han 

demostrado gran eficacia frente a cepas de E. coli (Al Atya et al. 2016). Del mismo 

modo, se han descubierto nuevos compuestos de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 
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y Lactobacillus plantarum ATCC 8014 efectivos contra Serratia marcescens (Vahedi et 

al., 2016). Otras probióticos que producen bacteriocinas son los siguientes: 

Enterococcus faecalis DU10 (Perumal et al., 2016); la lactococcina Z de clase IId 

producida por Lactococcus lactis (Ishibashi et al., 2015); BLIS, producida por 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Martinez et al., 2015); BLISL23 y L60, por 

Lactobacillus fermentum  L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 (Ruíz et al., 2015); la 

plantaricina ZJ5, por Lactobacillus plantarum ZJ5 (Song et al., 2014); y la plantaricina 

DM5, por Lactobacillus plantarum DM5 (Das et al., 2014). 

Se ha encontrado una nueva bacteriocina frente a Campylobacter jejuni 

procedente de Lactobacillus curvatus. Este nuevo compuesto de ha denominado 

curvaticin DN317 y posee estructuras similares a la sakacina P y la curvaticina L442 

(Zommiti et al., 2016). 

Para mejorar las bacteriocinas, se ha propuesto un mecanismo de recombinación 

génica en Lactobacillus plantarum LB-B1 quien produce pediocina PA-1, que posee 

efecto sobre bacterias Gram+ pero no sobre Gram-. Este mecanismo de recombinación 

se basa en la expresión de microcina V pero usando la secuencia génica del péptido 

líder de pediocina PA-1. La recombinación parece tener un efecto de más amplio 

espectro (Ma et al., 2016). 

Otro mecanismo para desarrollar nuevas bacteriocinas es por modificación de 

aminoácidos de bacteriocinas ya existentes. Es el caso de la enterocina A, cuya 

modificación en los aminoácidos A24 y T27 produce un mayor efecto (McClintock et 

al., 2016). 

 

Probióticos y sistema inmunitario 

El control y reconocimiento por parte de las células que controlan el medio 

luminal, células epiteliales, células M y CD, se realiza mediante PRRs que detectan 

microorganismos o partes de microorganismos a través de estructuras moleculares 

conservadas (Fong et al., 2016). La expresión de estos receptores y la cascada de 

señales que desencadena debido a su activación es imprescindible debido a que la 

ausencia de especificidad en el epitelio puede conducir a una brecha en la barrera 
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intestinal, lo que pondría en contacto las bacterias comensales y la lamina media 

provocando inflamación (Hevia et al., 2015, Villena et al., 2014). Los TLRs son 

proteínas transmembrana expresadas en diversas células, tanto inmunitarias como no, 

entre las que se encuentran las células B, células natural killer, CD, macrófagos, 

fibroblastos, células epiteliales y células endoteliales. En los mamíferos, la familia de 

TLRs incluye 11 proteínas 

(TLR1-TLR11). En los seres humanos, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR10 se 

encuentran en la membrana plasmática asociados principalmente a la respuesta de 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP). Los receptores TLR3, TLR7, 

TLR8 y TLR9 se encuentran en la superficie de los endosomas, respondiendo a los 

PAMP de virus y bacterias (Figura 6) (Gómez-Llorente et al., 2010). En el intestino 

sano, los enterocitos expresan bajos niveles de TLR 2 y 4 y del co-receptor MD-2 

(Abreu et al., 2001; et al., 2004). La activación de los PRR de los enterocitos por parte 

de microorganismos produce péptidos antimicrobianos (incluyendo RegIII γ, RegIIIβ, 

Ang4 y Itln1), moco, IL-18 (induce la activación de células NK y linfocitos T 

citotóxicos, además estimula la producción de IF-γ e incrementa el efecto de la IL-12) 

(Wawrocki et al., 2016). Los TLR que junto con el receptor GPR109 estimula la síntesis 

de Pro-IL-18. Para que Pro-IL-18 sea funcional, es necesaria una escisión post-

transcripcional que se lleva a cabo en el inflamasoma NLRP6. IL-18 también puede 

provenir de células inmunes ayudando a regular las respuestas antimicrobianas de las 

células epiteliales (Thaiss et al., 2016).  
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Figura 6. Interacción de los probióticos con el sistema inmunitario en el intestino. Bermúdez-Brito M, Plaza-Díaz J, Muñoz-

Quezada S, Gómez-Llorente C, Gil A. Probiotic mechanisms of action. Ann Nutr Metab 2012; 61: 160-174. 

La vía de señalización de los TLRs, a excepción del receptor TLR3, implica el 

reclutamiento de MyD88 (proteína de respuesta primaria de diferenciación mieloide), 

que activa las vías de MAPK (mitogen-activated protein kinase) y la del factor nuclear 

(NF)-kappa B (Lebeer et al., 2010; Kawai y Akira, 2010; Wells, 2011). El receptor 

TLR3 utiliza el TRIF (adaptador que contiene el dominio TIR —receptor 

toll/interleuquina (IL)-1— que induce interferón β), lo que lleva a la expresión de 

interferón tipo I (Wells, 2011). La señalización mediada por TLRs ha demostrado 

controlar la maduración de las CD induciendo la sobreexpresión de varios marcadores 

de maduración, tales como CD80, CD83 y CD86, así como el receptor de quimioquinas 

CCR7. 
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Por otra parte, los microorganismos comensales y los probióticos pueden crear 

un estado de tolerancia general mediado por la acción de TLRs en las CD. La 

señalización del receptor TLR9 es esencial en la intervención de la acción anti-

inflamatoria producida por los probióticos. Sin embargo, otros estudios han implicado a 

otros TLRs, tales como TLR3 y TLR7, en la tolerancia inducida por bacterias 

comensales y probióticas (Gómez-Llorente et al., 2010). Así probióticos estimulan la 

síntesis de TLR3, lo que facilita la inmunidad innata antiviral (Tada et al., 2016). 

Después de la activación producida por los microorganismos comensales y 

probióticos, las CD inician una respuesta adecuada, como la diferenciación de células 

Th0 a Treg, que tiene un efecto inhibidor sobre las respuestas inflamatorias Th1, Th2 y 

Th17. Está bien establecido que los probióticos pueden suprimir la inflamación 

intestinal a través de la regulación a la baja de la expresión de TLRs, la secreción de 

metabolitos que pueden inhibir al TNF-α y la inhibición de la señalización de NF-κB en 

los enterocitos (Gómez-Llorente et al., 2010). 

El receptor TLR2 reconoce al peptidoglicano, principal componente de las 

bacterias Gram+, entre las que se incluyen los géneros Lactobacillus. Varios estudios 

han demostrado que TLR2 es necesario para que algunas cepas de Lactobacillus puedan 

ejercer sus efectos inmunomoduladores. Vinderola et al. (2005) demostraron que L. 

casei CRL 431 interactúa con las CEI a través de TLR2, y que esta interacción induce 

un incremento en el número de receptores CD-206 y TLR2, principalmente en las 

células implicadas en la respuesta inmunitaria innata. Además, los componentes de la 

pared celular de los lactobacilos pueden potenciar la señal de unión de TLR2 en 

combinación con TLR6. Los anclajes de la membrana diacilados de lipoproteínas y 

ácidos lipoteicoicos se unen a TLR2 y TLR6, promoviendo así la dimerización y 

activación mediada por MyD88, de la vía canónica de NF-κB (Wells, 2011) o mediante 

MAPK (Anderson et al., 2016). La estimulación de TLR2 aumenta la producción de 

citoquinas y su activación tiene un papel importante en la mejora de la resistencia 

transepitelial a las bacterias invasoras (Vizoso Pinto et al., 2009).  

En este sentido, Shida et al. mostraron que L. casei induce altos niveles de IL-

12, tanto en macrófagos normales como en deficientes de TLR2, y que el 

peptidoglicano induce bajos niveles de IL-12 en macrófagos normales e incluso más 

bajos en los deficientes de TLR2. Por lo tanto, los autores sugirieron que el 
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peptidoglicano intacto de los lactobacilos en realidad actúa vía TLR2 inhibiendo la 

producción de IL-12. Aunque, el reconocimiento por TLR2 es esencial, sólo del 12 al 

48% de la producción de IL-12 en los macrófagos deficientes de TLR2 fue inhibida por 

el peptidoglicano, lo que sugiere que otros mecanismos independientes de TLR2 pueden 

estar implicados (Shida et al., 2009).  

 Igualmente, se ha demostrado que cepas de L. rhamnosus GG y L. plantarum 

BFE 1685 aumentan la expresión de TLR2 en experimentos con células intestinales 

humanas. Más recientemente, L. casei CRL431 ha demostrado ejercer efectos similares 

en ratones sanos y ratones infectados con S. enterica serovar typhimurium (Abreu et al., 

2005; Castillo et al., 2011). La administración de probióticos a ratones sanos produjo un 

aumento en la expresión de TLR2, TLR4 y TLR9, y mejoró la secreción de TNF-α, 

IFN-γ e IL-10 en las placas de Peyer (Castillo et al., 2011). Recientemente, Yao et al., 

(2017) han demostrado que el tratamiento con Golden bifid (mezcla de Bifidobacterium 

longum, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus) produce un efecto 

contrario, donde disminuye la expresión de TLR2 y TLR4 en ratones que poseen colitis 

ulcerosa. El efecto se debe a la disminución de TNF-α e IL-1β, citoquinas relacionados 

con la inflamación. 

 TLR2 también tiene un papel importante en el reconocimiento de las 

bifidobacterias. Hoarau et al. han descrito que el producto de fermentación por B. breve 

C50 puede inducir la maduración y producción de IL-10, así como prolongar la 

supervivencia de las CD vía TLR2 (Hoarau et al., 2006). Lactobacillus casei Lbs2 

produce de la misma manera en las CD un incremento de TLR2, activando células Th0 

a Treg, lo que conlleva a una respuesta anti-inflamatoria (Thakur et al., 2016), y del 

mismo modo, Zeuthen et al. señalaron que CD sin el gen TLR2 producen más IL-2 y 

menos IL-10 en respuesta a bifidobacterias, concluyendo que los efectos inmuno-

inhibitorios dependen de TLR2 (Zeuthen et al., 2008). Bifidobacterium animalis subsp. 

lactis BB-12 reduce TNF-α en adultos sanos a partir de la inhibición de NF-κB, 

mediante la interacción con TLR-2 en monocitos de sangre periférica estimulados con 

LPS (Meng et al., 2017). 

Con respecto al receptor de TLR4 se ha observado que tiene un papel en la 

defensa del hospedador frente a las infecciones in vivo de Salmonella. En ratones sanos, 

L. casei CRL 431 activa este receptor y es capaz de utilizarlo como mecanismo de 
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supervivencia frente a bacterias patógenas (Castillo et al., 2011). La activación de TLR4 

induce mediadores pro-inflamatorios, un aumento en la expresión de TLR2 y una 

reducción en su propia expresión, que cursa con un reclutamiento de células 

inflamatorias y con el inicio de una respuesta apropiada en el bazo (Castillo et al., 2011; 

Weiss et al., 2004; Totemeyer et al., 2003). Del mismo modo los efectos anti-

inflamatorios de Lactobacillus delbrueckii TUA4408L dependen de la activación de 

TLR2, pero no de TLR4 (Wachi et al., 2014). El tratamiento con Lactobacillus 

rhamnosus GG reduce los procesos inflamatorios en ratones KO para TLR4 con colitis 

ulcerosa inducida por Citrobacter rodentium, lo que demuestra el poder anti-

inflamatorio, aunque en ratones KO para TLR2 no se observó una mejoría (Ryu et al., 

2016). La inducción de TLR4 puede conducir a la producción de citoquina inflamatoria 

a través de la activación de dos vías de señalización, una dependiente de MyD88 y otra 

independiente. 

La inhibición de TLR4 en procesos anti-inflamatorios mediante Lactobacillus 

amylovorus DSM 16698 T estimula la síntesis de reguladores negativos a través de 

TLR2, como Tollip y IRAK-M y disminuyendo la síntesis de NF-κB Además, se 

produce una disminución de las proteínas de choque térmico Hsp72 y Hsp90, las cuales 

son cruciales para el funcionamiento de TLR4, lo que conlleva una disminución de 

citoquinas pro-inflamatorias en células Caco-2 / TC7 y explantes de cerdo (Finamore et 

al., 2014). 

Asimismo, cepas de Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus inactivadas por calor pueden disminuir la expresión de TLR4, de 

manera similar a la del lipopolisacárido (LPS), en CD derivadas de monocitos humanos 

tras 12 h de incubación. Estas cepas probióticas pueden alterar la respuesta inmunitaria 

a nivel post-transcripcional por modificación de la expresión del microARN (Giahi et 

al., 2012). 

Otro TLR relevante es el TLR9, que reconoce ADN bacteriano con islotes CpG. 

Fragmentos de ADN no metilado que contiene CpG son liberados por probióticos in 

vivo teniendo un efecto anti-inflamatorio, a través de la señalización de TLR9 en la 

superficie. Se sabe que las especies de Lactobacillus difieren en su composición G+C. 

Por lo tanto, la capacidad de distintas especies de estimular TLR9 puede ser diferente 

(Wells, 2011; Hemmi et al., 2000). La estimulación de TLR9 a través de las superficies 
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apical y basolateral activa diferentes vías de señalización intracelular en células 

epiteliales polarizadas. Mientras el TLR9 basolateral activa la degradación de IκBα y la 

activación de la vía de NF-κB, el TLR9 apical induce una acumulación citoplasmática 

de IκB ubiquitinada e inhibe a NF-κB (Lee et al., 2006). No siempre TLR-9 se estimula 

tras la intervención de probióticos. Cepas de B. breve (NumRes 204), L. rhamnosus 

(NumRes 1) y L. casei (DN-114001) inducen distintos niveles de producción de 

citoquinas en células inmunitarias primarias de humanos y ratones. Se ha demostrado 

que la cepa de B. breve genera niveles mucho más bajos de IFN-γ que L. rhamnosus y 

L. casei. Por otra parte, la cepa de B. breve y lactobacilos estimulan citoquinas de 

manera independiente de TLR9 y disminuyen la inflamación por efectos inhibitorios de 

TLR2 (Plantiga et al., 2011). También se ha observado en ratones, que Lactobacillus 

rhamnosus HN001, puede proteger contra el desarrollo de enterocolitis necrotizante en 

un proceso que requiere la activación del receptor TLR9. Además, se puso de 

manifiesto que el propio ADN de Lactobacillus rhamnosus HN001 poseía el mismo 

efecto que el propio Lactobacillus rhamnosus HN001, reduciendose el grado de 

señalización pro-inflamatorio y los niveles de TLR4 en enterocitos cultivados (Good et 

al., 2014). 

Aparte de los efectos anteriormente mencionados, TLR2 también es capaz de 

modular la respuesta en células de la placas de Peyer y en la lámina propia un 

incremento de IgA estimulado por Lactobacillus gasseri SBT2055. El fenómeno se 

lleva a cabo mediante las CD, provocando en linfocitos B la activación de genes BAFF 

que codifica citoquinas y además participan en la proliferación, producción de IL-6 y 

IL-10, y en el cambio de clase de IgA a IgA+ (Sakai et al., 2014). Los niveles de 

secreción de IgA por parte de los enterocitos se afectan por la acción de Lactobacillus 

helveticus KLDS 1,8701 y Lactobacillus acidophilus KLDS AD1, AD2 mejorado los 

niveles de IFN-γ y IL-4, que son claves en la inducción de respuestas de Th1 y Th2 en 

ratones (Bian et al., 2016). De la misma manera las LAB estimulan la producción de 

IgA en las placas de Peyer y favorece las uniones intercelulares (Kim et al., 2016) y por 

Saccharomyces cerevisiae (García et al., 2016). 

Bifidobacterium adolescentis DB-2458, Bifidobacterium longum subsp. infantis 

GB-1496 y Bifidobacterium longum HB-762 inducen la producción de citoquinas anti-

inflamatorias TGF-β e IL-10 en ratones (Chiu et al., 2014, del Carmen et al., 2014). 
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Lactobacillus rhamnosus RC007 incrementa el ratio IL-10/TNF-α en ratas con colitis 

inducida por TNBS (Dogi et al., 2016). Del mismo modo, Faecalibacterium prausnitzii 

A2-165 promueve la síntesis de IL-10 en CD (Rossi et al., 2016; Strisciuglio et al., 

2015). En los macrófagos el aumento de IL-10 viene determinado por la activación de 

TLR-2 como consecuencia de la expresión de MyD88 (Kanai et al., 2015). 

Lactobacillus pseudocatenulatum CECT7765 produce una activación de TLR2 que 

induce en linfocitos intestinales de ratones una represión de CCR6, CCR9, CXCR3, 

CXCR6, TNF-α y sus receptores TNF-RI y TNF-RII; sin embargo, se incrementan los 

niveles de IL-10 y IL-10R (Moratalla et al., 2016). 

Además de estudiar la producción de citoquinas anti-inflamatorias, algunas 

cepas de probióticos modulan la producción de citoquinas pro-inflamatorias, como es el 

caso de IL-8. El uso de Enterococcus faecium HDRsEf1 tuvo efectos positivos sobre la 

diarrea en lechones. En células IPEC-J2 estimuladas con Escherichia coli K88ac como 

agente promotor en el incremento de la permeabilidad y por ende de un estado 

inflamatorio. Los resultados demostraron que Enterococcus faecium HDRsEf1 

HDRsEf1 desplaza a Escherichia coli K88ac de la capa de células IPEC-J2 y además, 

modula la liberación de IL-8 por las células IPEC-J2 con lo que disminuye dicha 

inflamación (Tian et al., 2016). Otra cepa de Enterococcus faecium, CM33, posee los 

genes que codifican para enterocinas A, 31 y X (Nami et al., 2015). En células Caco-2 

tras su incubación con de Lactobacillus rhamnosus GG y Bifidobacterium animalis 

subsp. lactis DSM1014, disminuyen los niveles de IL-8 cuando se estimulan con 

Salmonella. La regulación ocurre a través de PI3K/Akt cuando la cepa probiótica se 

administra previamente al patógeno, o bien puede ocurrir a través de la expresión de la 

proteína 2 cuando el probiótico se administra después del patógeno (Huang et al., 

2016). La regulación de IL-8 no está mediada por NF-κB en células HT-29 (Rolny et 

al., 2016). Lactobacillus plantarum Lp62 también inhibió los niveles de IL-8, TNF-α, 

IL1-β, y IL-17 secretada por macrófagos J774 (Ferreira et al., 2016). Novotny et al., 

(2015) observaron una disminución de citoquinas pro-inflamatorias IL-6, IL-17 y TNF-

α por Lactobacillus casei CRL 431. También, en los adipocitos, provoca una 

disminución de la secreción de proteína quimio-atrayente de monocitos 1 (MCP-1) 

disminuyendo procesos de inflamación. 
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Lactobacillus platarum inhibe la activación de NF-κB, reduce los linfocitos T en 

los tejidos epiteliales aumenta las citoquinas anti-inflamatorias IL-1, IL-6 y TGF-β y 

disminuye las citoquinas pro-inflamatorias TNF-α, IL-1β y INF-γ. Estos efectos se 

realizan a través de la proteína SLP de la capa superficial del probiotico. El dominio 

MIMP de la misma es quien determina estos efectos (Liu et al., 2014). La ingesta de 

Lactobacillus plantarum CECT 7315/7316 (LP3457) atenúan las reacciones de 

endotoxemia tanto aguda como crónica provocadas por LPS en ratas Zucker, 

provocando una disminución de IL-1β, IL-6 y de la proteína C reactiva (CRP) así como 

un aumento de IL-10. Este aumento de IL-10 se debe a la disminución de NF-κB lo que 

produce una disminución de la acción de mieloperoxidasa (MPO) localizada en células 

polimorfonucleares (Vilahur et al., 2015; Čitar et al., 2015). Un estudio con 

Lactobacillus fermentum y Lactobacillus paracasei LS2 mostró resultados similares en 

ratones, restaurando los niveles Th1/Th2, incrementando los niveles de IL anti-

inflamatorias, y disminuyendo las pro-inflamatorias (Sharma et al., 2014; Park et al., 

2017). 

Lactobacillus rhamnosus Lcr35 participa en procesos anti-inflamatorios 

disminuyendo la concentración de IL-23, TGF-β, IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-γ, e IL-12. 

IL-17 que viene producida por Th17 tras el tratamiento en ratas Sprague Dawley 

inducidas con ácido trinitrobencenosulfónico (TNBS). Th17 participa en procesos pro-

inflamatorios y se estimula a través de CD80/CD86 y CD40 lo que conlleva la 

activación del factor de transcripción RORγt, (Owaga et al., 2015; Darbaky et al., 2017) 

La presencia de inulina como prebiótico mejora el crecimiento de B. longum 

BB536, B. animalis subsp. lactis BB12, B. lactis LAFTI B94, y estimula la producción 

de ácidos grasos de cadena corta. Este incremento inhibe significativamente la 

concentración de citoquinas pro-inflamatorias tales como (TNF-α, IL-12, TGF-β1 y 

IFN-γ), además de inducir una mayor producción de citoquinas anti-inflamatorias (IL-4 

e IL-10) en células mononucleares de sangre periférica humanas (PBMCs) (Asarat et 

al., 2015). 

Bifidobacterium bifidum MIMBb75 expresa una proteína en la superficie externa 

llamada TgaA. Esta proteína posee dos dominios, uno de ellos es una mureina 

transglucosilasa lítica (LT) y una amidohidrolasa/peptidasa dependiente de cisteína e 
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histidina (CHAP), siendo este último la región inmune activa de la proteína, capaz de 

activar las CD y desencadenar la producción de IL-2 (Guglielmetti et al., 2014). 

Se conoce que la capa de mucosa producida por las células caliciformes ayuda a 

controlar a las bacterias enteropatógenas. Se ha evaluado VSL#3 en ratones C57BL/6 

que poseen el gen que codifica para la producción de moco Muc2+/+ y en otro grupo que 

carece de este gen Muc2-/-. La administración de VSL#3 mejora la barrera epitelial, 

independientemente de si poseen capa de mucosa o no. La mejora se asoció con una 

disminución de especies reactivas de oxígeno por parte de los macrófagos peritoneales, 

la restauración de la expresión génica del péptido antimicrobiano y el aumento de la 

abundancia de bacterias comensales en el intestino. En el análisis se observó una 

reducción de la permeabilidad. También se observó una reducción de MPO y otros 

parámetros inmunológicos como IL-1β, TNF-α y IFN-γ, proteína inflamatoria de 

macrófagos 2, proteína quimiotáctica de monocitos-1 y disminución de ROS por los 

macrófagos peritoneales quedando demostrado así que incluso con patologías alteradas 

en la producción de moco intestinal, los probióticos incrementan la permeabilidad y 

disminuyen la inflamación (Kumar et al., 2017). 

Asimismo, los probióticos pueden actuar directamente sobre los linfocitos. Es el 

caso de Bifidobacterium animalis subsp. lactis en ratones C57BL/6 infectados con 

oocistos de ME49, cepa de Toxoplasma gondii. El probiótico tuvo una acción 

inmunomoduladora, induciendo la proliferación de linfocitos CD19 (Ribeiro et al., 

2016), y Treg (Jiang et al., 2016), a través de la expresión de Foxp3 (Xie et al., 2016). 

Como se mencionó anteriormente, las funciones de los probióticos son 

específicas de cada cepa. Así, en ratones libres de patógenos, Lactobacillus fermentum 

AGR1487 produce mayores niveles de biomarcadores inflamatorios y aumenta de la 

expresión en colon de genes implicados en vías pro-inflamatorias, comparado con la 

cepa AGR 1485 (Anderson et al., 2016). 
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NLRs y probióticos 

Los NLRs se encuentran localizados en el citoplasma y son importantes en los 

tejidos donde TLRs se expresan en niveles muy bajos. Los miembros más 

caracterizados son NOD1 y NOD2, pero actualmente hay más de 20 NLRs identificados 

(Hakansson y Molin, 2011). NOD1 se expresa de forma ubicua. NOD2 se expresa en 

macrófagos, células de Paneth, CD, células intestinales, células de pulmón y células 

epiteliales orales, y en bajos niveles en células T. El receptor NOD1 puede detectar 

restos de peptidoglicano, asociado principalmente a la identificación de bacterias 

Gram+; y NOD2 puede detectar motivos dipeptídicos de ácido murámico, lo que 

permite el reconocimiento de un amplio rango de bacterias (Biswas et al., 2012). 

Después del reconocimiento de su agonista, tanto NOD1 como NOD2 se oligomerizan 

para reclutar y activar la proteína adaptadora RICK, una proteín-quinasa que regula la 

apoptosis mediada por CD95, esencial en la activación de MAPK y NF-κB, aumentando 

la transcripción y producción de mediadores inflamatorios, entre ellos citoquinas, 

quimio-atractantes, ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la enzima oxido nítrico sintasa 

inducible (Chen et al., 2009). 

 Hay algunos estudios que demuestran el efecto de los probióticos en los NLRs. 

Fernandez et al. (2011), señalaron recientemente que la capacidad protectora de L. 

salivarius Ls33 se correlaciona con la producción local de IL-10, que fue neutralizada 

en ratones deficientes de NOD2. De hecho, estos autores establecen que el efecto anti-

inflamatorio de Ls33 está mediado por NOD2. 

 Otra importante vía activada por los NLRs implica la escisión de pro-IL-1β y 

pro-IL-18 en sus formas maduras y activas. Los NLRs participan en la formación del 

inflamasoma, lo que conduce a la activación de la caspasa-1. Existen tres inflamasomas 

principales: NLRP1, NLRP3 y NLRC4. El NLRP3 detecta LPS, muramildipéptidos, 

ARN bacteriano y viral (Chen et al., 2009). Existen dos pasos fundamentales para la 

completa activación del inflamasoma NLRP3, uno necesario para inducir la 

transcripción del ARN mensajero de NLRP3 y otro en el que se reconozcan los PAMP 

para la completa expresión de NLRP3 (Bauernfeind et al., 2009; Bauernfeind et al., 

2010). Escherichia coli Nissle 1917 provoca una menor activación del inflamasoma 

NLRP3 (Becker et al., 2014). 
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Se ha sugerido que NLRP3 tiene un papel importante en la regulación de la 

inflamación intestinal en adultos, como en el caso de la enfermedad de Crohn (Hirota et 

al., 2011). A su vez, una alteración en la expresión de NLRP3 resulta en una 

interrupción en la homeostasis inmunitaria asociada a enfermedades auto-inflamatorias 

en humanos (Anderson et al., 2008). Debido a que el nivel de expresión de NLRP3 es 

bajo en las células inmunitarias, la inducción de la expresión de NLRP3 es un primer 

paso para la activación apropiada del NLRP3 con el fin de responder al estímulo 

producido por los PAMP (Bauernfeind et al., 2009; Bauernfeind et al., 2010; Meylan et 

al., 2006; Martinon et al., 2009). 

 

Obesidad y síndrome de resistencia insulínica 

 La obesidad es una enfermedad crónica compleja y de origen multifactorial, 

caracterizada por el aumento excesivo de masa corporal y, particularmente, de masa 

grasa. La obesidad representa una de las patologías más importantes para la salud 

pública, siendo el exceso de peso corporal el sexto riesgo más importante que 

contribuye al desarrollo de enfermedad en el mundo (WHO/FAO, 2002; Haslam & 

James, 2005). Actualmente se considera que la causa principal de la obesidad es la 

interacción ambiental en individuos con haplotipos de genes susceptibles o candidatos 

de obesidad (Bell et al, 2005). 

 La prevalencia de obesidad está aumentando rápidamente en la mayor parte de 

los países, alcanzando proporciones de pandemia. Actualmente, existen en todo el 

mundo más de 1.100 millones de adultos con sobrepeso de los cuales 312 millones son 

obesos (Hossain et al., 2007). Además, al menos 155 millones de niños tienen 

sobrepeso o son obesos según la International Obesity Task Force (IOFT) de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS). Esta última ha revisado la definición de 

obesidad para ajustar las diferencias étnicas y considera que la prevalencia de sobrepeso 

y obesidad alcanza la cifra de 1.700 millones de sujetos en el mundo (WHO/FAO, 

2002). Durante los últimos 20 años, las proporciones de obesidad no sólo han 

aumentado en los países desarrollados sino que se han triplicado en los países en vías de 

desarrollo que han adoptado un estilo de vida occidental, caracterizado por una menor 

actividad física y consumo excesivo de alimentos energéticamente densos y baratos 
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(Haslam & James 2005; Hossain et al., 2007). Se ha estimado que en 2002 la 

prevalencia de sujetos mayores de 15 años con índice de masa corporal (IMC) superior 

a 30 kg/m2 era del 5,7% para los hombres y de 9,4% para las mujeres y aumentará hasta 

el 8,0% y 12,3% en el año 2010, respectivamente (Yach et al.; 2006). Asimismo, en 

2025 la OMS estima que el número de obesos alcanzará la cifra de 600 millones. 

 En particular, la prevalencia de la obesidad infantil está creciendo de forma 

alarmante en los países desarrollados, alcanzando también a los países en vías de 

desarrollo. En la mayoría de los países, la obesidad infantil ha aumentado en la última 

década como consecuencia de un entorno caracterizado por la fácil disponibilidad de 

alimentos baratos ricos en calorías combinado con un estilo de vida cada vez más 

sedentario. Recientemente, se ha revisado la tendencia mundial de la obesidad infantil, 

en poblaciones en edad escolar de 25 países y en edad preescolar de 42 países, 

observándose que la prevalencia de sobrepeso infantil ha aumentado más 

dramáticamente en países económicamente desarrollados y en poblaciones urbanizadas 

(Wang & Lobstein, 2006). En Europa, la prevalencia de sobrepeso alcanza desde el 12% 

en la República Checa y Holanda, hasta el 36% en Italia (Lobstein & Frelut, 2006). 

  En la población infantil y juvenil española (2-24 años), de acuerdo con los 

resultados del estudio enKid, la prevalencia de obesidad se estima en un 13,9% y la de 

sobrepeso en un 12,4%. La obesidad es significativamente más prevalente en varones 

(15,6%) que en mujeres (12,0%). En el grupo de varones, las tasas más elevadas se 

observaron entre los 6 y los 13 años. En las chicas, las tasas de prevalencia más 

elevadas se observaron entre los 6 y los 9 años (Serra-Majem et al., 2003). 

 La prevalencia creciente de la diabetes tipo 2, de las enfermedades 

cardiovasculares (ECV) y de algunos tipos de cáncer está estrechamente ligada a la 

obesidad. Así, alrededor del 90% de la diabetes tipo 2 es atribuible al exceso de peso y 

se estima que aproximadamente 197 millones de personas en el mundo tienen 

intolerancia a la glucosa y síndrome metabólico (SM), esperándose que esta cifra 

aumente hasta 420 millones en el año 2025 (Wang & Lobstein, 2006). En consecuencia 

la diabetes está emergiendo rápidamente como un problema de salud pública mundial 

que alcanzará proporciones de pandemia en tan solo unos años. Por otra parte, se estima 

que el sobrepeso y la obesidad contribuyen al aumento de hipertensión: 1000 millones 
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de personas tenían hipertensión en el año 2000 y se espera que esta cifra aumente hasta 

1560 millones en el año 2025 (Kearney et al., 2005). 

La obesidad está asociada al SM o síndrome de resistencia a la insulina (SRI), 

caracterizado por hiperinsulinemia y resistencia periférica a la acción insulínica, 

intolerancia a la glucosa o diabetes tipo 2, hipertrigliceridemia, disminución de HDLc y 

otras alteraciones asociadas a riesgo de ECV como la hipertensión arterial (Alberti & 

Zimmet, 1998; Weiss et al., 2003; Gil-Campos M et al., 2004;  Reaven, 2005; Cañete et 

al., 2007). Se ha descrito que la prevalencia de SM en jóvenes obesos es muy elevada, 

oscilando del 39 al 49,7% según las edades, y que el incremento en el IMC se asocia 

con un incremento en el riesgo de SM (Gil-Campos M et al., 2004). Asimismo, nuestro 

grupo de investigación ha descrito que niños españoles obesos en edad prepuberal (6-10 

años) tienen una elevada resistencia insulínica; además el 53% de los niños obesos que 

son remitidos a la consulta de endocrinología pediátrica desde las consultas de medicina 

primaria presentan características de SM (Weiss et al., 2003)). En esta población existen 

ya biomarcadores que se relacionan con el riesgo de padecer ECV (Gil-Campos M et 

al., 2004; Del Valle et al., 2002). 

 

La rata Zucker como modelo de obesidad y síndrome de resistencia insulínica 

La obesidad y el síndrome de resistencia a la insulina se incluyen dentro de los 

problemas más graves de la salud pública actual dado que su incidencia sigue 

aumentando en todo el mundo. Con el fin de investigar estas enfermedades, se vienen 

realizando estudios en modelos animales que reproducen sus síntomas y fisiopatología.  

 En humanos la obesidad puede ser consecuencia de factores genéticos. Estos 

factores no necesariamente se limitan a un solo gen, sino que pueden ser poligénicos o 

ambientales. Los modelos genéticos animales de obesidad se pueden clasificar según 

presenten uno o varios genes modificados. Dentro de los modelos monogénicos se 

incluye la rata Zucker, que tiene alterado el gen del receptor de la leptina. Otro modelo 

es el de la rata Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF); es una rata KO para el 

receptor CCK-1, relacionado con la saciedad. Su fenotipo es más leve que el de la 

Zucker. 
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La mutación del receptor de la leptina (Leprfa) (Hufnagel et al., 1999), se 

descubrió en 1961 en un stock de ratas de Lois y Theodore Zucker, y la línea se 

estableció como modelo genético de obesidad en 1991 (White et al., 1997). Dicho 

modelo es uno de los mejores caracterizados y muestra además de obesidad los 

síntomas metabólicos típicos del obeso humano, caracterizados por la resistencia 

insulínica y la hiperlipidemia que conducen a la aparición de diabetes tipo 2 (Kasiske et 

al., 1992). 

 Los animales homocigotos para el gen receptor de la leptina pueden presentar 

varios tipos de mutaciones como A409E, W664R, H684P y R612H, lo que ocasiona una 

funcionalidad disminuida del receptor de la leptina. Es necesario señalar que en la 

mayor parte de los obesos humanos se da también una resistencia funcional a la leptina 

aunque su origen es usualmente diferente al de las ratas Zucker (Wasim et al., 2016). 

 Las características metabólicas de este modelo asociadas a la obesidad son 

hiperglucemia variable, intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia, resistencia periférica 

a la insulina (incluyendo hígado, músculo esquelético, corazón y tejido adiposo), 

hiperlipidemia, hipercorticosteronemia y estrés oxidativo. Además, las ratas presentan 

hiperfagia, hiperplasia de los adipocitos, aumento de la eficiencia energética y gasto 

energético disminuido.  

 Por lo que se refiere a las alteraciones cardiovasculares, las ratas Zucker son 

hipertensas y presentan hipertrofia cardiaca y reactividad vascular anormal. En cuanto a 

las alteraciones musculares existe una disminución de la translocación del transportador 

GLUT4, una densidad de la microvasculatura reducida y fatiga muscular prematura. 

Además, los animales presentan esteatosis hepática, glucolisis aumentado, alteración de 

la síntesis de glucógeno, así como excreción renal aumentada de albúmina y de otras 

proteínas plasmáticas, reabsorción tubular aumentada de sodio, hipertrofia adrenal y 

glomeruloesclerosis focal (Diom et al.,2017). Finalmente, las ratas Zucker muestran 

neuropatía periférica con alteración de la regulación del apetito mediado por 

neuropéptido Y y actividad simpática y parasimpática alterada (Navar et al., 2006).  

Todas estas alteraciones son compatibles con las que ocurren en los humanos 

obesos con SRI. 
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Otros modelos animales de obesidad muy usados no son genéticos, sino por 

exposición a un ambiente obesogénico, como el modelo de la dieta con alto contenido 

en grasa pudiendo presentar fenotipo obeso (DIO) o no (DR) (Lutz et al., 2012). 

 

Estudios con probióticos en ratas Zucker 

Estudios recientes utilizando Lactobacillus plantarum CECT 7315/7316 en ratas 

Zucker han obtenido la misma conclusión. Tras la inducción de inflamación mediantes 

LPS se observó una disminución de  IL-1β, IL-6, proteína-C reactiva (CRP) y MPO, y 

un aumento de citoquinas anti-inflamatorias IL-10. Además disminuyó la expresión de 

genes de diferentes componentes del inflamasoma, incluyendo Myd88, TNF-α, Traf6, 

Nod2 y NLRP3 (Vilahur et al., 2015).  

Hamad et al., (2009) demostraron que Lactobacillus gasseri SBT2055 reduce el 

tamaño de los adipocitos y el nivel de leptina en ratas Zucker-lean+/fa, pero no en ratas 

Zucker-Leprfa/fa. 

El ácido ferúlico, que puede ser producido por Lactocabillus fermentum NCIMB 

5221, es un compuesto que posee propiedades antioxidantes, reducción del colesterol, y 

propiedades anti-tumorigénicas. El tratamiento de L. fermentum NCIMB 5221 a ratas 

Zucker  redujo la hiperinsulinemia, la resistencia a insulina, la hipertrigliceridemia y la 

e hipercolesterolemia (Tomaro-Duchesneau et al., 2014).  

 

Microbiota intestinal, obesidad y resistencia insulínica 

 Evidencias recientes indican que la microbiota intestinal es un determinante 

fundamental del peso corporal y de la cantidad de masa grasa, y ello sugiere que 

desempeña un papel fundamental en el desarrollo del SRI y de la diabetes tipo 2 

(Backhed et al., 2005; Turbaugh et al., 2006; Ley et al., 2006).  

 La nueva hipótesis sobre la implicación de la microbiota en el desarrollo de la 

obesidad propone que ésta es responsable del incremento de la energía corporal 

almacenada mediante dos mecanismos (Backhed et al., 2004; Backhed et al., 2005; 

Backhed et al., 2007). El primero de ellos estima que la microbiota incrementa la 
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disponibilidad energética al transformar la energía no digerible de la fibra en nutrientes 

absorbibles, y el segundo que la microbiota regula la expresión de genes intestinales, 

reduciendo específicamente la expresión del factor de los adipocitos inducido por ayuno 

(FIAF), una proteína que inhibe la actividad de la lipoproteín lipasa. Esta inhibición 

favorece la liberación de los ácidos grasos libres (FFA) de las lipoproteínas plasmáticas, 

haciéndolos más disponibles para el hígado y otros tejidos que los almacenarían más 

eficientemente (Kersten et al., 2000). Igualmente, un cambio de la microbiota intestinal 

favorecería la producción de ácidos grasos de cadena corta los cuales son activadores de 

la síntesis de triglicéridos. 

 Estos dos mecanismos pueden explicar por qué los ratones axénicos (o libres de 

gérmenes) son más delgados que los ratones normales. Por el contrario, la colonización 

de los ratones axénicos con microbiota convencional aumenta su peso corporal 

(Backhed et al., 2004). Este aumento está asociado a un descenso en la expresión del 

factor FIAF y la modulación de otros genes que están implicados en el metabolismo de 

la glucosa y de los lípidos (Backhed et al., 2007). 

 La composición de la microbiota también cambia en las enfermedades 

metabólicas (Turnbaugh et al., 2006; Ley et al., 2006; Turnbaugh et al., 2007; Cani et 

al., 2007a; Cani et al., 2007b; Cani et al., 2008a; Cani et al., 2008b). Así, los ratones 

con déficit de leptina ob/ob se caracterizan por una reducción del número de 

Bacteroidetes y un aumento del número de Firmicutes, comparado con los ratones 

"salvajes" delgados; esto no parece deberse a un cambio en la calidad del alimento sino 

a la mayor cantidad de alimento ingerido (Ley et al., 2005). Sin embargo, con 

independencia de la cantidad, la calidad es un factor importante en la regulación de los 

perfiles metagenómicos intestinales. Asimismo, recientemente se ha descrito que la 

alimentación con una dieta rica en grasa cambia dichos perfiles de manera muy 

profunda de manera que se produce una reducción del número total de bacterias y 

particularmente de las bacterias Gram+ y un aumento proporcional de las bacterias 

Gram-. (Cani et al., 2007a; Cani et al., 2007b; Cani et al., 2008a; Cani et al., 2008b).  

 Por otra parte, también se han descrito cambios en la microbiota intestinal de los 

humanos. Así, los sujetos obesos adultos presentan una relación alterada de la 

proporción Firmicutes-Bacteroidetes (Ley et al., 2005; Turnbaugh et al., 2006; Ley et 

al., 2006), que se normaliza al cabo de varias semanas cuando se produce una pérdida 
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de peso significativa (Ley et al., 2006). Todo ello indica que la microbiota intestinal 

puede ser adaptada mediante terapia nutricional, lo que significa que los perfiles 

metagenómicos pueden ser reversibles (Serino et al., 2009). 

 Una elevación de la proporción LDL/HDL define la dislipidemia típica del SRI 

y de la diabetes de tipo 2. El lipopolisacárido (LPS), componente principal de la pared 

de las bacterias Gram- y una de las más poderosas sustancias pro-inflamatorias, es 

también un componente de las partículas de lipoproteínas (Vreugdenhil et al., 2003; 

Ghoshal et al., 2009). El LPS se asocia con la dislipidemia y este factor es un 

desencadenante en el desarrollo de enfermedad metabólica inducida por la dieta rica en 

grasa (Cani et al., 2007a).  

 La elevación exagerada del LPS desencadena una respuesta atípica Th2 mediada 

por células "natural killer no clásicas" (NKT) que producen una elevada cantidad de IL-

13 y generan un potencial citotóxico exacerbado en las células de la pared intestinal. 

Este no es el caso de la dislipidemia asociada al SRI o la diabetes de tipo 2, pero la 

alteración del sistema inmunitario innato puede conducir en estas situaciones a la 

hipersensibilidad de macrófagos y linfocitos dando lugar a una respuesta pro-

inflamatoria sistémica debido a la sobreproducción de citoquinas. De hecho, se acepta 

actualmente que la resistencia a la insulina se asocia a un estado inflamatorio 

(Hotamisligil, 2006). 

 Datos recientes han mostrado que la expresión diferencial de genes a lo largo del 

eje intestinal determinada mediante microarrays en ratones C57BL76J alimentados con 

una dieta diabetógena rica en grasa, después de 2, 4 y 8 semanas de intervención ocurre 

sobre todo en la sección del intestino medio (de Wit et al., 2008). Los genes afectados 

están relacionados con el ciclo celular, el metabolismo lipídico y la inflamación, y los 

cambios producidos dan lugar a cambios sistémicos debido a la producción de 

moléculas de señalización que actúan sobre órganos periféricos. 
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Probióticos 

 Se utilizaron las cepas probióticas Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, 

Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 

descritas anteriormente por nuestro grupo (Muñoz-Quezada et al., 2013). Estas cepas  

están depositadas en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) 

del Instituto Pasteur (París, Francia).  

 

Declaración de principios éticos 

 El estudio se llevó a cabo de acuerdo a las recomendaciones de las guías para la 

investigación animal de la Universidad de Granada (España). Todos los animales 

recibieron cuidado humano. El diseño experimental fue aprobado por el Comité de Ética 

de Experimentación Animal de la Universidad de Granada (Permiso número: 2011-

377). 

 

Diseño experimental 

Cuarenta y ocho ratas macho obesas Zucker-Leprfa/fa y 16 ratas Zucker-lean+/fa  

que pesaban entre 168 y 180 g fueron compradas a los Laboratorios Charles River 

(Barcelona, España). Las ratas fueron alojadas en jaulas metabólicas con un ciclo de 

luz/oscuridad de 12 h y acceso libre a agua y comida. Tras 5 días de adaptación, 8 ratas 

Zucker-lean+/fa y 8 ratas Zucker-Leprfa/fa fueron sacrificadas como referencia (grupos 

iniciales). Las restantes 40 ratas obesas Zucker-Leprfa/fa fueron divididas aleatoriamente 

para recibir un placebo, 1010 UFC de una de las tres cepas probióticas o una mezcla de 

L. paracasei CNCM I-4034 y B. breve CNCM I-4035 por vía oral durante 30 días. Un 

grupo adicional de 8 ratas Zucker-lean+/fa recibieron placebo durante 30 días. El placebo 

contenía 67% de leche de vaca en polvo, 32,5% de sacarosa y 0,56% de vitamina C.  

 Tras la intervención los animales fueron anestesiados y sedados con una mezcla 

de ketamina y xilazina. La sangre fue extraída directamente de la aorta y se centrifugó 

durante 10 minutos a 1000 × g y 4 °C para separar el suero de las células. Las muestras 

de íleon, se congelaron en nitrógeno líquido y se mantuvieron a -80 °C, o bien se fijaron 

con paraformaldehido al 4% para su posterior análisis. 
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Concentración de proteína de unión a lipopolisacárido (LBP) en suero 

La concentración de proteína de unión a lipopolisacárido (LBP proteína serica  

producida por los hepatocitos encargada de la unión a LPS bacteriano y CD14 para la 

producción de una respuesta inmunitaria (Kim et al., 2017)), en suero se midió con un 

kit de ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas de Cloud-Clone Corp. (Houston, 

Texas, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

Microarray de DNA 

Los datos obtenidos del microarray de un subgrupo de muestras de la mucosa 

intestinal de las ratas Zucker tratadas con las diferentes cepas cumplen con los 

requisitos MIAME (mínima información sobre un experimento de microarray) y se 

almacenaron en la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) con el título datos de 

Expresión de mucosa intestinal de ratas Zucker con la referencia GSE73848 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE73848).   

El análisis de expresión génica se realizó utilizando la tecnología GeneChip® de 

Affymetrix®. Tanto el procesamiento de las muestras como la hibridación, revelado, 

escaneado de los chips y análisis de los resultados se llevó a cabo siguiendo los 

protocolos y equipos oficialmente recomendados por Affymetrix Inc. (Santa Clara, 

California, EE. UU.). De manera breve, a partir del RNA total que obtuvimos se 

sintetizó cDNA con el que, después de fragmentar, se preparó la mezcla de hibridación 

con la que se hibridaron los chips correspondientes. El protocolo utilizado fue el 

recomendado por Affymetrix, utilizando el Ambion® WT Expression Kit (Thermo 

Fisher, Carlsbad, California, EE. UU.), y el GeneChip® WT Terminal Labeling kit 

(Affymetrix, Santa Clara, California, EE. UU.). Para el estudio se empleó el 

GeneTitan™ de Affymetrix, que permite hibridar, revelar, lavar y escanear los arrays en 

placas de 96, 24 ó 16 arrays cada una. El software utilizado para el procesamiento de los 

chips y de los resultados fue el Command Console (AGCC 3.1, Affymetrix®) y el 

Expression Console (EE 1.1, Affymetrix®). Para el análisis bioinformático se utilizaron 

los programas Partek Genomics Suite y dChip (www.dchip.org) (Li y Wong 2001). 
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Muestras 

Las muestras de mucosa intestinal seleccionadas fueron 4 muestras de cada uno de los 8 

grupos y con ellas se realizaron los experimentos de análisis de la expresión génica 

(Tabla 1).  

Tabla 1. Muestras correspondientes para análisis de la expresión génica a partir de las 

muestras de tejido de mucosa intestinal de rata. 

Condición Código 
cliente 

Código 
Progenika 

Fecha de 
Recepción 

ref. delgada C01 11SE560 30/09/2011 
ref. delgada C02 11SE561 30/09/2011 
ref. delgada C03 11SE562 30/09/2011 
ref. delgada C04 11SE563 30/09/2011 
ref. obesa Z01 11SE564 30/09/2011 
ref. obesa Z02 11SE565 30/09/2011 
ref. obesa Z03 11SE566 30/09/2011 
ref. obesa Z04 11SE567 30/09/2011 

control delgado C11 11SE568 30/09/2011 
control delgado C13 11SE569 30/09/2011 
control delgado C15 11SE570 30/09/2011 
control delgado C16 11SE571 30/09/2011 
control obeso Z11 11SE572 30/09/2011 
control obeso Z13 11SE573 30/09/2011 
control obeso Z15 11SE574 30/09/2011 
control obeso Z16 11SE575 30/09/2011 

grupo Mezcla cepas probióticas Z21 11SE576 30/09/2011 
grupo Mezcla cepas probióticas Z23 11SE577 30/09/2011 
grupo Mezcla cepas probióticas Z25 11SE578 30/09/2011 
grupo Mezcla cepas probióticas Z26 11SE579 30/09/2011 
grupo B. breve CNCM I-4035 Z31 11SE580 30/09/2011 
grupo B. breve CNCM I-4035 Z33 11SE581 30/09/2011 
grupo B. breve CNCM I-4035 Z35 11SE582 30/09/2011 
grupo B. breve CNCM I-4035 Z36 11SE583 30/09/2011 

grupo L. paracasei CNCM I-4034 Z41 11SE584 30/09/2011 
grupo L. paracasei CNCM I-4034 Z43 11SE585 30/09/2011 
grupo L. paracasei CNCM I-4034 Z45 11SE586 30/09/2011 
grupo L. paracasei CNCM I-4034 Z46 11SE587 30/09/2011 
grupo L. rhamnosus CNCM I-4036 Z51 11SE588 30/09/2011 
grupo L. rhamnosus CNCM I-4036 Z57 11SE589 30/09/2011 
grupo L. rhamnosus CNCM I-4036 Z55 11SE590 30/09/2011 
grupo L. rhamnosus CNCM I-4036 Z56 11SE591 30/09/2011 

ref delgada y ref. obesa, son los grupos de ratas que se sacrificaron al terminar el período de adaptación. Control delgado y obeso 
recibieron placebo.  
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Procesamiento de las muestras de mucosa intestinal 

Cada muestra de tejido se pulverizó en mortero en presencia de nitrógeno 

líquido. Se extrajo el RNA total utilizando RNeasy Mini kit de Qiagen (Qiagen, 

Barcelona, España) y de forma automatizada en QIacube (Qiagen). La cantidad y 

calidad de cada de las muestras de RNA extraídas se estimó mediante medida 

espectrofotométrica en Nanodrop (tabla 2) y además se chequeó una alícuota en 

Bioanalyzer (Figura 7) (NanoDrop Technologies, Winooski, Vermont, EE. UU., y 

Agilent Genomics, Santa Clara, California, EE. UU.).  

Tabla 2. Medida de la concentración y pureza del RNA 

 Datos Nanodrop Datos Bioanalyzer 

muestra ng/µl A260/280 µg totales rRNA Ratio [28s / 18s] RIN 
11SE560 613.77 2.14 30.7 2.9 9.6 
11SE561 641.5 2.14 32.1 2.9 9.8 
11SE562 327.41 2.12 16.4 2.1 9.5 
11SE563 483.22 2.13 24.2 2.0 8.7 
11SE564 308.59 2.11 15.4 2.3 8.9 
11SE565 220.18 2.11 11.0 1.9 7.8 
11SE566 627.53 2.14 31.4 2.4 9.3 
11SE567 571.27 2.11 28.6 2.8 9.6 
11SE568 600.73 2.15 30.0 2.6 9.8 
11SE569 264.58 2.1 13.2 2.3 9.7 
11SE570 179.78 2.09 9.0 2.7 9.4 
11SE571 103.32 2.09 5.2 2.3 9.4 
11SE572 734.6 2.13 36.7 2.3 9.7 
11SE573 377.85 2.09 18.9 1.5 9.5 
11SE574 462.3 2.06 23.1 1.4 9.1 
11SE575 212.53 2.11 10.6 2.0 9.1 
11SE576 559.07 2.1 28.0 2.5 9.6 
11SE577 414.15 2.08 20.7 2.1 8.9 
11SE578 430.84 2.07 21.5 2.0 9.5 
11SE579 220.12 2.08 11.0 2.2 9.2 
11SE580 154.26 2.11 7.7 2.4 8.7 
11SE581 399.36 2.07 20.0 1.8 9.3 
11SE582 522.45 2.13 26.1 2.7 10 
11SE583 618.66 2.12 30.9 1.9 9.2 
11SE584 633.81 2.11 31.7 2.6 9.8 
11SE585 148.74 2.12 7.4 2.1 9.2 
11SE586 572.73 2.13 28.6 2.3 9.4 
11SE587 443.4 2.03 22.2 2.1 9.4 
11SE588 177.48 2.07 8.9 2.1 9.3 
11SE589 231.02 2.11 11.6 2.1 9.5 
11SE590 81.03 2.07 4.1 2.2 9.2 
11SE591 178.11 2.14 8.9 1.8 7.4 
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La figura 7 muestra las medidas de cantidad y calidad de cada RNA extraído y 
comprobado mediante Bioanalyzer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Comprobación en Bioanalyzer de los RNAs. 
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Síntesis de cDNA, fragmentación y marcaje 

A partir de 300 ng de RNA total se sintetizó cDNA con Ambion WT Expression kit, 

siguiendo las indicaciones del proveedor. Los principales pasos del protocolo fueron: 

síntesis de cDNA con oligonucleótidos al azar que incluyeron el promotor de T7; 

transcripción in vitro; nueva síntesis de cDNA a partir del cRNA resultante del paso 

anterior incluyendo dUTP. El cDNA obtenido fue fragmentado utilizando UDG (Uracil 

DNA Glycosylase) y APE1 (Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1). El cDNA 

fragmentado se marcó con transferasa terminal utilizando el WT Terminal Labeling kit. 

Tabla 3. Medida de la concentración y pureza de los cDNAs 

Muestra Concentración Pureza µg Muestra Concentración Pureza µg 

11SE560 325.42 1.97 9.8 11SE576 324.2 1.97 9.7 
11SE561 326.06 1.97 9.8 11SE577 318.9 1.99 9.6 
11SE562 309.77 1.96 9.3 11SE578 322.18 1.97 9.7 
11SE563 313.35 1.98 9.4 11SE579 288.28 1.96 8.6 
11SE564 318.93 1.97 9.6 11SE580 314.86 1.98 9.4 
11SE565 301.8 1.97 9.1 11SE581 312.48 1.98 9.4 
11SE566 310.26 1.99 9.3 11SE582 319.05 1.96 9.6 
11SE567 312.47 1.97 9.4 11SE583 277.31 1.97 8.3 
11SE568 321.95 1.97 9.7 11SE584 322.63 1.98 9.7 
11SE569 318.68 1.98 9.6 11SE585 346.09 1.98 10.4 
11SE570 322.06 1.97 9.7 11SE586 308.65 1.97 9.3 
11SE571 313.51 1.96 9.4 11SE587 314.26 1.97 9.4 
11SE572 317.23 1.98 9.5 11SE588 227.54 1.95 6.8 
11SE573 314.88 1.98 9.4 11SE589 289.11 1.99 8.7 
11SE574 305.53 1.96 9.2 11SE590 279.85 1.99 8.4 
11SE575 317.92 1.96 9.5 11SE591 307.99 1.99 9.2 

 

Se fragmentaron 5,5µg de cDNA de cada una de las muestras y se marcó con biotina 

utilizando transferasa terminal. La correcta fragmentación de los cDNAs fue 

comprobada mediante chequeo de una alícuota en Bioanalyzer. 
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Figura 8. Comprobación en Bioanalyzer de los cDNAs fragmentados 
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Hibridación y escaneado del GeneChip Rat Gene 1.1 ST array. Análisis de los controles 

Los principales controles de calidad a inspeccionar fueron de tres tipos: controles de la 

hibridación, controles del marcaje y controles de la muestra. 

Los controles de hibridación (spike controls) son sondas control para secuencias que se 

incluyen en la mezcla de hibridación. La presencia de estos controles indica que los 

procesos de hibridación, lavados, revelado y escaneado han resultado correctos. Los 

spike controls utilizados fueron BioB, BioC, BioD y Cre. Cada uno de los oligos se 

incluyeron en la mezcla en concentraciones crecientes de forma que BioB < BioC < 

BioD < Cre. Por lo tanto, la intensidad de cada una de las sondas debe ser proporcional 

a la cantidad de oligo presente en la mezcla. La forma de comprobar que el proceso de 

hibridación (desde la preparación de la mezcla de hibridación hasta el escaneado) era 

correcto fue representar los valores de intensidad de cada una de estas sondas en todas 

las muestras y comprobar que los valores eran crecientes, proporcionales a la 

concentración. En esta representación se esperaba observar, en cada muestra, un 

aumento de la intensidad de cada spike en función de la concentración. El valor absoluto 

no era tan importante como la tendencia general, es decir, que no se cruzasen las líneas. 

En el experimento los valores de intensidad y la relación entre ellos se encontraron 

dentro de lo esperado (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Valores de intensidad normalizados para los spike controls en cada una de las muestras analizadas 
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Los controles de marcaje analizados fueron los polyA controls. Los PolyA controls son 

transcritos de Bacillus subtilis añadidos, en concentraciones crecientes, al RNA de la 

muestra durante el procesamiento. La observación de los valores de intensidad de cada 

PolyA control en cada muestra permite comprobar si los procesos de síntesis de cDNA-

cRNA han transcurrido correctamente. Como en el caso de los spike controls, la forma 

de comprobar que el procesamiento de las muestras fue correcto, era representar los 

valores de intensidad de cada una de la sondas en todas las muestras y comprobar que 

los valores eran crecientes, proporcionales a la concentración. En esta representación se 

espera observar en cada muestra un aumento de la intensidad de cada PolyA control en 

función de la concentración. El valor absoluto no era tan importante como la tendencia 

general, es decir, que no se cruzasen las líneas. En este experimento los valores de 

intensidad y la relación entre ellos se encontraron dentro de lo esperado (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 10. Valores de intensidad normalizados para los PolyA controls en cada una de las muestras analizadas 

 

Los parámetros de calidad calificados como controles de muestra permiten identificar 

muestras outliers, es decir, con un comportamiento significativamente diferente al de 

resto de muestras.  

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

88 

 

Los parámetros analizados en este estudio fueron: 

• Pos_vs_neg_auc: representa una medida de la detección de los controles 

positivos frente a la falsa detección de los controles negativos. Es una medida 

robusta de la calidad global de los datos. Los valores típicos se encuentran entre 

0,8 y 0,9, siendo 1,0 el valor perfecto, mientras que un valor de 0,5 refleja que 

no hay una diferencia entre los controles positivos y negativos. Valores 

inferiores a 0,8 inducen a pensar que la muestra podría tratarse de un outlier. 

Todas las muestras tuvieron un valor aceptable. 

• All Probe set Mean: representa la media de la señal de todas las probe sets 

incluidas en el análisis. Este parámetro permite identificar arrays demasiado 

brillantes o demasiado oscuros. Los valores deberían ser más consistentes para 

réplicas biológicas que para muestras de diferente tipo. Las diferencias 

observadas no consideran ninguna de las muestras como outlier. 

• All Probe Set RLE Mean: la señal de cada probe set es comparada con la media 

de la señal de esa probe set en el estudio. Este parámetro es la media de estas 

diferencias para todas las probe sets. Generalmente, valores altos indican que las 

señales en un array son muy diferentes a las del resto del estudio. En este tipo de 

array, los valores oscilan entre 0,27 y 0,61 para estudios que incluyen muestras 

de diferentes tejidos y entre 0,1 y 0,23 para réplicas técnicas. Los valores fueron 

consistentes. 

En la tabla 4 se recogen los valores de cada muestra para cada parámetro de control de 

calidad mencionado anteriormente. 
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Tabla 4. Controles de calidad de la muestra 

Muestra pos_vs_neg_auc all_probeset_mean all_probeset_rle _mean 
11SE560 0.85422 5.541424 0.241511 
11SE561 0.878029 5.57988 0.171301 
11SE562 0.865219 5.507742 0.248986 
11SE563 0.864947 5.589251 0.175722 
11SE564 0.864352 5.5837 0.173877 
11SE565 0.877761 5.56282 0.161048 
11SE566 0.871477 5.586922 0.175144 
11SE567 0.877053 5.580364 0.167735 
11SE568 0.860977 5.579972 0.140385 
11SE569 0.880092 5.582358 0.217311 
11SE570 0.882 5.574604 0.148582 
11SE571 0.888591 5.56232 0.194358 
11SE572 0.876405 5.570266 0.133905 
11SE573 0.879322 5.56958 0.12135 
11SE574 0.875899 5.572968 0.116654 
11SE575 0.863548 5.58026 0.129136 
11SE576 0.864426 5.589662 0.15491 
11SE577 0.871134 5.576477 0.129484 
11SE578 0.88545 5.576419 0.128479 
11SE579 0.866908 5.576636 0.127985 
11SE580 0.857355 5.586262 0.153071 
11SE581 0.867117 5.574453 0.131372 
11SE582 0.88222 5.572265 0.130127 
11SE583 0.874066 5.581122 0.141788 
11SE584 0.880905 5.571299 0.122088 
11SE585 0.846603 5.579253 0.170314 
11SE586 0.876601 5.576181 0.131724 
11SE587 0.872058 5.566449 0.226278 
11SE588 0.904137 5.559667 0.184642 
11SE589 0.873042 5.570007 0.150338 
11SE590 0.842198 5.593665 0.170785 
11SE591 0.879472 5.567289 0.125395 

 

En los apartados posteriores, como parte del procesamiento bioinformático, se 

analizaron otra serie de parámetros de calidad para tratar de identificar posibles outliers. 

 

Análisis Bioinformático. Introducción 

 Los resultados de expresión génica obtenidos a partir de las 32 muestras de RNA 

fueron analizadas y sus características se detallan en la Tabla 5. El chip utilizado fue el 

Rat Gene1.1ST array plate (Affymetrix Inc., Santa Clara, California, EE. UU.).   



MATERIALES Y MÉTODOS 

90 

 

 El objetivo de este análisis fue obtener secuencias diferencialmente expresadas 

entre las condiciones estudiadas. Para conseguir estos objetivos, el análisis 

bioinformático siguió los siguientes pasos: 

a) Control de calidad de los arrays. 

b) Pre-procesamiento de los datos por el método RMA. 

c) Normalización global de los arrays para la obtención de la lista de trabajo. 

d) Aplicación de herramientas bioinformáticas para obtener diferencias en la expresión 

génica. 

e) Búsqueda de rutas metabólicas y procesos ontológicos significativamente expresados 

a partir de las listas de genes significativos obtenidos. 

 

Al aplicar herramientas estadísticas se obtuvieron listas de sondas que presentan 

diferencias de expresión entre las muestras comparadas (con un valor de significación p, 

que por defecto es seleccionado como 0,05). Para el cálculo de la tasa de cambio de 

expresión entre las distintas condiciones, se seleccionaron como condición basal o línea 

base la condición que se encuentra en segundo lugar en la comparación. Todos estos 

pasos son descritos con más detalle en los siguientes apartados. 

Tabla 5. Descripción de las muestras utilizadas en el análisis 

Tipo Condición muestras 

Referencia Delgada 11SE560, 11SE561, 11SE562, 11SE563 

Referencia Obesa 11SE564, 11SE565, 11SE566, 11SE567 

Control Delgado 11SE568, 11SE569, 11SE570, 11SE571 

Control Obesa 11SE572, 11SE573, 11SE574, 11SE575 

Mezcla cepas probióticas Obesa 11SE576, 11SE577, 11SE578, 11SE579 

B. breve CNCM I-4035 Obesa 11SE580, 11SE581, 11SE582, 11SE583 

L. paracasei CNCM I-4034   Obesa 11SE584, 11SE585, 11SE586, 11SE587 

L. rhamnosus CNCM I-4036 Obesa 11SE588, 11SE589, 11SE590, 11SE591 
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Análisis de outliers 

La calidad de los arrays se determinó mediante la realización de los siguientes 

controles: 

Array Outlier: indica el porcentaje de transcritos cuyos niveles en un array son 

inconsistentes con los niveles en el resto de arrays del experimento. El programa de 

análisis utilizado, dChip (Li et al, 2001), recomienda tomar con precaución aquellas 

muestras que superen el valor de 5%, y eliminar aquellas que superen el 15%. La 

muestra 11SE562 presentó un valor que indica tomar dicha muestra con precaución por 

lo que se observó su comportamiento en los sucesivos pasos del análisis. 

Tabla 6. Porcentajes del parámetro indicador de calidad de los datos en los arrays 

Muestra % Array outlier Muestra % Array outlier 
11SE560 3.305 11SE576 0.23 
11SE561 0.271 11SE577 0.254 
11SE562 6.853 11SE578 0.274 
11SE563 0.192 11SE579 0.237 
11SE564 0.394 11SE580 0.405 
11SE565 0.329 11SE581 0.281 
11SE566 0.291 11SE582 0.254 
11SE567 0.339 11SE583 0.298 
11SE568 0.312 11SE584 0.35 
11SE569 0.668 11SE585 0.422 
11SE570 0.312 11SE586 0.35 
11SE571 0.35 11SE587 0.405 
11SE572 0.302 11SE588 0.566 
11SE573 0.298 11SE589 0.291 
11SE574 0.288 11SE590 0.247 
11SE575 0.247 11SE591 0.226 

 

Porcentaje de transcripciones cuyos niveles en la matriz son inconsistentes con los niveles en el resto de matrices del experimento. 

 

Relative Log Expression: El programa Expression Console de Affymetrix se utilizó para 

obtener valores RLE en los que cada valor de expresión de cada probe set de cada 

muestra se normaliza respecto de un array de referencia. Este array de referencia se 

construye a partir de la mediana de todos los arrays para cada probe set. Se asume, que 

la mayoría de los valores de expresión no cambian con respecto a la mediana por lo que 

en teoría todos estos valores calculados rondaran en torno a 0. Todas las muestras 

presentaron correctos valores de RLE  en Figura 11. 
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Figura 11. Control de calidad tras ajustar el modelo lineal. Gráfica RLE representando en un diagrama de cajas la distribución de 
los valores de RLE en todas las muestras del experimento 

 

 

Preprocesamiento y normalización de los datos 

Para medir la expresión génica de forma precisa y fiable, es importante tener en cuenta 

la variabilidad experimental (debida a las muestras) y sistemática (debida al procesado) 

que puede asociarse a un experimento de estas características. El término normalización 

hace referencia al proceso llevado a cabo para minimizar los efectos de dicha variación 

sobre el análisis. Así pueden distinguirse más fácilmente las diferencias biológicas, al 

mismo tiempo que nos permite la comparación de niveles de expresión en el conjunto 

de los arrays estudiados. 

 

Pre-procesamiento 

 Los valores de intensidad de cada sonda en el array fueron procesados y 

normalizados por el método RMA (Robust Multichip Average) para obtener un valor de 

intensidad individual para cada set de sondas. A continuación, todo el conjunto de 

valores de expresión de cada uno de los exones se promediaron para obtener valores de 

expresión únicos por gen para obtener un listado de 29214 probe sets, o set de sondas. 
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Primer filtrado de los datos 

Los datos de los GeneChips se filtraron para eliminar aquellas secuencias con señal de 

hibridación cercana al fondo (background). El número de secuencias que pasaron dicho 

filtrado (secuencias seleccionadas) fueron de 10015. 

 

Normalización 

En el análisis que nos ocupa se llevó a cabo un paso de normalización, método de 

normalización por cuantiles (como parte del proceso de normalización por RMA), 

utilizando el programa de análisis Partek Genomics Suite v6.10 (Partek, St. Louis, 

Missouri,  EE. UU.), a los datos de los arrays almacenados en los archivos *.cel 

(ficheros de salida de Affymetrix). 

 

Segundo filtrado de los datos 

Por último, esta lista de 10015 secuencias se filtró para eliminar aquellas sondas que no 

presentasen ningún cambio de expresión en todas las muestras, basándose en la 

desviación estándar de los datos de intensidad normalizados. El valor utilizado como 

límite de cambio de expresión entre condiciones permite eliminar secuencias que no 

varían en la comparación entre cualquier muestra del experimento y por lo tanto no son 

informativas. Este filtrado dio lugar a un listado de 6990 secuencias que forman la lista 

de trabajo. 

En este experimento, se analizaron los cambios de expresión génica como consecuencia 

de la interacción del tipo y la condición. 

De manera previa a la realización de cualquier prueba estadística, se realizó un análisis 

que permitió observar en qué medida las diferentes variables afectan a los resultados 

Figura 12. 
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Figura 12. Fuentes de variación causantes de las diferencias entre las muestras en base a la media del estadístico F. 
 
 

Se pudo observar que las mayores diferencias fueron las debidas al factor 

condición. Así, es previsible que en las comparaciones de la interacción que se realicen 

y que impliquen diferentes variables del factor condición (Delgada y Obesa) obtengan 

un número mayor de genes que aquellas en las que la condición sea la misma en ambos 

casos. Además se indica en la última columna el error no controlable asociado a este 

experimento. 

 

Análisis de Componentes Principales y Cluster jerárquico 

El Análisis de Componentes Principales (PCA) es una técnica estadística de 

síntesis de la información, o reducción de la dimensión de los datos (en este caso los 

valores de expresión de cada sonda). El objetivo principal que persigue el PCA es la 

representación de las medidas numéricas de las sondas en un espacio de pocas 

dimensiones donde nuestros sentidos puedan percibir relaciones que de otra manera 

permanecerían ocultas en dimensiones superiores. Dicha representación debía ser tal 

que al desechar dimensiones superiores (generalmente de la tercera o cuarta en adelante) 



  MATERIALES Y MÉTODOS 

95 

 

la pérdida de información fuera mínima. Es decir, ante un banco de datos con muchas 

variables (cada uno de los valores de expresión de cada gen), el objetivo era reducirlas a 

un menor número perdiendo la menor cantidad de información posible. La elección de 

los factores o componentes se realizó de tal forma que el primero recogía la mayor 

proporción posible de la variabilidad original presente en el experimento; el segundo 

factor debía recoger la máxima variabilidad posible no recogida por el primero, y así 

sucesivamente. El número de factores o componentes principales que se tomó para la 

representación gráfica es de 3 y con él se explicó un porcentaje de la varianza existente 

especificado en el gráfico. La imagen resultante se comparó con los factores 

experimentales conocidos con el fin de asociar la variabilidad observada (o lo que es lo 

mismo, diferencias) a alguno de ellos. El software permitió colorear las muestras en 

función de distintos factores. 

Los resultados obtenidos a partir de la lista de trabajo (6990 secuencias) se 

muestran en la Figura 13. 

 

Figura 13. Dos visiones de PCA. Columna izquierda: Primera visión de PCA. Columna derecha: Visión girada 90º a la izquierda 
sobre el eje vertical (eje z; componente 3) realizadas a partir de la lista de trabajo (6990 secuencias). En las dos imágenes las 
muestras están coloreadas de acuerdo a la condición y tipo al que pertenecen. Porcentaje de variabilidad: 20.9% (eje 1); 16.9% (eje 
2); 10.7% (eje 3) 

 

Este análisis de componentes principales mostró una gran variabilidad que no 
permitió la clasificación de las muestras de acuerdo a la condición a la que pertenecen. 
Asimismo, se pudo observar que la muestra 10SE562, clasificada como a tomar con 
precaución en los controles de calidad, no presentó una clasificación muy divergente 
con respecto al resto de las muestras. 
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Un cluster o árbol jerárquico es un método estadístico que permite la 

clasificación de objetos, en este caso perfiles de expresión de genes o muestras, en 

grupos o clústeres por similitud entre ellos. Para llevar a cabo este procedimiento se 

calculó la distancia de cada gen o muestra con todos los demás y se agruparon los dos 

genes que presentaban una correlación más alta. A continuación se calculó la media del 

perfil de expresión de esos dos y con este gen o muestra “sintético” se repitió el cálculo 

de la distancia para todos los demás objetos. Este proceso se repitió hasta que todos los 

genes o muestras fueron agrupados por parejas. Posteriormente, se calcularon los ratios 

de separación y la medida de similitud que organizaron el árbol formando grupos 

discretos y ramificaciones, respectivamente. 

Los clusters jerárquicos del estudio se realizaron utilizando el software Partek 

Genomics Suite, aplicando como medida de similitud la distancia euclidea y como 

método de agrupación el método de “Average linkage”.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Cluster jerárquico de muestras realizado a partir de la lista de trabajo (6990 secuencias). Cada muestra se presenta en un 
recuadro que hace referencia a la condición y el tipo al que pertenece. 
 
 

En lo que se refiere al cluster, no mostró una separación de las muestras de 

acuerdo a la condición a la que pertenecen. Al igual que en el PCA, la muestra 10SE562 

no tenían un comportamiento diferente. Por lo tanto, se decidió conservar dicha muestra 

en el experimento. 
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La elaboración de este cluster y PCA no supervisados (los genes no son el 

resultado de la aplicación de un test estadístico) permiten hacerse una idea aproximada 

de las diferencias existentes entre cada una de las condiciones, así como de la 

variabilidad dentro de cada condición. La elevada variabilidad observada permite 

augurar un bajo número de genes significativos al realizar las comparaciones 

estadísticas. 

 

Análisis estadístico, PCA y clúster jerárquico 

Para la identificación de cambios en expresión estadísticamente significativos entre los 

grupos de muestras se realizaron diversos modelos de regresión lineal teniendo en 

cuenta los diversos factores contemplados en el presente análisis: 

 

[1] Yi = Tipo + Condición + Tipo*Condición + ε 

 

donde Yi es la intensidad Y para cada secuencia i. “Tipo” hace referencia al tratamiento 

de la muestra. “Condición” se refiere al hecho de ser delgada/obesa, “Tipo*Condición” 

a la interacción de ambas variables y ε es el error no medible que reúne la parte no 

predicha del resto de variables. De esta manera, se pueden obtener las secuencias 

diferencialmente expresadas debido a cada uno de los factores estudiados. 

El interés fue identificar las diferencias de expresión debidas a la interacción de los 

factores Tipo y Condición. Además a partir de la lista de genes significativos obtenida, 

se agruparon las muestras en un PCA y en un cluster  

Los resultados del análisis estadístico se resumen en la Tabla 7. Se muestra el valor de p 

asociado a cada secuencia. Cuanto menor es el valor de p, más significativa es la 

diferencia de expresión entre las condiciones. Se requirió un estudio individual gen a 

gen  para verificar si esas diferencias son relevantes a nivel biológico. A continuación se 

muestran los valores de cambio de expresión (fold change, FC) de cada secuencia 

relativa a la línea base considerada, que fue la que se encontraba en segundo lugar en la 

comparación. 
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Tabla 7. Resultado del análisis estadístico. 

Nº Comparación Corrección test 
multiple 

Nº Secuencias 
significativas 

Falsos 
positivos 

1 
Anova Tipo*Condición 

No 936 349.5 
FDR 1 0.05 

  Bonferroni 1 0.05 

2 
L. rhamnosus CNCM I-4036 vs Control D 

No 1640 349.5 
FDR 522 26.1 

  Bonferroni 36 0.05 

3 
L. rhamnosus CNCM I-4036 vs Control O 

No 663 349.5 
FDR 5 0.25 

  Bonferroni 1 0.05 

4 
L. paracasei CNCM I-4034  vs Control D 

No 2205 349.5 
FDR 970 4.85 

  Bonferroni 44 0.05 

5 
L. paracasei CNCM I-4034  vs Control O 

No 404 349.5 
FDR 0 - 

  Bonferroni 0 - 

6 B. breve CNCM I-4035 vs Control D 
No 1524 349.5 
FDR 390 19.5 
Bonferroni 39 0.05 

7 B. breve CNCM I-4035 vs Control O 
No 211 349.5 
FDR 0 - 
Bonferroni 0 - 

8 Mezcla cepas probióticas vs Control D 
No 1469 349.5 
FDR 392 19.6 
Bonferroni 33 0.05 

9 Mezcla cepas probióticas vs Control O 
No 162 349.5 
FDR 0 - 
Bonferroni 0 - 

10 Referencia D vs Control D 
No 1622 349.5 
FDR 322 16.1 
Bonferroni 13 0.05 

11 Referencia O vs Control O 
No 1500 349.5 
FDR 428 21.4 
Bonferroni 34 0.05 

 
ref delgada y ref. obesa, son los grupos de ratas que se sacrificaron al terminar el período de adaptación. Control delgado y obeso 
recibieron placebo. El grupo HR-110324-005 corresponde a la mezcla de cepas probióticas, el grupo HR-110324-004 corresponde a 
B. breve CNCM I-4035, el grupo HR-110324-002 corresponde a L. paracasei CNCM I-4034 y finalmente el grupo HR-110324-001 
corresponde a L. rhamnosus CNCM I-4036. 
 

Cuando se buscan diferencias significativas entre varias condiciones, algunas 

secuencias pueden aparecer como significativas por azar, es decir, ser falsos positivos 

(error de tipo I). El propósito de la aplicación de un test de corrección múltiple fue tratar 

de disminuir la probabilidad de que aparecieran falsos positivos de manera más rigurosa 

que el especificado por el nivel de significación. El test de corrección múltiple 

(Bonferroni) es de los más conservadores que existen y determina el número de falsos 
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positivos en función del valor de significación asignado. Al considerar un valor de corte 

de 0,05, se estima que existe un 5% de posibilidades de que cada uno de los genes sea 

un falso positivo. Además se aplicó otro test FDR, que es uno de los estadísticos más 

relevantes en los estudios de genómica y hace referencia a la tasa de error de las 

secuencias seleccionadas como discriminantes. Se trata del porcentaje de falsos 

positivos en cada uno de los factores estudiados. Al aplicar una significación de 0,05, se 

estima que el 5% de las secuencias significativas obtenidas podría ser un falso positivo. 

Por último, cuando no se aplican correcciones se estima que el número de secuencias 

que podrían haber sido seleccionadas de forma casual es igual al 5% de las pruebas 

estadísticas realizadas. 

En este experimento, con una lista de trabajo de 6990 secuencias, es decir 6990 

pruebas estadísticas, se estimó que el 5% (349,5 secuencias) podrían ser falsos positivos 

cuando no se aplicaban correcciones múltiples. 

En las listas de genes expresados diferencialmente se mostraron los datos 

normalizados como valores de cambio entre condiciones (Fold Change, FC). Para ello, 

los datos de las dos condiciones experimentales que se compararon estaban 

normalizados frente a la media geométrica de los arrays de las muestras pertenecientes 

a la condición que se consideraba línea base que era la que se encontraba en segundo 

lugar en la comparación. El valor utilizado en las listas es el FC. A mayor valor 

absoluto de FC (con signo negativo para las secuencias reprimidas y positivo para las 

sobre expresadas) la tasa de cambio era mayor. 

El Volcano plot es un gráfico que permite de una manera efectiva y de fácil 

interpretación la observación de los valores de significación y de la tasa de cambio 

asociada a cada sonda. Para ello el Volcano plot representa los genes en dos 

dimensiones de acuerdo a significancia biológica y estadística. En el eje X se representa 

la tasa de cambio entre los dos grupos comparados y en el eje Y se representa el valor 

de p asociado a cada sonda. El eje X nos muestra el impacto biológico del cambio, el 

segundo eje informa acerca de la evidencia estadística o de la fiabilidad del cambio. 

Asimismo, se muestra marcado con una línea roja horizontal el umbral a partir del cual 

las sondas son significativas. Este gráfico ayuda a la selección de los mejores 

candidatos para una posterior validación. El volcano plot obtenido a partir de los valores 
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de significación son corrección del test estadístico para las 6990 secuencias en la 

comparación 2 realizada se muestra en la Figura 15. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Volcano plot realizado a partir de los valores de significación de cada sonda de la lista de trabajo (6990 secuencias) en la 
comparación 2. Cada uno de los puntos del gráfico representa una de las sondas de la lista de trabajo. Las sondas se colorean de 
acuerdo a la significación obtenida para dicha sonda. 

 

A modo de ejemplo se puede observar los valores normalizados de expresión de la 

sonda más significativa en la comparación 1 en el siguiente grafico: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Valores de expresión normalizados del gen Hmgcs2 para cada una de las muestras implicadas. Las muestras se 
encuentran coloreadas de acuerdo a su condición y conectadas entre sí por su emparejamiento. 
 
 

Después se realizó un PCA y un cluster jerárquico supervisados Figura 17 y 

Figura 18. Los genes son resultado de un análisis estadístico) y se expresa en la 

siguiente tabla. 
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Figura 17. Dos visiones de PCA. Columna izquierda: Primera visión de PCA. Columna derecha: Visión girada 90º a la izquierda 
sobre el eje vertical (eje z; componente 3) realizadas a partir de la lista de secuencias p<0.05 ANOVA Tipo*Condición (936 
secuencias). Las muestras están coloreadas de acuerdo a su condición y tipo. Porcentaje de variabilidad: 35.2 % (eje 1), 19.6% (eje 
2); 7.93% (eje 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Dos visiones de PCA: Columna izquierda: Primera visión de PCA. Columna derecha: Visión girada 90º a la izquierda 
sobre el eje vertical (eje z; componente 3) realizadas a partir de la lista de secuencias p<0.05 HR004 vs Control O (211 secuencias). 
Las muestras están coloreadas de acuerdo a su condición. Porcentaje de variabilidad: 66.2 % (eje 1), 10.1% (eje 2); 6.99% (eje 3). 
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Figura 19. Cluster jerárquico bidimensional de muestras y genes realizado a partir de las listas de secuencias significativas (p<0.05) 

en un Anova donde se ha comparado Tipo* y Condición (936 secuencias). Cada muestra presenta un recuadro con información 

respecto a la condición y al tipo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Cluster jerárquico bidimensional de muestras y genes realizado a partir de las listas de secuencias significativas (p<0.05) 
entre HR004 ( que probiotico es’) vs Control O (211 secuencias). Cada muestra presenta un recuadro con información respecto a la 

condición.  
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En las figuras 17 y 19 se aprecia que la elevada variabilidad existente hizo que las 

muestras no pudieran clasificarse de acuerdo a la condición y tipo al que pertenecen. En 

cambio, al tener en cuenta solo 2 condiciones, las muestras se clasifican de acuerdo a la 

condición a la que pertenecen tal y como se aprecia en las figuras 18 y  20. 

Con objeto de determinar los genes que diferencian la respuesta al tratamiento con 

probioticos respecto a los controles, se realizaron sendos diagramas de Venn en el que 

se cruzaron los diferentes genes (respecto del  Control Obeso-placebo). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Diagrama de Venn para determinar genes específicos y comunes de tratamiento respecto de Control D. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Diagrama de Venn para determinar genes específicos y comunes de tratamiento respecto de Control D. 
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De la Figura 21 y Figura 22 se puede deducir que los genes comunes para todas las 

muestras (636 y 2 respectivamente), son genes cuya expresión se ve modificada por el 

tratamiento independientemente de la naturaleza del mismo. La distinta naturaleza de 

cada uno de los tratamientos nos proporciona asimismo listas de genes comunes entre 

algunas comparaciones. Los genes exclusivos de cada lista se corresponderían con 

efectos específicos derivados de la naturaleza del tratamiento. Estos gráficos son de 

carácter orientativo ya que hay que tener en cuenta que a pesar de que la mayoría de los 

genes son coincidentes en el sentido del cambio, hay algún caso en el que no lo son.  

 

Analisis de rutas metabólicas y procesos ontológicos 

Se realizó una anotación ontológica de la base de datos de Gene Ontology 

(www.geneontology.org), rutas metabólicas KEGG (www.genome.jp/kegg/) utilizando 

la herramienta DAVID (Huang y cols. 2009; Dennis G Jr y cols. 2003) (Database for 

Annotation, Visualization and Integrated Discovery) del National Institute of Allergy 

and Infectious Diseases (NIAID) de EE. UU. para las secuencias significativas. 

Tabla 8. Resultado del análisis ontológico y de rutas metabólicas. 

   Ontología de Genes 

Comparación 
Secuencias Rutas Proceso Función Componente 
significativas Metabólicas Biológico Molecular Celular  

L. rhamnosus CNCM I-4036 vs Control D 1640 30 217 87 53 
L. rhamnosus CNCM I-4036 vs Control O 663 9 70 26 36 
L. paracasei CNCM I-4034 vs Control D 2205 34 352 73 74 
L. paracasei CNCM I-4034 vs Control O 404 5 72 20 19 
B. breve CNCM I-4035 vs Control D 1524 23 206 71 57 
B. breve CNCM I-4035 vs Control O 211 2 39 15 14 
Mezcla cepas probióticas vs Control D 1469 21 266 81 55 
Mezcla cepas probióticas vs Control O 162 1 9 2 2 
Referencia D vs Control D 1622 23 209 70 65 
Referencia O vs Control O 1500 24 184 59 59 
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qRT-PCR 

Para la validación de los resultados obtenidos en el microarray de DNA se 

utilizó la plataforma RT2-Profiler PCR array (SABiosciences Corporation, Frederick, 

Maryland, EE. UU.), que es una qRT-PCR en dos pasos. Brevemente, el RNA total fue 

extraído utilizando el RNeasy Mini Kit (Qiagen, Barcelona, España) de acuerdo con las 

recomendaciones del fabricante. El ARN aislado se trató con DNasa libre de RNasa 

(Qiagen, Barcelona, España). La concentración final de RNA y la calidad se 

determinaron usando un espectrofotómetro NanoDrop 2000 (NanoDrop Technologies, 

Winooski, Vermont, EE. UU.). El cDNA fue sintetizado a partir de RNA total con un 

RT2 Kit First-Strand (SABiosciences). El análisis de las muestras de qRT-PCR Real-

time se realizó utilizando una matriz de PCR (SABiosciences), incluyendo pares de 

cebadores específicos para 14 genes implicados: Rgs16, per1, Slc7a11, Fkbp5, Alox5ap, 

Ednrb, Adamdec1, Ptgs1, Tlr9, Naip, Nfkbia y Nfkb1. Como genes de referencia se 

utilizaron Gapdh y Actb. El cDNA se sometió a PCR en tiempo real con un kit de RT2-

PCR real-time SYBR green/ROX (SABiosciences) en un detector de secuencia ABI 

Prism 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, California, EE. UU.). 

 

Los cebadores para F4/80 (UniqueAssayID: qRnoCID0007957), Cd40 

(UniqueAssayID: qRnoCID0003897), y Gapdh (UniqueAssayID: qRnoCID0057018) se 

obtuvieron de Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). La PCR cuantitativa se realizó con 

ABI Prism 7900 (Applied Biosystems, Foster City, California, EE. UU.), utilizando 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, California, EE. UU.). 

 

Las condiciones de PCR fueron 1 ciclo de 95 °C durante 10 min seguido de 40 

ciclos de 95 °C durante 15 s y 60 °C durante 1 minuto. El nivel de expresión de cada 

gen se analizó con el software RT2 Profiler PCR de análisis de datos de matriz (versión 

3.4, SABiosciences). Los cambios en la expresión de genes se expresaron como fold 

changes (Fc). 
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Western blott 

Las muestras de mucosa intestinal se homogenizaron en 10 mM Tris-HCl (pH 

7,5), 150 mM de NaCl, 2 mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 10% de glicerol y un 

cóctel inhibidor de proteasas (Thermo Scientific) y se colocaron en hielo durante 20 

min. Después de la centrifugación (30 min, 13.000 × g, 4 °C), se determinó el contenido 

de proteína en el sobrenadante usando el Kit de Ensayo de Proteínas II (Bio-Rad 

Laboratories). Las muestras contenían 50 µg de proteína cada una, se mezclaron con 

tampón de muestra 3X SDS-PAGE (100 mM Tris-HCl, pH 6,8, 25% de SDS, 0,4% de 

azul de bromofenol, 10% β-mercaptoetanol y 2% de glicerol), en un gel TGX para 

cualquier kDa (Bio-Rad Laboratories, California, EE. UU.) y se transfirió a una 

membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, California, EE. UU). Después de la 

incubación en tampón de bloqueo (Solución salina 5% de leche no grasa y 1% de 

Tween 20 en Tris tamponada con, TBS), las membranas se hibridaron con los siguientes 

anticuerpos: anti-EDNRB (1:2000 en 5% de albúmina de suero bovino (BSA ), 

ab117529), anti-ADAMDEC1 (1:1000 en leche 5% no grasa, NBP1-59146) anti-PTGS1 

(1:2000 en 5% de BSA, ab109025), y anti-HSP-70 (control interno; 1:500 en 5% de 

leche desnatada, sc-7298). Se detectaron señales inmunorreactivas mediante 

quimioluminiscencia mejorada (SuperSignal West Dura Substrato quimioluminiscente, 

34075, Thermo Scientific, Illinois. EE. UU.), y se obtuvieron imágenes digitales de las 

membranas y se analizaron utilizando el software ImageJ (Universidad de Wisconsin-

Madison, Wisconsin y Madison, EE. UU.) para el análisis densitométrico. Los 

resultados se expresan como el cambio (fold change) en la expresión con respecto al 

control. 

 

Inmunofluorescencia 

Las muestras de mucosa intestinal se fijaron en Tissue-Tek Compuesto OCT 

(Sakura Finetek, Torrance, California, EE. UU.). Se obtuvieron secciones de 8 µm de 

espesor  para el análisis de microscopía confocal. Las muestras se lavaron con solución 

salina tamponada con fosfato (PBS) durante 15-20 minutos a 4 °C. Después, se añadió 

Triton X-100 0,2% en PBS y posteriormente suero de cabra normal (NGS) 1:10. Los 

anticuerpos primarios fueron anti-EDNRB (1:2000 en PBS, ab117529), anti-

ADAMDEC1 (1: 250 en PBS, TA323936 Origene), y anti-PTGS-1 (1:100 en PBS, 
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ab109025). Las muestras se incubaron durante 2 h 45 min a temperatura ambiente. Las 

secciones se lavaron 3 veces con PBS durante 5 min por lavado. Después, el anticuerpo 

secundario (anti-rabbit green Alexa 1:1000 en PBS, A11008 ) se incubó durante 50 min 

y se lavó con PBS más Hoechst H6024 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EE.  UU.), 

1:1000 en PBS. Por último, se añadió Dako (Agilent Soluciones de productos, 

Barcelona, España) para fijar las secciones con cubreobjetos (Menzel-Glaser, 24 × 60 

mm # 1, Dinamarca). 

 

Análisis estadístico 

Todos los resultados se expresan como media ± SEM. Las diferencias entre los 

efectos en las ratas de línea base y tras la intervención de 30 días para Zucker Lepr+/fa o 

Zucker-Leprfa/fa se evaluaron ya sea mediante pruebas paramétricas (t de Student para 

datos independientes) o pruebas no paramétricas (Mann-Whitney U-test). Las 

diferencias para cualquier variable entre Zucker-Leprfa/fa que recibieron placebo y 

cualquier grupo de Zucker-Leprfa/fa que recibieron una cepa específica se analizaron 

mediante ANOVA de un factor y a posteriori mediante el test de Bonferroni. P  <0,05 

se consideró estadísticamente significativo. Todos los análisis se realizaron con el 

paquete estadístico IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) Versión 20 

(Somers, Nueva York, EE. UU.). 
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  De los clústers obtenidos en la comparación de los grupos tratados con 

probióticos con el grupo obeso, hemos seleccionado aquellos genes que presentan un 

cambio en su transcripción, de acuerdo a los siguientes criterios: 

 Fold change (FC) ≥ 1,50 

 p < 0,05 

 Homogeneidad entre los grupos estudiados 

Los genes que cumplen los criterios mencionados aparecen en la Tabla 9. 

Tabla 9. Genes que cumplen los criterios estadísticos. 

L. rhamnosus CNCM I-4036 L. paracasei CNCM I-4034 

gene_assignment Gene 
Symbol gene_assignment Gene 

Symbol gene_assignment Gene 
Symbol 

NM_031345 Tsc22d3 NM_017333 Ednrb NM_012521  S100g 
NM_053551 Pdk4 NM_001106046 Adamdec1 FQ225348  – 

NM_001106611 Lsm3 BC091243 Igha BC098746 – 
NM_053600 Fez2 NM_012802 Pdgfra BC092582 LOC314509 

ENSRNOT00000065436 Grsf1 NM_031048  Lifr ENSRNOT00000040099 LOC502822 
NM_001108321 Rtp4 NM_017272 Aldh1a7 L. paracasei CNCM I-4034- B. breve CNCM I-4035 

NM_001034012 Adamtsl4 ENSRNOT00000057971 RGD1564318 gene_assignment Gene 
Symbol 

ENSRNOT00000053807 – BC088423  IgG-2a NM_013096 Hba-a2 
ENSRNOT00000054185 – BC097960 Igj NM_013096 Hba-a2 
ENSRNOT00000052628 – NM_022407 Aldh1a1 NM_001111269 LOC689064 
ENSRNOT00000053902 – NM_001007728 Mpzl1 NM_198776 Hbb-b1 
ENSRNOT00000054104 – L22652 IgG-2a L. paracasei CNCM I-4034- B. breve CNCM I-

4035-Mezcla cepas probióticas 

ENSRNOT00000053447 – NM_017043 Ptgs1 gene_assignment Gene 
Symbol 

ENSRNOT00000053929 – NM_031086  Pros1 ENSRNOT00000058247 RGD1563231 
ENSRNOT00000053402 – NM_001134469 Lrrc49 L. rhamnosus CNCM I-4036- B. breve CNCM I-

4035- Mezcla cepas probióticas 
L. rhamnosus CNCM I-4036- L. paracasei 

CNCM I-4034 ENSRNOT00000041272 RGD1564284 gene_assignment Gene 
Symbol 

gene_assignment Gene 
Symbol NM_001017502 Ccdc117 NM_001077589 Rgs16 

NM_001107673  Slc7a11 NM_017260 Alox5ap NM_001034125 Per1 
NM_001012174 Fkbp5 NM_053566 Ptch1 L. rhamnosus CNCM I-4036- B. breve CNCM I-

4035 

ENSRNOT00000053268  – NM_001009920 Gsta5 gene_assignment Gene 
Symbol 

ENSRNOT00000053276 – NM_133583 Ndrg2 ENSRNOT00000053105 – 
B. breve CNCM I-4035 BC088423 IgG-2a ENSRNOT00000052978  – 

gene_assignment Gene 
Symbol NM_001105779 Nhp2 FQ233900 – 

NM_033234 Hbb NM_022508  Mthfd1     
ENSRNOT00000053328 – NM_031523 Klk1b3     

 
El color rojo indica si el gen está inducido. El verde, si está inhibido. Los encabezados muestran el gen y su símbolo. Se describen 
los genes que cumplen los criterios para cada grupo individual, así como los genes que son comunes a más de un grupo. 
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Como se aprecia en la Tabla 2, hay una gran cantidad de genes asociados a la actividad 

de los probióticos, en especial, genes inhibidos. 
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Material suplementario del artículo: Plaza-Díaz J, Robles-Sánchez C, Abadía-Molina 
F, Morón-Calvente V, Sáez-Lara MJ, Ruiz-Bravo A, Jiménez-Valera M, Gil A, Gómez-

Llorente C, Fontana L. Adamdec1, Ednrb and Ptgs1/Cox1, inflammation genes 
upregulated in the intestinal mucosa of obese rats, are downregulated by three probiotic 

strains. Sci Rep 2017; 7: 1939 
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  Nuestro grupo de investigación ha descrito el aislamiento de tres cepas 

probióticas a partir de las heces de recién nacidos a término y alimentados de forma 

exclusiva con leche materna. Las cepas se seleccionaron en base a sus propiedades, tales 

como la adhesión a la mucosidad intestinal, la sensibilidad a antibióticos y la resistencia 

a las sales biliares y al pH muy ácido, y se identificaron como Lactobacillus paracasei 

CNCM I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y Lactobacillus rhamnosus 

CNCM I-4036 (Muñoz-Quezada et al., 2013). En trabajos previos hemos demostrado 

que son seguras tanto en ratones (Muñoz-Quezada et al., 2013),  como en humanos 

(Plaza-Diaz et al., 2013). 

En el presente trabajo investigamos si las tres cepas modulan la expresión de 

genes intestinales de ratas obesas Zucker-Leprfa/fa. Para ello utilizamos un array de 

DNA que contenía más de 27000 genes y recurrimos a técnicas de qRT-PCR, western 

blot e inmunofluorescencia para su validación. El análisis de los resultados nos permitió 

comprobar que hubo efectos debidos tanto a la administración de los probióticos como 

al fenotipo obeso, es decir, al comparar las ratas Zucker-Leprfa/fa de referencia (cuando 

aún eran delgadas) con las ratas Zucker-Leprfa/fa tras 30 días de administración de 

placebo. 

Los principales hallazgos de esta tesis doctoral fueron: 

1. la inducción de los genes Adamdec1, Ednrb y Ptgs1/Cox1 en la mucosa 

intestinal de las ratas obesas Zucker en comparación con sus controles delgados; 

y 

2. la represión de dos de esos genes, Adamdec1 y Ednrb, en la mucosa intestinal de 

las ratas obesas Zucker tratadas con L. paracasei CNCM I-4034, B. breve 

CNCM I-4035 y L. rhamnosus CNCM I-4036 durante 30 días en comparación 

con ratas obesas que recibieron un placebo durante el mismo tiempo. La 

represión tuvo lugar a nivel de mRNA y proteína. 

Los resultados del array mostraron cambios en la expresión de 40 genes para L. 

paracasei CNCM I-4034; 12 genes para B. breve CNCM I-4035; 24 genes para L. 

rhamnosus CNCM I-4036; y 3 genes para la mezcla de L. paracasei CNCM I-4034 y B. 

breve CNCM I-4035. De todos esos genes descartamos aquellos cuya expresión 1) no 

variara (tanto inducción como represión) ≥ 1,5 veces en comparación con ratas Zucker-

Leprfa/fa que recibieron placebo, y 2) no fuera modulada por al menos dos de nuestras 
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cepas de estudio. Con estos criterios resultaron candidatos Adamdec1, Ednrb y 

Ptgs1/Cox1. 

 ADAMDEC1 es miembro de la familia ADAM (A Disintegrin And 

Metalloproteinase) y su expresión está disminuida en aproximadamente el 10% de los 

pacientes afectados de enfermedad de Crohn. Esta proteína se encuentra de forma casi 

exclusive en macrófagos y células dendríticas de la lámina propia del intestino delgado 

y grueso. Aunque como proteasa su función principal es la de reparación tisular, se ha 

establecido que participa en la inmunidad. Así, se ha descrito que la inactivación de este 

gen en ratones Adamdec1-/- los vuelve más susceptibles a la colitis química por sulfato 

de dextrano (SDS) o bacteriana por infección con Citrobacter rodentium o Salmonella 

typhimurium, tal como se evidencia por una mayor infiltración de neutrófilos, secreción 

de IL-6 y IL-1β, pérdida de peso y mortalidad (O'Shea et al., 2016). En ausencia de 

Adamdec1, se encontró una mayor presencia de Citrobacter rodentium en el bazo, lo 

que apunta a un deterioro de la inmunidad de la mucosa que deriva en una bacteremia 

(aumento de bacterias presentes). Aunque en principio estos resultados parecen 

contradictorios a los nuestros, hay que tener en cuenta que en el modelo de ratón 

Adamdec1−/− el gen ha sido inactivado, situación muy diferente a la de la rata Zucker. 

El trabajo de O'Shea et al. demuestra el papel de Adamdec1 en la inmunidad. Sin 

embargo, un estado inflamatorio en el intestino, como el que se desarrolla en la 

obesidad, se caracteriza por un aumento en el número de macrófagos y células 

dendríticas. Nosotros encontramos una mayor expresión de marcadores de estos dos 

tipos celulares en la mucosa intestinal de las ratas obesas, lo que puede explicar la 

inducción observada de Adamdec1. La administración de probióticos disminuyó el 

número de macrófagos y células dendríticas, por tanto, atenuó la inflamación. 

La familia de la endotelina (ET) incluye tres péptidos de 21 aminoácidos cada 

uno (ET-1, ET-2, and ET-3), que actúan a través de la activación de receptores 

acoplados a proteínas G. Estos receptores parecen tener funciones relevantes en la 

hipertensión pulmonar y arterial, la aterosclerosis, los vasoespasmos cerebrales y las 

señales inflamatorias como el edema, la fiebre, el dolor y el reclutamiento de leucocitos 

(Zarpelon et al., 2012). Ratones knock-out para el receptor B de la endotelina (Ednrb−/−) 

desarrollan la enfermedad de Hirschsprung, una anomalía del sistema nervioso entérico 

caracterizada por una ausencia de células ganglionares a lo largo de una zona variable 

del intestino distal, lo que se traduce en la ausencia de peristalsis en el segmento 
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afectado y en dilatación del colon proximal (Yildiz  et al., 2015). La enfermedad se 

asocia con una inflamación severa de la mucosa intestinal. Yildiz et al. investigaron las 

propiedades de la barrera mucosa del colon proximal de los ratones Ednrb−/− y 

encontraron que tanto el transporte pasivo como el activo (mediante los cuales 

partículas y microbios se movilizan a través de la mucosa, respectivamente) están 

disminuidos en comparación con los ratones controles (wild-type). Como en el caso de 

Adamdec1, es probable que Ednrb se indujera en la mucosa inflamada de las ratas 

obesas y las cepas de probióticos ejercieran un efecto antiinflamatorio a través de la 

disminución del número de macrófagos y células dendríticas. El contenido superior de 

IgA secretora que encontramos en las ratas obesas tratadas con probióticos en 

comparación con las que recibieron placebo apoya el mencionado efecto 

antiinflamatorio de nuestras cepas. 

 La administración de probióticos también produjo una disminución de los 

niveles de mRNA de un gen implicado en la síntesis de prostaglandinas, Ptgs1/Cox1. La 

ciclooxigenasa (COX)-1 es miembro de la familia de mieloperoxidasas y está presente 

en algunas células como los macrófagos y las hematopoiéticas, que regulan la respuesta 

inflamatoria (Saraswathi et al., 2013). Se han identificado dos isoformas de COX: 

COX-2 es la forma inducible y COX-1 es constitutiva. Por esta razón no sorprende que 

el tratamiento con probióticos no afectara a los niveles proteicos de Ptgs1/Cox1. 

 Además de los descritos, nuestras cepas ejercieron otros efectos protectores: un 

aumento de la concentración de IgA secretora en el intestino y  una disminución de la 

concentración  LBP en el suero. Este último resultado se correlaciona con los menores 

niveles de LPS que también encontramos en el suero de las ratas obesas tratadas con 

nuestras cepas de estudio y que hemos publicado con anterioridad (Plaza-Diaz et al., 

2014). Por lo que se refiere a la IgA secretora, resultados similares se han descrito en 

sujetos sanos (Plaza-Diaz et al., 2013). 

La expresión de seis genes cambió cuando las ratas se volvieron obesas. Tres 

genes resultaron inducidos y otros tres inhibidos (Adamdec1, Ednrb y Ptgs1/Cox1). 

Dado que los niveles de proteínas codificadas por estos genes no se modificaron en las 

ratas delgadas (Zucker lean Lepr+/fa) tras la administración del placebo durante 30 días 

pero sí lo hicieron (3, 5 y 2,5 veces, respectivamente) en las ratas obesas Zucker-

Leprfa/fa, esto sugiere que la inducción se debió a la condición de obesidad. 
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 Basándonos en los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, así como en 

resultados previos de nuestro grupo de investigación, proponemos un mecanismo por el 

cual las cepas Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-

4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 ejercen sus efectos beneficiosos (Figura 

23): 

La administración de las tres cepas de estudio durante un periodo de 30 días 

produce cambios en la composición de la microbiota intestinal de los animales (Plaza-

Diaz et al., 2013; Plaza-Díaz  et al., 2015), lo que da lugar a una mayor secreción de 

IgA (Plaza-Diaz et al., 2013), y a una represión de los genes Adamdec1 y Ednrb. Los 

efectos comentados resultarían en una menor translocación bacteriana en el intestino y, 

en consecuencia, en una menor concentración de LPS-LBP en el suero. Habría, por 

tanto, un menor impacto de LPS sobre el hígado, lo que mejoraría la esteatosis (Plaza-

Diaz  et al., 2014); y sobre el tejido adiposo blanco. Estos dos órganos responderían 

disminuyendo la producción de IL-6 y TNF-α. De hecho, hemos descrito que la 

administración de estas cepas de probióticos reducen las concentraciones séricas de 

estas dos citoquinas en el mismo modelo de ratas Zucker (Plaza-Diaz  et al., 2014). 
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Figura 23  Posible mecanismo de accion de L. paracasei CNCM I-4034, B. breve CNCM I-4035 y L. 
rhamnosus CNCM I-4036. LPS: Lipopolisacarido. LBP: Proteína de unión al LPS 



DISCUSIÓN 

148 

 

Existen multitud de trabajos que avalan este mecanismo. Sin ánimo de ser 

exhaustivos, a continuación se citan algunos para apoyar la secuencia de eventos: 

• Son numerosos los estudios que describen cambios en la microbiota intestinal 

por efecto de probióticos (Brahe et al., 2016). Por ejemplo, recientemente Wang 

et al. han descrito que el consumo de una dieta con un alto contenido en grasa 

(HFD) altera la microbiota intestinal de ratones y que la administración de 

probióticos la corrige de forma que los animales presentan una microbiota 

semejante a la de ratones alimentados con una dieta de contenido adecuado de 

grasa. 

• Una mayor secreción de IgA atribuible a la administración de probióticos ha 

sido descrita por (Kemgang et al., 2016). 

• Además de los estudios de Dykstra et al. (2011) y de Ohtsuka et al. (2012) 

mencionados con anterioridad, se puede citar el de Tannock et al. (2014) como 

ejemplo de modulación génica por probióticos. Estos autores han descrito la 

inducción de tres genes relacionados con la apoptosis en el intestino delgado de 

ratones tratados con L. rhamnosus HN001. 

• La menor translocación bacteriana podría deberse a una mayor integridad de la 

barrera intestinal. Balakumar et al. (2016) han descrito recientemente aumentos 

en la transcripción de ocludina y zonula ocludens-1 en ratones obesos por 

alimentación con HFD que además recibieron tratamiento con L. rhamnosus 

GG, L. plantarum MTCC5690 y L. fermentum MTCC5689. Del mismo modo, se 

ha demostrado que los sobrenadantes de cultivos de Faecalibacterium 

prausnitzii y Escherichia coli Nissle 1917 aumentan la profundidad de las 

criptas del yeyuno de ratas con mucositis inducida por 5-fluorouracilo (Wang et 

al., 2017). 

• Se han descrito dos cepas de Lactobacillus que disminuyen el LPS circulante en 

ratas alimentadas con HFD (Tian et al., 2016). 

• Son numerosos los trabajos que describen una atenuación de la esteatosis 

hepática por efecto de probióticos en ratones y ratas (Cani et al., 2015), así como 

la modulación de la producción de citoquinas. De hecho, nuestro grupo ha 

descrito con anterioridad que estas cepas disminuyen las concentraciones de 
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citoquinas proinflamatorias en voluntarios sanos (Plaza-Diaz et al., 2013), ratas 

obesas Zucker (Plaza-Diaz et al., 2014), y en cultivos de células dendríticas 

(Bermúdez-Brito et al., 2013). 
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1. La administración de las cepas probióticas Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, 

Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 

durante 30 días modificó la expresión de genes de la mucosa intestinal de ratas 

Zucker-Leprfa/fa. En concreto, la mezcla de L. paracasei CNCM I-4034 y B. breve 

CNCM I-4035 moduló la expresión de 162 genes; B. breve CNCM I-4035 moduló 

211 genes; L. paracasei CNCM I-4034, 663 genes; y L. rhamnosus CNCM I-4036, 

404 genes. 

 

2. De los genes mencionados, en esta tesis nos hemos centrado en tres que están 

implicados en diversos procesos, entre ellos la inflamación, Adamdec1, Ednrb y 

Ptgs1/Cox1, basándonos en dos criterios: que su expresión fuera modificada por al 

menos dos de las cepas y que la variación en su expresión fuera ≥ 1,5 veces en 

comparación con ratas que recibieron placebo. Las tres cepas de estudio 

disminuyeron la expresión intestinal de Adamdec1 y Ednrb a nivel de mRNA y de 

proteínas, y la de Ptgs1/Cox1 a nivel de mRNA. 

 

3. La expresión de seis genes cambió cuando las ratas se volvieron obesas. Tres genes 

resultaron inducidos y otros tres, precisamente Adamdec1, Ednrb y Ptgs1/Cox1, 

inhibidos. Dado que los niveles de proteínas codificadas por estos genes no se 

modificaron en las ratas delgadas (Zucker lean Lepr+/fa) tras la administración del 

placebo durante 30 días pero sí lo hicieron  en las ratas obesas Zucker-Leprfa/fa, esto 

sugiere que la inducción se debió a la condición de obesidad. 

 

4. Las tres cepas probióticas de estudio ejercieron efectos antiinflamatorios 

adicionales. En concreto, aumentaron la concentración de IgA secretora intestinal y 

disminuyeron la concentración de la proteína transportadora de lipopolisacárido 

bacteriano (LPS) en el suero. 

 

5. Es necesario llevar a cabo estudios futuros para investigar el resto de genes cuya 

expresión se modificó por la condición de obesidad o por los probióticos, cuestión 

que no ha podido ser abordada en este trabajo de tesis. 
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