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1. RESUMEN

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que, cuando son
administrados en adecuadas cantidades, confieren beneficios para la salud del
huésped. Entre estos efectos beneficiosos figuran la reduccion de los sintomas
de mala digestion de la lactosa, reduccion de hipercolesterolemia, disminucion
de la duracién y gravedad de procesos diarreicos, mejora de la barrera de
permeabilidad intestinal, prevencion de algunos tipos de cancer por adsorcion o
inactivacion de agentes genotoxicos, incremento de la resistencia a infecciones
intestinales y extraintestinales, atenuacion de la enfermedad inflamatoria
intestinal, y prevencion de alergias (especialmente alimentarias). La cepa C4
de Lactobacillus plantarum ha sido aislada de kéfir y largamente estudiada en
nuestro laboratorio por su potencial probidtico. En la presente memoria de tesis
doctoral se describen nuevas actividades y propiedades que configuran el
potencial probidtico de esta cepa. L. plantarum C4 resistié las condiciones de la
digestion gastrointestinal simulada in vitro; en presencia del fructooligosacarido
prebidtico FOS se prolongd la viabilidad de la bacteria que adquiridé la
capacidad de inhibir cepas de las bacterias patdgenas intestinales Yersinia
enterocolitica, Escherichia coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium vy
Enterococcus faecalis. L. plantarum C4 ejercidé antibiosis sobre Clostridium
difficile y demostré capacidad para inactivar sus citotoxinas, efectos mediados
por la produccion de acidos. Ademas, L. plantarum C4 inhibi6 de forma
significativa la mutagenicidad del 2-nitrofluoreno sobre la cepa auxotrofa S.
typhimurium TA98 en el ensayo de Ames, en condiciones en las que la
viabilidad de C4 se vi6 abolida, lo que sugiere un mecanismo de adsorcion que
retira el mutageno. Ensayos de inmunomodulacion in vitro, sobre lineas
celulares, e in vivo, en animales de experimentacién, demostraron un excelente
comportamiento de la cepa probidtica, que potencié6 mecanismos defensivos
sin una contrapartida proinflamatoria en las condiciones basales, lo que se
reflejé finalmente en un incrementos de la resistencia en el modelo de infeccion
experimental del ratén por Y. enterocolitica. La discusion general de estos
resultados pone de manifiesto que L. plantarum utiliza mecanismos directos
(antibiosis, inactivacion o adsorcion de toxinas y de mutagenos) e indirectos (a
través de la modulacion de mecanismos inmunitarios) para producir los
diversos efectos beneficiosos que se describen por primera vez en esta
memoria.
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2. INTRODUCCION

2.1. EMERGENCIA Y EVOLUCION DEL CONCEPTO DE PROBIOTICO

2.1.1. Raices del concepto de probidtico

El concepto actual de probidtico procede de diversos postulados desde hace
mas de un siglo. La primera descripcion del concepto de probidtico surgio de
las observaciones realizadas por el cientifico ruso Elie Metchnikoff, premio
Nobel y profesor del Instituto Pasteur de Paris, quien postul6 la existencia de
dos grandes grupos de bacterias intestinales: las bacterias de la putrefaccion,
nocivas; y las fermentadoras, beneficiosas para la salud. Segun Metchnikoff, el
balance entre bacterias de la putrefaccion y bacterias fermentadoras debia
tener gran importancia para la salud, y la ingesta habitual de una cantidad
suficiente de las “bacterias fermentadoras” como los lactobacilos presentes en
el yogur y otros derivados lacteos fermentados, deberia inclinar el balance
hacia el lado positivo. Postulé que las bacterias acido lacticas (BAL) conferian
beneficios a la salud capaces de promover la longevidad de campesinos
bulgaros que consumian productos de leche fermentada con Lactobacillus y
Streptococcus. Sugeria que la autointoxicacion intestinal y el envejecimiento
resultante podria suprimirse modificando la microbiota intestinal y
reemplazando los microbios proteoliticos por microbios utiles (De Vrese y
Schrezenmeir, 2008; OMGE, 2011).

2.1.2. Los primeros microorganismos probioticos

El pediatra francés Henry Tissier del Instituto Pasteur fue el primero en aislar
una bifidobacteria a partir de un lactante alimentado con leche materna a la que
dio el nombre de Bacillus bifidus communis. Habia encontrado que las heces
de niflos pequefos con diarrea contenian inusuales bacterias con forma de Y
(“bifid”) al compararlas con la de nifios sanos de la misma edad. Ello le llevd a
sugerir que los pacientes con diarrea podrian ser tratados con estas bacterias
para desplazar las bacterias proteoliticas y ayudar a restaurar la microbiota
intestinal saludable (OMGE, 2011; Binns, 2013).

En 1917, el profesor aleman Alfred Nissle aislé una cepa no patégena de
Escherichia coli a partir de heces de un soldado de la Primera Guerra Mundial
que no habia desarrollado enterocolitis durante un brote severo de shigelosis.
Los trastornos del tracto intestinal eran tratados frecuentemente con bacterias
no patégenas viables, con el fin de modificar o reemplazar la microbiota
intestinal. La cepa Nissle 1917 de E. coli es uno de los pocos ejemplos de un
probiotico no BAL (OMGE, 2011).
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Posteriormente, el Dr. Minoru Shirota investigando en el laboratorio del Dr.
Kenji Kiyono en la Universidad Imperial de Kioto, Japdn, comprob6 que los
lactobacilos eran capaces de suprimir bacterias dafinas dentro del organismo.
Para el afio 1930, logré aislar y cultivar una cepa del género Lactobacillus del
tracto intestinal humano que hoy dia se le conoce con el nombre de
Lactobacillus casei Shirota (LcS). Las investigaciones sobre este
microorganismo han demostrado su resistencia a las secreciones gastricas y
biliares asi como diversos beneficios a la salud: alivia la severidad de los
sintomas de la rinitis alérgica, mejora el estrefiimiento y reduce el riesgo de
infeccion. De igual manera ha mostrado tener efectos antitumorales y
antimetastasicos en roedores, particularmente inhibe el crecimiento de tumores
en la cavidad toracica tanto en ratones como en humanos a través de la
produccion de diversas citokinas involucradas en la regulacién de la respuesta
inmune celular del hospedero tales como IFN-y, IL-1B y TNF-a. Actualmente es
ingrediente activo de productos lacteos probiéticos comercializados en Japoén y
Europa (Matsuzaki, 1998; Dong et al., 2013).

2.1.3. Formulaciones del concepto de probiotico

La palabra probiético proviene del latin pro que significa “para” y del griego bios
que significa “vida” y fue utilizada por primera vez en 1965 por Lilly y Stillewell
para describir sustancias secretadas por un microorganismo que estimulan el
crecimiento de otro diferenciandose del término antibiético (Schrezenmeir y De
Vrese, 2001; Binns, 2013).

Aunque el término “probidtico” ha sido usado con distintas acepciones, su
significacién actual fue establecida por Fuller en 1989, que describe a los
probidticos como microorganismos vivos que, dados como suplemento
dietético, afectan beneficiosamente al hospedador porque mejoran el balance
microbiano en el intestino (Schrezenmeir y de Vrese, 2001). Posteriores
definiciones asumen el concepto de Fuller, afadiendo algunos aspectos mas
precisos, como la importancia de la dosis, o resaltando caracteristicas obvias
como la de que no deben ser microorganismos patdgenos. Cabe destacar las
definiciones propuestas por Schaafsma y Salminen en 1996. Segun Salminen,
un probidtico es "un cultivo microbiano vivo o producto lacteo cultivado que
influye de manera beneficiosa en la salud y la nutricion del hospedador" y
segun Schaafsma, "los probiodticos orales son microorganismos vivos que, una
vez ingeridos en cierto numero, ejercen efectos saludables mas alla de los
inherentes a la nutricion basica”.
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Sin embargo, la definicion mas usada y ampliamente aceptada es la propuesta
por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion y la Organizacion Mundial de la Salud (FAO/WHO) para el ano
2001, quienes describen los probidticos como “microorganismos vivos que,
cuando son administrados en adecuadas cantidades, confieren beneficios para
la salud del huésped” (Binns, 2013).

Por su parte, la Organizacion Mundial de Gastroenterologia (OMGE) recoge
esencialmente el mismo concepto, aunque subraya la conveniencia de que solo
se consideren probidticos aquellos microorganismos cuyos efectos
beneficiosos hayan sido demostrados en estudios controlados con seres
humanos (OMGE, 2011). Consideraciones adicionales sobre efectos clinicos,
mecanismos de accién, seguridad y otros aspectos han sido incluidos en
sucesivos documentos de consenso elaborados por expertos, como el
publicado por Rowland et al. (2010).

Numerosos autores han propuesto diversos criterios generales para la
seleccidén de un microorganismo probidtico, entre los que se mencionan:

- Tolerancia al tracto gastrointestinal: Los probidticos deben resistir las
enzimas salivales, el acido del estbmago, la secrecién de sales biliares y
enzimas pancreaticas, asi como cambios de pH e ingredientes de alimentos
y bebidas que se encuentren a su paso a lo largo del tracto gastrointestinal.

- Capacidad para adherirse a las células epiteliales y a las superficies
mucosas lo que prolonga su tiempo de permanencia en el tracto
gastrointestinal y reduce la adhesion de microorganismos patdégenos.

- Ser seguros: No deben tener antecedentes de ser patégenos ni estar
asociados con otras enfermedades tales como endocarditis infectiva o
desordenes gastrointestinales.

— Modulacion del sistema inmune asociado al tracto gastrointestinal del hospedador,
sin producir inflamacion.

- Ausencia de resistencia transferible frente a antibioticos de interés clinico: No deben
actuar como fuente de genes de resistencia a antibidticos para miembros
microbianos menos inocuos del ecosistema intestinal y se debe verificar la ausencia
de genes transferibles.

- Finalmente, una cepa probidtica debe cumplir una serie de requisitos
tecnologicos como el cultivo a gran escala, la estabilidad genética y el
mantenimiento de su viabilidad dentro del producto alimenticio o
suplemento, ademas de poseer buenas cualidades sensoriales (Saarela et
al., 2000; Salminen et al., 2005; Mejia et al., 2006; Sanders et al., 2010; Binns,
2013).
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La capacidad para fermentar determinados tipos de fibra es una importante
caracteristica de las bacterias probidticas. Los “prebidticos” son un tipo de fibra
no digerible, pero fermentable, que estimulan selectivamente el crecimiento y la
actividad de algunas especies bacterianas que residen en el tracto
gastrointestinal, especialmente lactobacilos y bifidobacterias, pero no
exclusivamente (Quigley, 2011b; Arenahalli y Siddalingaiya, 2012; Binns, 2013;
Slavin, 2013).

La definicion mas reciente de un prebidtico dietético fue establecida en la
Reunion de la Asociacién Cientifica Internacional de Probidticos y Prebidticos
(ISAPP) como “un ingrediente de la dieta que es fermentado selectivamente
produciendo cambios especificos en la composicion y/o actividad de la
microbiota gastrointestinal, lo que confiere beneficios a la salud del huésped"
(Gibson et al., 2010). Aunque todos los prebidticos actuales son fibras, no
todas las fibras son prebidticos. La clasificacion de un ingrediente alimenticio
como prebidtico incluye las siguientes caracteristicas:

- Resistencia a la acidez gastrica, a la hidrdlisis por enzimas digestivas de
mamiferos, y a la absorcion en el tracto gastrointestinal superior.

- Ser fermentado por la microbiota intestinal.

- Estimulacion selectiva del crecimiento y/o la actividad de las bacterias
intestinales potencialmente asociadas con la salud y el bienestar (Slavin,
2013).

Algunos ingredientes prebidticos se encuentran naturalmente en alimentos
tales como puerros, esparragos, achicoria, alcachofas de Jerusalén, ajo,
cebollas, trigo, avena y soja. Una alternativa para lograr una ingesta que
promueva la salud, es afadir dichos ingredientes funcionales a determinados
alimentos como yogures, cereales, panes, galletas, postres de leche, helados,
pastas para untar, bebidas, alimentos y suplementos para animales (Gibson et
al., 2010).

Aunque no se estipula como requisito en la definicién de un prebidtico, la mayor
parte de la investigacion se ha llevado a cabo sobre fructanos (inulina y
fructooligosacaridos: FOS), galactanos (galacto-oligosacaridos: GOS) vy
lactulosa (disacarido sintético también utilizado como laxante). Los
polisacaridos se obtienen usualmente a partir de cultivos agricolas como es el
caso de la inulina que se obtiene a partir de achicoria 0 agave mientras que los
oligosacaridos pueden producirse comercialmente mediante la hidrolisis de
polisacaridos (por ejemplo oligofructosa (OF) a partir de inulina), o a través de
reacciones enzimaticas catabdlicas de azucares de menor peso molecular
como por ejemplo fructooligosacaridos de cadena corta (scFOS) de sacarosa, o
trans-galactooligosacaridos (TOS) de lactosa (Gibson et al., 2010; Binns,
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2013). La Tabla 2.1 muestra las caracteristicas de los oligosacaridos no
digeribles mas comunes (Macfarlane et al., 2006).

Tabla 2.1. Propiedades de los oligosacaridos no digeribles mas comunes.

Nombre Composicién Obtencion GP
Inulina B(2-1) fructanos. Extraccioén de raices de 11-65
achicoria.
Fructo-oligosacaridos B(2-1) fructanos. Transfructosilacion de 2-10
sacarosa.
0 hidrdlisis de inulina de 3-5
achicoria.
Galacto-oligosacaridos  Oligo-galactosa (85%) Producido por la 3- 2-5
con trazas de glucosay galactosidasa a partir de
lactosa. lactosa.
Soja-oligosacaridos Mezcla de raffinosa (F-  Se extrae de la harina de 3-4
GAL-G) y estaquiosa (F- soja.
Gal-Gal-G).
Xilo-oligosacaridos Xilosas unidas por Hidrdlisis enzimatica del 2-4
enlaces B(1-4). xilano.
Pirodextrinas Mezcla de glucosa y Pirdlisis del almidon de varios
oligosacaéridos. patata o maiz.
Isomalto-oligosacaridos a(1-4) glucosas y Transgalactosilacion de 2-8

ramificaciones a(1-6) de

maltosa.

glucosa.

GP: grado de polimerizacion; F: fructuosa; Gal: galactosa; G: glucosa.

El principal sitio de accion para los prebioticos es el colon. Por lo tanto, un
prebidtico debe resistir los efectos de la acidez gastrica y las enzimas
digestivas con el fin de alcanzar el colon intacto. Una vez alli, confieren
beneficios mediante la estimulacion del crecimiento y/o las actividades
metabdlicas de las bacterias que los fermentan. Los principales géneros
bacterianos que fermentan los prebidticos son las bifidobacterias y los
lactobacilos, aunque esto puede cambiar a medida que se amplia el
conocimiento de la diversidad microbiana y la funcionalidad. Los prebidticos y
los probioticos pueden administrarse juntos en forma de "simbidticos". En este
caso, los efectos de los dos componentes deben ser sinérgicos. El crecimiento
del probidtico puede ser estimulado por su capacidad para fermentar el
prebidtico, el cual crea asi un ambiente mas favorable para que el probidtico
pueda competir con otras bacterias intestinales. El probidtico puede estimularse
a crecer en el intestino fermentando el prebidtico y/o el prebidtico puede
soportar un ambiente intestinal mas favorable en el que el probidtico puede
competir mejor (Binns, 2013).

11
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2.1.4. Ubicacién taxonémica de los probidticos

El concepto de probidtico incluye una amplia diversidad microbiana, tanto
microorganismos procariotas como eucariotas pueden poseer propiedades
probidticas (Ramos-Cormenzana et al., 2005). Sin embargo, la mayoria de los
microorganismos mas comunmente usados como probiéticos son bacterias del
acido lactico pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium.
Otras especies de los géneros Lactococcus, Streptococcus y Enterococcus, asi
como cepas no patogénas de E. coli y ciertas cepas de bacilos y levaduras
(Tabla 2.2) pueden actuar también como probidticos (Alvarez-Olmos vy
Oberhelman, 2001; Howarth y Wang, 2013).

Tabla 2.2. Principales microrganismos usados como agentes probiéticos

Especies Lactobacillus
L. acidophilus
L. casei

L. reuteri

L. bulgaricus
L

L

L

. plantarum

. johnsonii

. lactis
Especies Bifidobacterium
B. bifidum
B. longum
B. breve
B
B
B

. infantis

. lactis

. adolescentis

Otras especies

Bacillus cereus

Escherichia coli
Saccharomyces cerevisiae
Enterococcus faecalis
Streptococcus thermophilus

La ubicacion actual de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium dentro de
los grandes taxones procariotas se presenta en la Figura 2.1. Los lactobacilos
son bacilos o cocobacilos Gram-positivos no esporulados que, como miembros
del Phylum Firmicutes, tienen un contenido en G+C inferior al 50%); son
aerotolerantes o anaerobios, su metabolismo es estrictamente fermentativo,
distinguiéndose especies homofermentadoras (el acido lactico supera el 85%
de los productos de fermentacion de la glucosa) y heterofermentadoras

12
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(producen lactico, CO2, etanol y/o acético en proporciones equimoleculares).
Los complejos requerimientos nutritivos reflejan sus nichos ecoldgicos ricos en
carbohidratos: plantas y residuos vegetales, alimentos fermentados y como
componentes de la microbiota de compartimentos del cuerpo de animales,
especialmente el intestino (Tannock, 2004). Por su parte, las bifidobacterias
son bacilos Gram-positivos con alto contenido G+C, con una peculiar
morfologia bacilar que suele ramificarse en los extremos, son anaerobios, no
esporulados e inmoviles, que habitan en el tracto intestinal de animales y en
aguas residuales (Prescott et al., 2005). Las bifidobacterias fueron inicialmente
reconocidas en 1900 como miembros dominantes en la microbiota fecal de
nifios sanos por Tissier, con la denominacién de Bacillus bifidus. Forman parte
de las bacterias anaerobias que se instalan en primer lugar en el intestino de
los recién nacidos, llegando a alcanzar niveles superiores al 90% de la
poblacién bacteriana total en bebés amamantados (Hidalgo-Cantabrana et al.,
2017). Su persistencia en el intestino del lactante se asocia con su actividad
sacarolitica hacia glicanos que son abundantes en el intestino del lactante
(Turroni et al., 2017).

Dominio Bacteria

! }
Phylum BXIII Firmicutes  Phylum BXIV Actinobacteria

l |

Clase Il Bacilli Clase | Actinobacteria

Subclase V Actinobacteridae

Orden Il Lactobacillales Orden Il Bifidobacterales
Familia Lactobacillaceae Familia Bifidobacteriacea
Género Lactobacillus Género Bifidobacterium

Figura 2.1. Ubicacion de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium en los
taxones superiores del dominio Bacteria.

Entre los microorganismos eucariotas con potencial probiético, figuran cepas
de levaduras, siendo Saccharomyces boulardii la especie mas referenciada al
respecto (Ouwehand et al., 2002). Si bien, su situacion taxonémica ha sido
discutida, actualmente se acepta que las cepas de S. boulardii forman un
subtipo dentro de la especie Saccharomyces cerevisiae (Posteraro et al.,
2005). Otras levaduras a las que se ha atribuido potencial probioético son
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Candida pintolopesli, Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica y Debaryomyces
occidentalis (Amores et al., 2004; Kumura et al., 2004).

Un aspecto importante del concepto de probidtico, es que se circunscribe a
nivel de cepa: dentro de una misma especie, las diferentes cepas pueden
distinguirse por propiedades genéticas y fisioldgicas unicas, por lo tanto, los
efectos saludables demostrados para una cepa microbiana especifica no son
extrapolables o atribuibles a otras cepas de la misma especie (Schrezenmeir y
de Vrese, 2001; Reid et al., 2003).

La taxonomia y nomenclatura actual de las bacterias acido lacticas probidticas
no solo estda basada en sus caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y
bioquimicas, sino también en sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas. El
uso de la técnicas de biologia molecular no solo han sido utiles en la
identificacion a nivel de especie, sino que han permitido evaluar la dinamica de
los probidticos a través del tracto gastrointestinal y la calidad de los productos
que contienen probidticos (Alvarez-Olmos y Oberhelman, 2001).

2.1.5. Situacion actual de los probiéticos

Los efectos beneficiosos para la salud atribuidos a los microorganismos
probiodticos los identifican claramente como posibles componentes de los
llamados “alimentos funcionales” y “nutracéuticos” (Aronson, 2017). El adjetivo
“funcional” implica que un alimento posee algun valor anadido a los meramente
nutricionales: para el “National Academy of Sciences’ Food and Nutrition Board”
un alimento funcional es “cualquier alimento modificado o ingrediente de
alimento que aporta un beneficio para la salud adicional a su contenido
tradicional en nutrientes”; y el “International Life Sciences Institute” propone
como definicion la de “alimentos que, como consecuencia de la presencia de
componentes fisioldgicamente activos, aportan un beneficio a la salud, mas alla
de la nutricion basica” (Hasler, 2002). Una definicion mas detallada, adoptada
por el “International Food Information Council” (IFIC), los describe como “todo
aquel alimento semejante en apariencia fisica al alimento convencional,
consumido como parte de la dieta diaria, pero capaz de producir demostrados
efectos metabdlicos o fisioldgicos, utiles en el mantenimiento de una buena
salud fisica y mental, en la reduccion del riesgo de enfermedades crénico-
degenerativas, ademas de sus funciones nutricionales basicas” (Ferreira y
Luengo, 2007).

La legislacién europea no considera que los alimentos funcionales constituyan
una categoria especifica, sino un concepto al que se aplican las numerosas
normativas concernientes a los alimentos (Siré et al., 2008), y entre ellas el
Reglamento EC No. 1924/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo de la
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Union Europea, que establece “disposiciones especificas relativas al uso de las
declaraciones nutricionales y de propiedades saludables en alimentos que
vayan a suministrarse como tales a los consumidores”, guiadas por el fin
general de evitar que el etiquetado contenga “informacion que pueda inducir a
error al comprador o que atribuya virtudes medicinales a los alimentos”
(Ferreira y Luengo, 2007; Siré et al., 2008). Syngai et al. (2016) reconocen tres
tipos de alimentos funcionales: (1) alimentos habituales que contienen
sustancias bioactivas naturales (por ejemplo, fibra dietética); (2) alimentos
suplementados con sustancias bioactivas (por ejemplo, antioxidantes); y (3)
ingredientes derivados de alimentos introducidos en otros alimentos
convencionales (por ejemplo, oligosacaridos prebioticos).

Segun Aronson (2017), los conceptos “alimento funcional” y “nutracéutico” son
indistinguibles. El término “nutracéutico” fue introducido en 1989 por Stephen L.
DeFelice, definiéndolo como "un alimento (o parte de un alimento) que
proporciona beneficios médicos o de salud, incluyendo la prevencién y/o el
tratamiento de una enfermedad", lo que en efecto coincide con el concepto de
“alimento funcional” (Kalra, 2003). Sin embargo, puede establecerse una
diferencia basada en la forma de administraciéon. Se considera que los
alimentos funcionales se ingieren, en forma y cantidad, como componentes
usuales de la dieta, y por tanto no deben administrarse en otras formas (como
pildoras, capsulas, etc.) que no sean las normales para un alimento (Sir6 et al.,
2008). En cambio, la denominacién de “nutracéutico” se destina para “aquellos
suplementos de la dieta que suministran una forma concentrada de un agente
presumiblemente bioactivo, procedente de un alimento, que se presenta en una
matriz no alimentaria, y que se usa para potenciar la salud en dosis que
exceden de las contenidas en el alimento normal” (Zeisel, 1999).

La tendencia de los consumidores, receptores de una informacién sobre salud
cada vez mayor, a desarrollar el autocuidado; la preocupacion de la medicina
por prevenir enfermedades crénicas frecuentes en las poblaciones envejecidas
y por ocuparse, no solo del tratamiento de las patologias, sino también de
incrementar el bienestar (que es una forma de prevencion); los avances
tecnologicos; el crecimiento del mercado de productos de salud, son algunos
de los principales factores a los que se atribuye el hecho de que la
investigacion sobre nutracéuticos y alimentos funcionales se haya convertido
en un area en expansion, una de las mas activas en las ciencias de la nutricion
(Hasler, 2002). La mayoria de las presentaciones comerciales de probidticos
corresponden a alimentos funcionales (leche, quesos, yogures y otros
derivados lacteos fermentados, zumos...), pero el hecho de que las formas
farmacéuticas se consideren mas eficaces para la liberacion efectiva de
probidticos en el intestino ha promovido su formulacién como nutracéuticos
(perlas, capsulas) y esta impulsando la investigacion sobre nuevos sistemas de
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liberacién y formulaciones que anadan fuentes de energia para las bacterias
vivas, prebidticos, vitaminas, etc. (Govender et al., 2014).

Sin embargo, la comercializacion de productos o suplementos alimenticios con
microorganismos probioticos en la Unidn Europea tiene hasta ahora serias
limitaciones legales en cuanto al etiquetado. En primer lugar, la Directiva
2000/13/CE del Parlamento Europeo prohibe de forma general el uso de
informacion que atribuya propiedades medicinales a los alimentos (Katan,
2012). El ya citado Reglamento EC No. 1924/2006 del Parlamento Europeo
matiza algo esta prohibicidén, ya que, junto a las alegaciones o declaraciones
(“claims”) nutricionales (que exponen las propiedades nutricionales benéficas
especificas de un alimento), admite, como se ha indicado anteriormente,
declaraciones de propiedades saludables (que informan de relaciones entre un
alimento y la salud) y de reduccion del riesgo de enfermedad (basadas en la
propuesta del consumo de una categoria de alimentos, un alimento o uno de
sus constituyentes reduce significativamente un factor de riesgo de aparicion
de una enfermedad humana). Sin embargo, la aplicacion del Reglamento por la
EFSA (“European Food Safety Authority”) ha sido muy restrictiva en lo referente
a las alegaciones de productos conteniendo probidticos, basandose en el
Articulo 6, “Fundamentos cientificos de las alegaciones” que en su punto 1 dice
textualmente: “Las declaraciones nutricionales y de propiedades saludables
deberan basarse y fundamentarse en datos cientificos generalmente
aceptados”. Se entiende que, ademas de su fundamento cientifico, estas
reclamaciones deben ser bien comprendidas por el consumidor medio. Hasta el
momento, la EFSA ha publicado opiniones sobre muchas reclamaciones, pero
aun no ha aceptado ninguna de ellas para un producto probiotico. El 14 de
diciembre de 2012, el uso del término probidtico quedd prohibido en virtud del
Reglamento de HC, al no haberse aceptado una sola reclamacién relativa a su
uso por parte de la EFSA, lo cual significa que no pueden venderse en la UE
productos con la alegaciéon de ser probioticos. En una reedicion de su
documento de orientacidon sobre los requisitos cientificos para las declaraciones
de propiedades saludables relacionadas con el sistema inmunoldgico, el tracto
gastrointestinal y la defensa contra microorganismos patdégenos, EFSA abre
posibilidades para la consideracion de futuras alegaciones, pero también
explica la razon de muchos de sus rechazos: los estudios cientificos tendentes
a demostrar efectos beneficiosos deben realizarse en humanos y deben
evidenciar un efecto fisioldgico beneficioso o el resultado de ensayos clinicos;
variables como cambios en marcadores inmunoldgicos (tamafio de
subpoblaciones linfocitarias, capacidad de linfoproliferaciéon en respuesta a
mitégenos, actividad de fagocitos, citotoxicidad por células T o células “natural
killer”, niveles séricos de inmunoglobulinas, produccién de citokinas), en
mediadores de inflamacion (interleukinas proinflamatorias, quimiokinas,
proteinas de fase aguda), modificaciones en la composicion de la microbiota
intestinal, en la produccion de acidos grasos de cadena corta..., “no pueden
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constituir la unica base para la justificacion cientifica de una alegacion de
salud” si no evidencian un beneficio sobre funciones especificas del organismo,
aunque si pueden utilizarse para entender los mecanismos de accidén de un
efecto concreto (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies,
2016). Desde un punto de vista cientifico, estas reticencias estan justificadas,
ya que las comparaciones estadisticas de cambios a niveles celulares o
moleculares pueden producir significaciones espureas, por lo que resultan
menos fidedignas que la incidencia, evolucion o curacion de una enfermedad
(Katan, 2012). En Estados Unidos, la U.S. Food and Drug Administration (FDA)
mantiene unos criterios similares (DePrisco et al., 2016). Sin embargo, muchos
cientificos han reprochado con acritud la postura excesivamente rigurosa de
estas agencias, en su rechazo total a las alegaciones sobre los efectos
beneficiosos de probioticos en la salud (Katan, 2012).

Entre los efectos beneficiosos de los probidticos se encuentran los siguientes:

- Mejora de la digestion de la lactosa y reduccion de la flatulencia y el
malestar: La intolerancia a la lactosa es una condicién, en la cual la
fermentacion colénica de la lactosa no digerida produce efectos
gastrointestinales tales como dolor abdominal, hinchazén, borborigmos y
diarrea. Muchas poblaciones de todo el mundo tienen una gran proporcion
de adultos que no pueden digerir la lactosa. En los humanos, y de hecho en
todos los mamiferos, la expresion de la enzima lactasa se regula
negativamente en la edad adulta. Algunas cepas probidticas son capaces
de compensar la falta de lactasa enddgena en el intestino humano. Esta
mejoria es evidenciada por una disminucion en los niveles de hidrogeno en
la respiracion, puesto que éste se eleva cuando los carbohidratos no
digeridos alcanzan el colon y se fermentan. Esta digestibilidad mejorada
reduce los sintomas relacionados con la intolerancia a la lactosa en las
personas intolerantes a ella (Levri et al., 2005; Binns, 2013; Corgneau et al.,
2017).

- Disminucion de la duracion y la gravedad de la diarrea de origen viral, al
limitar la superficie de mucosa en la que se desarrolla la infeccion y sus
efectos inmunoldgicos. La Sociedad Europea de Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricion Pediatrica extendio esta observacion a la
prevencion de la evolucidon de la diarrea por rotavirus confirmando el
beneficio clinico de los probidticos en el tratamiento de la diarrea por
rotavirus en lactantes (Isolauri, 2001).

- Prevencion de la diarrea del viajero: La diarrea del viajero ocurre en
aproximadamente la mitad de los viajeros que visitan areas de alto riesgo.
Aunque la mayoria de los casos son leves y autolimitados, existe una
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morbilidad considerable. Se ha evaluado el efecto de algunas preparaciones
probidticas en la profilaxis para la diarrea del viajero. Los estudios mas
recientes a doble ciego, controlados con placebo, indican que algunas
cepas de bacterias del acido lactico pueden proteger contra esta afeccidn.
En un estudio aleatorio controlado con placebo realizado por Black et al.
(1989) se trataron 94 turistas daneses que participaron en un viaje de 2
semanas a Egipto con una mezcla de L. acidophilus, L. bulgaricus y S.
thermophilus. Sus resultados demostraron una reduccion en la frecuencia
de la diarrea del 71% al 43% (P <0.001).

- Prevenciéon de la diarrea aguda nosocomial: En un estudio realizado por
Saavedra et al. (1994), se demostrd que el uso de formulas con probidticos
(S. thermophilus y Bifidobacterium Bb 12) en nifios entre 5 y 24 meses de
edad, hospitalizados de larga duracién, reduce la incidencia de la diarrea
aguda nosocomial en un 7% en el grupo tratado, en comparaciéon con el
31% del grupo control.

- De manera similar, la evidencia de estudios recientes indica que los
probiodticos pueden ser valiosos en la prevencion de la diarrea asociada a
antibidticos (DAA). Esta diarrea es el resultado de un desequilibrio
microbiano que conduce a una disminucion en la microbiota endégena que
generalmente es responsable de la resistencia a la colonizacion y una
disminucion en la capacidad de fermentacion del colon. Los
microorganismos que frecuentemente se encuentran involucrados son
Clostridium difficile y Klebsiella oxytoca quienes juegan un papel importante
en la patogenia de las lesiones colonicas. Algunas cepas probioticas
pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium asi como S.
boulardii, han mostrado efectos beneficiosos en el tratamiento y la
prevencion de la diarrea asociada a antibioticos. Un pequefio estudio, con
16 adultos jovenes, disefiado para evaluar la eficacia de Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) para prevenir la diarrea asociada a eritromicina,
mostré un efecto positivo entre los que recibieron yogurt enriquecido con
LGG, en comparacion con aquellos que recibieron yogurt placebo. La
duracion de la diarrea fue solo de 2 dias en los pacientes del grupo de
estudio mientras que en el grupo placebo fue de 8 dias (Siitonen et al.,
1990). En otros estudios en humanos, aleatorios, a doble ciego y
controlados con placebo, han demostrado que la administracién oral de S.
boulardii (Ultralevure, Biocodex, Francia) puede disminuir el riesgo de DAA
(Adam et al., 1977) o acortar significativamente su duracion (Surawicz et al.,
1989).

- Proteccion de la mucosa intestinal frente a agentes carcindégenos: En la
fisiopatologia del cancer de colon la microbiota intestinal interviene de forma
preponderante, con una clara relacion entre dieta y cancer de colon.
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Muchas bacterias probidticas son capaces de contrarrestar los efectos de
las sustancias genotoxicas y mutagénicas en el colon producto de la dieta o
del metabolismo microbiano. Esto es atribuido a su capacidad para influir en
las funciones metabdlicas, inmunoldgicas y protectoras del cuerpo. Varios
autores han demostrado que algunos probidticos pueden disminuir las
concentraciones fecales de enzimas, mutagenos y sales biliares que
pueden estar involucradas en la carcinogénesis del colon (Wollowski et al.,
2001). Matsumoto y Benno (2004) realizaron un estudio con voluntarios
humanos, demostrando que el consumo de yogur conteniendo B. lactis
LKM512 incrementa el contenido fecal en espermidina y disminuye la
mutagenicidad de las heces; los autores especulan que la espermidina
producida por estas bacterias podria jugar un papel como estabilizador del
DNA celular, al que protegerian de los efectos genotdoxicos de los
carcinégenos. Los acidos grasos de cadena corta son también candidatos,
en especial el butirico, por sus efectos protectores sobre los enterocitos
(Wong et al., 2006). Segun de Moreno de LeBlanc y Perdigon (2004), la
administraciéon de yogur tradicional a ratones inhibe, no la carcinogénesis,
sino la promocién y progresiéon de tumores de colon, a través de la
potenciacion de la inmunidad; en concreto, atribuyen un papel al incremento
de apoptosis en enterocitos por accidén, no de acidos grasos de cadena
corta, sino de citokinas como TNF-a; en el mismo sentido, Yamazaki et al.
(2000) han sugerido que la inhibicién de la carcinogénesis en colon de ratas
por L. casei Shirota se debe a la estimulacion de linfocitos T CD8*.

Disminucion de la hipercolesterolemia: Algunos microorganismos
probioticos poseen la capacidad de reducir la colesterolemia. La capacidad
de la cepa probiotica L. reuteri CRL 1098 para ejercer este efecto se evalud
en dos ensayos usando ratones. En un primer ensayo se administré de
forma terapéutica: inmediatamente después de establecida la dieta grasa
(Taranto et al., 1998) y en un segundo ensayo, de forma preventiva: previo
a la administracion de la dieta grasa (Taranto et al., 2000). En ambos casos,
se encontro una disminucién en los niveles de colesterol y triglicéridos; en el
tratamiento preventivo de 20 y 22% y en el tratamiento terapéutico de 38 y
40%, en los niveles de colesterol y triglicéridos, respectivamente. Otras
experiencias demuestran efectos beneficiosos en la regulacion de los
niveles de colesterol en ratas hipercolesterolémicas cuando se las alimento
con leche fermentada adicionada de Bifidobacterium longum BL1 (Xiao et
al., 2003). Ademas, los mismos autores en el mismo estudio, pero con
humanos, encontraron reduccion significativa de los niveles de colesterol en
individuos con valores de colesterolemia comprendidos entre 220 y 280
mg/dl después del consumo del producto fermentado durante cuatro
semanas. Nguyen et al. (2007) demostraron la disminucion de los niveles de
colesterol y triglicéridos en un 7 y 10%, respectivamente, tras la
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administraciéon de una cepa de L. plantarum durante 14 dias a ratas
hipercolesterolémicas.

Se sugieren dos posibles mecanismos para el efecto hipocolesterolemiante
de los microorganismos probidticos: la accion directa sobre el colesterol,
reduciendo su absorcion intestinal, y accion mediada por metabolitos
bacterianos que se absorben e inhiben la sintesis de colesterol endégeno.
Actualmente sabemos que la accion directa esta mediada por la hidrolasa
de sales biliares (BSH, de bile salt hydrolase), enzima presente en
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Clostridium y Bacteroides. En
el higado se sintetizan, a partir del colesterol, acidos biliares, que antes de
su secrecion son conjugados con glicina o taurina. Una vez excretadas a la
luz intestinal, las sales biliares conjugadas participan en la solubilizacién,
hidrdlisis enzimatica y absorcion intestinal de lipidos; la mayor parte de la
propia bilis es también reabsorbida. La deconjugacion de sales biliares,
catalizada por BSH, reduce la absorcion de lipidos y de bilis, ya que los
acidos biliares deconjugados poseen menor capacidad de solubilizacion de
lipidos y son reacios a la reabsorcion intestinal; paralelamente, se
incrementa el consumo hepatico de colesterol, para sintetizar mas bilis que
compense su reabsorcion disminuida; ambos efectos tendrian como
consecuencia una reduccion de los niveles plasmaticos de colesterol
(Begley et al.,, 2006). En cuanto a la accion mediada por metabolitos
bacterianos, se acepta que esta protagonizada por los acidos grasos de
cadena corta, acetato, propionato y butirato, producidos en la fermentacién
de poli- y oligosacaridos en el colon y absorbidos facilmente por la mucosa.
El acetato es precursor de la sintesis hepatica de colesterol, pero el
propionato la inhibe; el resultado final parece depender de la proporcién
entre las concentraciones de ambos acidos. Adicionalmente se ha sugerido
que el descenso del pH debido a la acumulacion de acidos grasos de
cadena corta en el colon debe disminuir la solubilidad de los acidos biliares
y, por tanto, su absorcion (Wong et al., 2006).

- Efectos beneficiosos en las infecciones vaginales: Algunas cepas
probidticas pueden ser utiles en el tratamiento de las infecciones vaginales
ocasionadas por Candida. Hilton et al. (1992) mostraron una reduccion
significativa en la colonizacion vaginal de especies de Candida después de
la administracion oral de L. acidophilus, y mejoria clinica tras la aplicacion
de supositorios vaginales de LGG durante 7 dias en mujeres con vaginitis
recurrente (Hilton et al., 1995). Aunque muchos lactobacilos productores de
H202 se encuentran en la mucosa vaginal de la mayoria de las mujeres
sanas, también se encuentran presentes en el 23% de las mujeres con
vaginosis bacteriana. Estos lactobacilos productores de peroxido de
hidrogeno son toxicos para Gardenella vaginalis en altas concentraciones, y
se ha demostrado que la ausencia de estos lactobacilos puede permitir un
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crecimiento excesivo de organismos catalasa negativos involucrados en la
patogenia de la vaginosis bacteriana. Ademas, muchos lactobacilos pueden
inhibir el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae por varios mecanismos,
incluido la acidificacion del medio ambiente, la secrecion de H20: y la
produccion de inhibidores de proteinas (Alvarez-Olmos y Oberhelman,
2001).

Otra de las acciones beneficiosas de los probidticos es la prevencion de la
inflamacion intestinal. La alteracion de la tolerancia a las bacterias
intestinales es la causa primaria de las enfermedades inflamatorias
intestinales: enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa. Una teoria
recientemente acreditada es que la reduccion en el consumo de alimentos
fermentados tiene como resultado una maduracién defectuosa en las
células reguladoras T y un desbalance de éstas con las T-helper, que
provocan una respuesta caracteristica de las enfermedades inflamatorias
intestinales. Algunas cepas probidticas tienen la capacidad para
contrarrestar estos procesos inflamatorios al estabilizar el entorno
microbiano intestinal y la barrera de permeabilidad del intestino. Los efectos
de los probidticos preventivos o que alivian sintomas en estas
enfermedades en humanos se han realizado con L. rhamnosus, en
pacientes con enfermedad de Crohn (Braat et al., 2004) y la mezcla VSL
n°3 se ha utilizado para aliviar ulceritis cronica (Isolauri et al., 2001; Bibiloni
et al., 2005; Monteoliva-Sanchez et al., 2012).

Actividad preventiva de afecciones alérgicas, especialmente en la urticaria
que aparece como manifestacion cutanea de alergias alimentarias y en la
alergia atopica: Entre los estudios realizados con probidticos en la
prevencion y tratamiento de alergias se encuentra el realizado por Isolauri et
al. (2000) quienes administraron B. lactis bb-12 y LGG a 27 nifos
alimentados con leche materna y que presentaban eczema atopico. Los
autores fueron capaces de demostrar, a los dos meses de tratamiento, una
mejoria significativa de la extension y severidad del eczema junto con una
reduccion de algunos marcadores de inflamacion alérgica. En otro estudio
del mismo grupo de investigacion, se administré LGG en 159 madres que
fueron seleccionadas por tener al menos un pariente proximo, o el marido,
con historial alérgico (dermatitis atdpica, rinitis y asma alérgica). La dosis
del probidtico o el placebo la recibieron desde el primer mes del embarazo
hasta el parto y también sus bebés durante seis meses. El primer
seguimiento, realizado a los dos, afos revel6 que la prevalencia de eczema
atopico habia sido significativamente menor en el grupo que recibié el
probidtico (Kalliomaki et al., 2001). A los cuatro anos, un segundo
seguimiento sobre los 132 de los nifios del estudio general puso de
manifiesto que persistia la diferencia significativa a favor del grupo tratado
(Kalliomaki et al., 2001).
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2.2. Mecanismos de accion de los probioticos

2.2.1. La microbiota intestinal y sus alteraciones: papel de los probiéticos

El tracto gastrointestinal humano alberga una comunidad microbiana compleja
y dinamica la cual es especifica para cada persona dependiendo del ambiente
y los factores genéticos. Cada individuo alberga alrededor de 1,5 kg de
bacterias que pueden superar el 60% de la masa fecal. Esta comunidad
microbiana contiene cientos de diferentes especies que varian a lo largo del
tracto gastrointestinal encontrandose la menor concentracion en el estémago
(10%-10* ufc/g) y la mayor en el colon (10'-10"? ufc/g). Esta microbiota
intestinal juega un papel importante en la salud humana, no solo debido a su
participacion en el proceso de digestion, sino por su funcion critica en el
desarrollo de la mucosa intestinal y del sistema inmune (Gueimonde y Collado,
2012).

Debido a la motilidad del intestino y a los efectos antimicrobianos del acido
gastrico, el estobmago y el intestino delgado proximal contienen un numero
relativamente pequefio de bacterias en sujetos sanos. La microbiologia del
ileon terminal representa una zona de transicion entre el yeyuno que contiene
predominantemente especies aerdbicas y la poblacién densa de anaerobios
encontrada en el colon. El recuento de colonias bacterianas puede llegar a ser
de 10° ufc/g en la proximidad de la valvula ileocecal con predominio de
bacterias gram negativas y anaerobios. En el colon, la concentracion y variedad
bacteriana cambia drasticamente, encontrando concentraciones superiores a
102 ufc/g compuesta principalmente de anaerobios tales como: Bacteroides,
Porphyromonas, Bifidobacterium, Lactobacillus y Clostridium, superando en
numero las bacterias anaerobias a las bacterias aerobias en mas de una
unidad logaritmica (Quigley, 2011a). A nivel de phyla la microbiota intestinal de
adultos sanos esta compuesta mayoritariamente por Gram negativos-
Bacteroidetes y Gram positivos-Firmicutes y en menor proporcién encontramos
los phyla Proteobacteria, Verrucomicrobia, Tenericutes, Deferribacteres vy
Fusobacteria (Liévin-Le y Servin, 2014).

La microbiota bacteriana entérica influye en una variedad de funciones
intestinales y juega un papel clave en la nutricion, en el mantenimiento de la
integridad de la barrera epitelial, en el desarrollo de la inmunidad de la mucosa
y en el metabolismo del hospedador (Quigley, 2011a). Mazmanian et al. (2005)
demuestran la influencia de la microbiota comensal en la maduraciéon del
sistema inmune del hospedador al comprobar la capacidad de un polisacarido
(PSA) producido por Bacteroides fragilis para corregir deficiencias de células T,
desbalances TH1/TH2 y dirigir el desarrollo de los érganos linfoides en animales
libres de gérmenes.
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Hasta la ultima década, el conocimiento de la composicion y desarrollo de la
microbiota se habia basado en el uso de métodos tradicionales de cultivo, lo
que ha proporcionado datos interesantes pero desafortunadamente con una
vision muy sesgada de la composicion total de la microbiota intestinal. El
desarrollo de técnicas moleculares independientes de cultivo ha demostrado
que solo una minoria de los miembros de la microbiota es cultivable. Las
técnicas modernas de secuenciacion de ADN aplicadas al estudio de
comunidades microbianas directamente en su ambiente sin la necesidad del
cultivo y el aislamiento (también llamada metagendmica) se han aplicado
también para caracterizar la microbiota intestinal humana. Estas técnicas de
secuenciacion extensiva del ADN han incrementado enormemente el
conocimiento de la composicion y actividad de la microbiota contribuyendo
enormemente en las investigaciones de los probidticos. Mas de tres millones de
genes se han secuenciado del microbioma intestinal y se ha identificado la
existencia de diferentes enterotipos humanos. Ademas se ha caracterizado en
detalle el proceso del establecimiento de la microbiota en el recién nacido asi
como el efecto de la dieta en la composicion de la microbiota. Estas técnicas
también han permitido realizar estudios comparativos de la microbiota de
individuos sanos con la de pacientes con determinadas enfermedades y
establecer algunas correlaciones entre las proporciones en que estan
representados ciertos taxones bacterianos y patologias como la enfermedad
inflamatoria intestinal y la obesidad. De igual forma, la secuenciacién del
genoma de cepas probidticas especificas ha proporcionado datos interesantes
en relacion a los mecanismos de adhesion a la mucosa intestinal o la
interaccién con el sistema inmune, entre otros (Gueimonde y Collado, 2012).

A pesar de la amplia informacioén sobre la composicién general de la microbiota
intestinal, hay poco conocimiento cierto sobre lo que constituye la composicidn
microbiana normal del intestino o “Eubiosis”. En parte, esto se debe a que es
dificil estudiar qué esta sucediendo dentro del tracto gastrointestinal de un
individuo sano. Por lo tanto, no existe una definicion de la microbiota "normal" o
"saludable", aunque este es un objetivo clave de la investigacion actual. Los
individuos pueden tener una microbiota razonablemente estable, pero existe
una considerable variacion interindividual. Se han observado desviaciones en
la composicion o funcion de la microbiota habitual, conocida como “Disbiosis”
en ciertos estados de enfermedad tales como: atopia (alergia), asma,
enfermedad celiaca, cancer de colon, diabetes tipo |, diabetes tipo I, infeccion
por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), Enfermedad Inflamatoria
Intestinal (Ell), Sindrome del |Intestino Irritable (Sll), infecciones
gastrointestinales, Diarrea Asociada a Antibidticos (DAA), enterocolitis
necrosante, obesidad y artritis reumatoide. Sin embargo, no esta claro si las
alteraciones en la microbiota son causa o consecuencia de dichos procesos
patoldgicos (Binns, 2013).
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Las alteraciones en la microbiota, designadas como disbiosis, pueden aparecer
como resultado de infecciones intestinales o de la administracién de
antibioticos de amplio espectro que eliminen poblaciones de microorganismos
indigenas sensibles. El ejemplo clasico de disbiosis es la entidad clinica
conocida como “diarrea asociada a antibiotico” cuya forma mas grave es la
colitis pseudomembranosa causada por cepas toxigénicas de C. difficile.
Tradicionalmente, se ha creido que, una vez cesada la causa de la disbiosis
(es decir, una vez interrumpido el tratamiento con antibi6ticos), la microbiota
recupera rapidamente su composicion inicial, pero diversos estudios sugieren
que los cambios inducidos por antibiéticos, aunque sutiles, pueden no ser tan
transitorios y recuperables como se habia imaginado previamente
(Engelbrektson et al., 2006; Dethlefsen y Relman, 2011).

La Ell abarca una serie de enfermedades crénicas que afectan al tracto
gastrointestinal siendo las formas mas comunes la enfermedad de Crohn (EC)
y la colitis ulcerativa (CU). Se caracteriza por una inflamacién intestinal
recurrente cronica que resulta de una respuesta inmune aberrante y continua a
los microorganismos en el intestino, catalizada por la susceptibilidad genética
del individuo. Aunque la etiologia de la Ell sigue siendo en gran parte
desconocida, implica una interaccion compleja entre los factores genéticos,
ambientales o microbianos y las respuestas inmunes (Zhang y Li, 2014). La CU
y la EC se diferencian por la localizacion intestinal y las caracteristicas de la
inflamacion. La CU por definicidon es una inflamacién continua que comienza en
el recto y se restringe al colon, mientras que la inflamacion del EC puede
ocurrir en cualquier parte del tracto gastrointestinal, a menudo con lesiones
salteadas. Las lesiones microscopicas estan restringidas a la capa de mucosa
para CU mientras que en la EC afecta el espesor completo de la pared
intestinal (Mack, 2011).

La mayoria de las cepas utilizadas actualmente como probioticos han sido
aisladas de la microbiota intestinal de humanos sanos, cuyos efectos en la
salud son mediados a través de la modulacién de la composicion y actividad de
la microbiota intestinal (Gueimonde y Collado, 2012). Las funciones
beneficiosas de los probidticos para aliviar los sintomas de la Ell involucran: la
capacidad de restaurar la biodiversidad en la microbiota, el antagonismo contra
los patogenos, la mejora de la produccion de mucus, la estimulacion de la
estimulacién del epitelio, la modulacion de la permeabilidad intestinal y la
mediacién de los efectos proinflamatorios (Scaldaferrietal, 2013). Admitiendo el
papel de componentes de la microbiota intestinal en la inducciéon de una
respuesta inmune agresiva, como mecanismo patogénico de la enfermedad de
Crohn y la colitis ulcerativa, se ha sugerido que las bacterias probioticas
podrian ser beneficiosas y restaurar el equilibrio inmunitario (Sartor, 2004). Se
han realizado ensayos clinicos prometedores, como el publicado por Kruis et al.
(2004), que muestra que la administracion de la cepa probiotica E. coli Nissle
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1917, componente del producto comercial Mutaflor, puede ser tan efectiva
como el tratamiento convencional con mesalazina en la duracion de la ausencia
sintomatologica en enfermos con colitis ulcerativa en remision. Investigaciones
posteriores tratan de dilucidar los posibles mecanismos de accion y de sentar
unas bases racionales para la aplicacion de algunos probidticos en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales. Pathmakanthan et al.
(2004), trabajando con modelos in vitro, han comunicado que cepas
comensales y enteropatdogenas de E. coli incrementan la produccion de
citokinas proinflamatorias por leucocitos mononucleares de mucosa colonica,
ya sea de intestino normal o con colitis ulcerativa, mientras que L. plantarum
299v no tuvo este efecto proinflamatorio, sino que, al contrario, indujo
produccion de la citokina anti-inflamatoria IL-10 por células T y macréfagos de
la mucosa de colon con colitis ulcerativa. Un preparado probidtico denominado
VSL-3 que contiene B. longum, B. infantis, B. breve, L. acidophilus, L. casei, L.
plantarum, L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. salivarius subsp. thermophilus,
mejoro la colitis experimental en ratones, efecto que se asoci6 a la induccion de
IL-10 y de células T reguladoras, productoras de TGF-B (Di Giacinto et al.,
2005). Se ha demostrado que la interaccion de algunas especies de
lactobacilos, como L. reuteri y L. casei, con células dendriticas, es capaz de
inducir in vitro la generacién de células T reguladoras productoras de IL-10;
curiosamente, L. plantarum no es efectivo en esta interaccién (Smits et al.,
2005), lo que no concuerda con los resultados mencionados de Pathmakanthan
et al. (2004). Ademas de la induccidon de citokinas supresoras y anti-
inflamatorias, otros mecanismos pueden participar en los efectos beneficiosos
de los probidticos frente a patologias intestinales, como la enfermedad de
Crohn. Asi, Carol et al. (2006) han descrito que L. casei DN114001 disminuye
el numero de células T activadas en la lamina propia de la mucosa intestinal de
enfermos con esta dolencia, al parecer a través de la reduccién de la expresion
de la proteina anti-apoptética Bcl-2, o que facilita la eliminaciéon por apoptosis
de los linfocitos anormalmente activados.

2.2.2. Barrera de permeabilidad intestinal

La integridad de la barrera intestinal se ve influenciada por cambios en la
permeabilidad intestinal, en la composicién de la mucina y en la homeostasis
entre la produccién de nuevos enterocitos y la tasa de apoptosis de los
enterocitos danados (Howarth y Wang, 2013). Los probidticos afectan la
barrera epitelial de diversas formas (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Efectos de las bacterias probidticas sobre la funcion de la barrera
epitelial intestinal. Figura tomada de Howart y Wang (2013) con modificaciones.

1.2.2.1. Efectos directos sobre el epitelio: Diversas especies de Lactobacillus
ejercen efectos sobre la expresién y secrecion de mucinas. Las mucinas
intestinales son el principal componente proteico del mucus que cubre el
epitelio del tracto gastrointestinal. Estas macromoléculas altamente glicosiladas
(hasta 80% p/p) son sintetizadas por las células calciformes o células de globet
y se localizan en la membrana celular o se secretan en la luz intestinal para
formar la capa mucosa. De las 18 glicoproteinas de tipo mucina expresadas por
humanos, la mucina MUC2 es la glicoproteina predominante que se encuentra
en el moco del intestino delgado y grueso. Los extremos NH2 y COOH no estan
glicosilados en la misma medida, pero son ricos en residuos de cisteina que
forman enlaces disulfuro intra e intermoleculares. Estos grupos de glucano
confieren resistencia proteolitica a las mucinas, mientras que los enlaces
disulfuro forman una matriz de glicoproteinas que es la columna vertebral de la
mucosa. Esta capa proporciona proteccion el epitelio frente a antigenos y
moléculas potencialmente dafinas, a la vez que actua como un lubricante para
la motilidad intestinal. EI mucus es la primera barrera que las bacterias
intestinales se encuentran, y los patégenos deben penetrarla para llegar a las
células epiteliales durante la infeccion. Los microorganismos han desarrollado
diversos mecanismos para degradar el moco, como la reduccion de enlaces
disulfuro de la mucina, la actividad proteolitica y la actividad glucosidasa utiles
para la invasion y/o la absorcion de nutrientes derivados de la mucosidad. Por
otra parte, la capa mucosa del colon es mas delgada en areas de inflamacion,
lo que permite una mayor adherencia e infiltracion bacteriana. Diversos
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estudios in vitro demuestran que diversas especies de Lactobacillus tales como
L. plantarum 299v, L. rhamnosus GG, L. acidophilus DDS-1, pueden aumentar
la expresion y secrecion de mucina por las células caliciformes como un
mecanismo para mejorar la funcién de barrera y la exclusion de patégenos al
limitar el movimiento bacteriano a través de la capa mucosa (Mack et al., 2003;
Ohland y MacNaughton, 2010; Howarth y Wang, 2013).

Otro efecto positivo de algunos microorganismos probidticos sobre el epitelio es
el aumento de la expresion y secrecion de defensinas. Las a-defensinas (HD-5
y HD-6) expresadas principalmente por las células de Paneth del intestino
delgado y las B-defensinas (hBD1 a hBD-4) expresadas por células epiteliales
en todo el intestino, poseen actividad antimicrobiana contra una amplia
variedad de bacterias, hongos y algunos virus y se expresan constitutivamente
para evitar que los patégenos lleguen al epitelio. Por su parte, la disminucién
de la produccion de defensinas se ha asociado con el desarrollo de
enfermedad inflamatoria intestinal y con una mayor susceptibilidad a las
infecciones bacterianas (Ohland y MacNaughton, 2010). Diversas especies del
género Lactobacillus y preparados comerciales probidticos han demostrado en
estudios in vitro con células Caco-2 y en estudios in vivo con humanos, que
pueden regular la expresién y secrecién de la B-defensina hBD-2. Los
pacientes que recibieron dos veces al dia durante tres semanas los preparados
comerciales mostraron un aumento significativo en los niveles fecales de la
proteina hBD-2, mientras que los individuos tratados con placebo no
presentaron cambios. Dichos niveles se mantuvieron durante 9 semanas
después del cese del tratamiento probidtico, aunque en menor grado. El
aumento de la expresion de B-defensina y la secrecién al moco por las células
epiteliales puede prevenir la proliferacion de comensales y patdégenos,
contribuyendo asi también a la integridad de la barrera (Mdndel et al., 2008;
Schlee et al., 2008).

Los probioticos también pueden mejorar la estabilidad de barrera intestinal al
modificar la expresiéon de las proteinas TJ (Tight Junction) lo que disminuye la
permeabilidad epitelial a los patdégenos y sus productos. Estas proteinas TJ
tales como: ocludina, zonula ocludens-1, claudina-1, claudina-2, claudina-4, la
molécula de adhesion A y la actina F, se encuentran en la zona subapical de
las membranas laterales y construyen las conexiones fisicas entre las células
responsables de la integridad de la barrera intestinal. Sin embargo, la
disfuncién de la barrera mucosa intestinal, en condiciones tales como la
enfermedad inflamatoria intestinal puede conducir a un aumento de la
permeabilidad intestinal, que en parte se debe a la expresion irregular de
ciertas proteinas TJ en el epitelio intestinal (Howart y Wang, 2013). Algunos
microorganismos probiéticos han mostrado capacidad para mantener la funciéon
de barrera intestinal al modificar la expresion de proteinas TJ. Corridoni et al.
(2012) encontré que una combinacion de microorganismos probidticos (VSL#3)
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regula la proteina epitelial ocludina y disminuye la expresion de claudina-2,
atenuando posteriormente el aumento de la permeabilidad intestinal en ratones
con enfermedad de Crohn inducida experimentalmente (Figura 1.2A).

2.2.2.2. Efectos sobre la inmunidad de la mucosa: Los probidticos pueden
aumentar los niveles de células productoras de Inmunoglobulina A (IgA) en la
lamina propia y promover la secrecion de IgA secretora (IgAs) en la capa
luminal de la mucosa. Estos anticuerpos limitan la colonizacion epitelial al
unirse a las bacterias y sus antigenos, lo que contribuye a la homeostasis
intestinal. Algunos estudios demuestran que tras una infeccidn, ciertos
microorganismos pueden aumentar los niveles de IgAs totales y patégeno-
especifica, sin aumentar los niveles de IgAs probidtico-especifica. Galdeano y
Perdigon (2006) demostraron que la administracion de L. casei a ratones
aumentd significativamente el numero de células productoras de IgA e IL-6, la
cual puede estimular el cambio de clase a IgA en las células B dentro de la
lamina propia del intestino delgado. Ademas no encontraron anticuerpos
especificos contra L. casei, lo que indica la falta de respuesta del sistema
inmune intestinal a esta bacteria beneficiosa (Figura 1.2.B).

2.2.2.3. Efectos sobre otras bacterias comensales o patdégenos: Los
probidticos pueden alterar la composicion de la microbiota y/o su expresion
génica, lo que lleva a una mejora indirecta de la barrera a través de las
bacterias comensales. Ademas, algunos probidticos pueden matar
directamente o inhibir el crecimiento de bacterias patégenas a través de la
expresion de factores antimicrobianos tales como bacteriocinas (descritos en el
siguiente apartado). Los probioticos también pueden competir con patégenos o
comensales por sitios de union en mucinas o células epiteliales, evitando asi la
colonizacion perjudicial y contribuyendo a la funcion de barrera (Ohland y
MacNaughton, 2010) (Figura 1.2.C.).

2.2.3. Inhibicién de microorganismos patdégenos

Dada la relacidon intima entre la microbiota comensal y la homeostasis de la
mucosa del huésped, los factores bacterianos secretados por estas bacterias
pueden considerarse una parte integral de la barrera intestinal, particularmente
cuando estos factores estan involucrados en la supresion o eliminacién de
organismos patogenos. De hecho, los microorganismos comensales son
esenciales para la fisiologia normal del intestino (Ohland y MacNaughton,
2010).

Muchos  microorganismos  probidticos pueden ejercer actividades
bacteriostaticas o bactericidas a través de la produccion de moléculas
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antimicrobianas entre ellas los acidos grasos de cadena corta (SCFA) y las
bacteriocinas o microcinas. Estas ultimas, son péptidos similares producidos de
una manera “cepa-especifica” por una gran variedad de bacterias probidticas y
comensales. Tipicamente, el término bacteriocinas se refiere a péptidos
producidos por bacterias Gram-positivas mientras que las microcinas (<10 kDa)
son producidas por bacterias Gram-negativas. Las bacteriocinas pueden
permeabilizar la membrana interna de bacterias Gram negativas lo que
conduce a su ruptura y desorganizacion o bien, pueden interferir con la sintesis
de la pared celular originando la formacién de poros al unirse al lipido precursor
del peptidoglicano Il. Las microcinas, por otro lado, actuan en la membrana
interna, sobre las enzimas que estan involucradas en la estructura y sintesis
del ADN o el ARN, o las enzimas de sintesis de proteinas. Todos estos
mecanismos inducen una muerte bacteriana rapida y, por lo tanto, contribuyen
a mantener una barrera intestinal libre de patégenos. Diversas bacteriocinas se
usan como biopreservativos en alimentos para inhibir o controlar el crecimiento
de patdégenos bacterianos transmitidos por los alimentos. Varias bacteriocinas y
moléculas de tipo-bacteriocina producidas por cepas de Lactobacillus
probidticas han mostrado actividad antimicrobiana contra el crecimiento de
varios patégenos Gram-negativos gastricos o enterovirulentos, incluyendo
Helicobacter pylori, E. coli enteronemorragica (EHEC), Shigella, Salmonella,
Campylobacter, Listeria, Bacillus, Enterococcus y Staphylococcus, asi como,
bacterias Gram positivas incluyendo aislados clinicos de C. difficile. Por su
parte, los SCFA también pueden desorganizar y romper la membrana externa
de bacterias Gram negativas tales como EHEC, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enterica serovar Typhimurium. Esta permeabilizacion potencia la
actividad de otras moléculas antimicrobianas al permitirles penetrar mas
facilmente a la pared celular (Ohland y MacNaughton, 2010; Liévin-Le y Servin,
2014).

Ademas de la produccion de bacteriocinas y SCFA, los lactobacilos durante el
metabolismo fermentativo producen acidos organicos como productos
terminales, entre ellos el acido acético y el acido lactico cuyas actividades
antagonicas contra diversos patdgenos bacterianos son llevadas a cabo a
través de la acidificacion intracelular y la permeabilizacion de la membrana.
Esta ultima, potencia la actividad de otras moléculas, Pridmore et al. (2008)
comprobaron que la actividad bactericida del peroxido de hidrogeno producido
por L. johnsonii NCC 533 aumenta en presencia de acido lactico (Alakomi et al.,
2000).

2.2.4. Inmunomodulaciéon

Sin duda alguna, uno de los principales mecanismos responsables de los
efectos probidticos es la actividad inmunomoduladora o capacidad para
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modificar la respuesta bioldgica (Lebeer, et al., 2008; Forsythe y Bienenstock,
2010). La interaccion entre estructuras y/o metabolitos de bacterias probidticas
y receptores de la inmunidad innata como los TLRs (de toll like receptor),
presentes en macrofagos y células dendriticas, puede ser el acontecimiento
inicial de la inmunomodulacion por estas bacterias (Lebeer et al., 2008; Adams,
2010). Por ello, y aunque segun la definicion aceptada de probidticos, se trata
de bacterias que se ingieren vivas, es necesario investigar también las
actividades biolégicas de sus fracciones y metabolitos. Los microorganismos
probidticos muertos retienen generalmente algunas actividades, asi como sus
lisados (Zakostelska, 2011), macromoléculas secretadas por ellos (Lebeer, et
al., 2008; Sanchez, et al.,, 2010) y péptidos procedentes de su accién
proteolitica sobre proteinas del vehiculo en que se administran,
mayoritariamente derivados lacteos (LeBlanc, et al., 2004). Pero otros tipos
celulares deben tener también un papel crucial en las interacciones probidticos
— respuesta bioldgica; es el caso de las células de la mucosa intestinal, que
expresan receptores de inmunidad innata y son capaces de producir citokinas
(Wells et al., 2011). La tecnologia de cultivos en transwell permite estudiar los
efectos de bacterias sobre células de mucosa intestinal y células inmunitarias
en sistemas de cocultivos separados por una membrana (Vossenkamper et al.,
2010), y ha sido aplicada a la investigacion del efecto de bifidobacterias con
células Caco-2 cocultivadas con leucocitos mononucleares periféricos (Riedel
et al.,, 2006). Ademas, esta misma tecnologia puede aprovecharse para
investigar los efectos de los probidticos en la barrera de permeabilidad
intestinal (Eun et al., 2010). Los efectos de los microorganismos probioticos
sobre el sistema inmune se describen en el apartado 8 de esta tesis, Actividad
inmunomoduladora de Lactobacillus plantarum C4.

2.2.5. Modulacién de la apoptosis y efectos antitumorales

La apoptosis es un mecanismo de suicidio celular para controlar el numero de
células en los tejidos y eliminar células individuales. Sin embargo, la apoptosis
fisiologica de ciertas células puede ser perjudicial. Diversos microorganismos
probiéticos han mostrado capacidad para prevenir la apoptosis celular inducida
por la inflamacion. Yan y Polk (2012) encontraron que Lactobacillus rhamnosus
GG es capaz de prevenir la produccion de citokinas tales como TNF-a, IL-1a 0
IFN-y reduciendo la apoptosis tanto en células epiteliales colénicas humanas
como de ratén. Ademas, la cepa probiodtica de S. boulardii evitd la apoptosis
inducida por TNF-a. en células T84 colénicas humanas infectadas con E. coli
enterohemorragica. En presencia de S. boulardii, las células infectadas con E.
coli no iniciaron la activacion de algunas caracteristicas apoptoticas tales como
procaspasa-3, poli-ADP-ribosa-polimerasa  (PAPR) 'y la  escision
internucleosémica del ADN. Ademas, en el mismo estudio, S. boulardii evitd la
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activacion de las caspasas 8 y 9, que juntas condujeron a las actividades
antiapoptoticas de S. boulardii contra los patdogenos (Dalmasso et al., 2006).

Diversos autores han fijado su atencion en las posibilidades de modificar el
equilibrio entre apoptosis y mitosis y sus repercusiones sobre la tumorigénesis.
Rachid et al. (2002) comunicaron que el yogur tradicional (sin otras cepas que
S. salivarius subsp. thermophilus y L. bulgaricus) ejerce un efecto pro-
apoptotico que se asocia a la inhibicion en el desarrollo de cancer de colon en
ratones. Segun de Moreno de LeBlanc y Perdigon (2004), la administraciéon de
yogur tradicional a ratones inhibe, no la carcinogénesis, sino la promocion y
progresion de tumores de colon, a través de la potenciacion de la inmunidad;
en concreto, atribuyen un papel al incremento de apoptosis en enterocitos por
accién, no de acidos grasos de cadena corta, sino de citokinas como TNF-a, a
través de la estimulacion de mecanismos inmunitarios, lo cual caeria fuera de
los mecanismos incluidos en el denominado interfaz metabdlico; en el mismo
sentido, Yamazaki et al. (2000) han sugerido que la inhibicién de la
carcinogénesis en colon de ratas por L. casei Shirota se debe a la estimulacién
de linfocitos T CD8*. En una revision realizada por Parvez et al. (2006) hacen
una recapitulacion de los posibles mecanismos implicados en la inhibicion de la
carcinogénesis por agentes quimicos en el colon entre los que se mencionan:
(a) detoxificacidon de carcinégenos ingeridos; (b) modificacién de |a microbiota
intestinal, disminuyendo aquellas poblaciones cuyas actividades metabdlicas
puede generar compuestos carcindégenos; (c) produccion de metabolitos como
el acido butirico, que promueven la apoptosis (en lugar de la proliferacién) en
aquellas células que han sufrido dafios génicos; (d) produccidon de compuestos
que inhiben la proliferacion de células tumorales; y (e) estimulaciéon de los
mecanismos inmunitarios.

2.3. Bioseguridad

Muchas cepas y preparaciones de probidticos se han usado durante décadas
por millones de individuos sanos y enfermos, sin embargo, los datos definitivos
en materia de seguridad son escasos (Quigley, 2011b). La mayoria de los
productos contienen microorganismos de los géneros Lactobacillus,
Streptococcus y Bifidobacterium, incluidos en la categoria GRAS
(“Generalmente Considerados Seguros”, del inglés “Generally Regardes as
Safe”) (Mattia y Merker, 2008). En una revision realizada por Boyle et al. (2006)
concluyen que, aunque los probidticos tienen un excelente historial de
seguridad, deben ser usados con precaucidén en ciertos grupos de pacientes,
particularmente en neonatos prematuros y en personas con deficiencias
inmunes. Asi mismo hacen referencia de diversos casos de abscesos y
endocarditis relacionados con el uso de probidticos y en la mayoria de los
casos, el probidtico cultivado a partir del tejido infectado fue muy
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probablemente un contaminante mas que el patégeno responsable (Quigley,
2011b). Sanders et al. (2010) establecen aspectos microbiolégicos vy
metabdlicos relacionados con la seguridad de los probidticos:

2.3.1. Identificacién taxonémica del microorganismo: En primer lugar, se
debe identificar al microorganismo taxonémicamente a nivel de especie para el
establecimiento de la seguridad y su vinculacibn con otras especies
relacionadas, ademas de proporcionar informacion respecto a sus condiciones
de crecimiento, sus caracteristicas metabdlicas y gendmicas. Posteriormente,
el microorganismo debe ser identificado a nivel de cepa para definir aspectos
de su seleccion y caracterizacion, estabilidad en el proceso industrial, correcta
descripcion del material usado en los estudios de intervencion humana,
seguimiento eficiente del probidtico a través del hospedador y para la vigilancia
post-comercial, incluyendo estudios de cepas aisladas de cualquier infeccion
sospechosa.

2.3.2. Estudios de colonizacion en el tracto gastrointestinal: Los estudios
de colonizacién a largo plazo o permanente son considerados criterios de
seguridad de los probioticos, sin embargo, no deberia generalizarse a todos los
hospedadores, a todas las cepas de probidticos, ni a todos los sitios de
colonizacion posible. La evidencia documentada de la colonizacion a largo
plazo en el tracto gastrointestinal de adultos es escasa. La capacidad de un
probidtico para colonizar a largo plazo depende de su capacidad para
sobrevivir y multiplicarse en dicho tracto. Para evaluar esta capacidad de
colonizacion y de supervivencia gastrointestinal, se hacen estudios in vivo
como, por ejemplo, técnicas de intubacion intestinal y biopsias de colon.

2.3.3. La expresion de resistencia a antibidticos y/o su transferencia: Es
necesario conocer si los microorganismos probidticos expresan resistencia a
antibidticos y si es transferida a la microbiota comensal in vivo. Aceptando que
los probidticos en cuestion no presentan riesgo de infeccion, el principal asunto
con la presencia de genes de resistencia a antibidticos es que las cepas
probidticas no deben actuar como fuente de genes de resistencia a antibiéticos
para miembros microbianos del ecosistema intestinal. Hay varios proyectos de
organizaciones que abarcan la seguridad de los probidticos, algunos de estos
proyectos fundados por la Uniéon Europea son: Evaluacion de la Bioseguridad
de probidticos utilizados para el consumo humano (PROSAFE), Evaluacién y
Valoracion Critica de Transferencia de Resistencia a los Antibidticos en la
cadena alimentaria (ACE-ART) y el equipo de accién sobre probidticos de la
Organizacién Internacional de Normalizacion en conjunto con la Federacion
Internacional de Lacteos (IDF-ISO). Uno de los aspectos cruciales en la
resistencia a antibiéticos en probidticos es distinguir la resistencia intrinseca de
la resistencia adquirida. Dentro de esta ultima, es importante distinguir entre
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resistencia causada por cambios genéticos al azar en genes cromosomicos de
aquellos otros, que probablemente se transmiten mas facilmente (elementos
moviles, plasmidos o vectores). Muchas cepas de Lactobacillus son
naturalmente resistentes a vancomicina generando controversias con respecto
a la posible transferencia de tales resistencias a bacterias patogenas,
particularmente: Enterococos y Staphylococcus aureus. Sin embargo, los
genes de resistencia a vancomicina de lactobacilos son cromosomales y por lo
tanto, no son capaces de transferirse faciimente a otras especies (Morrow et
al., 2012).

2.3.4. Translocacion del probiético: Otro riesgo en el uso de probidticos es la
translocacion del probidtico a través de la mucosa intestinal al medio interno,
esto comportaria un riesgo de bacteriemia con sus posibles complicaciones,
como un cuadro de inflamacion sistémica o sepsis. Sin embargo, no se han
encontrado reportes de bacteriemia debido a probidticos en pacientes. Los
casos encontrados son limitados y han ocurrido uniformemente en individuos
con factores de riesgo selectivo como diabetes no controlada, prétesis
endovasculares, entre otros (Quigley, 2011b).

2.3.5. Estabilidad y transferencia genética: Al igual que los parametros
anteriores, la estabilidad y transferencia genética también tienen que ser
evaluadas. La estabilidad genética de una cepa probidtica refleja la
susceptibilidad a una reorganizacion en el curso de su evoluciéon natural. Esta
reorganizacion podria reflejar pequenas variaciones introducidas en posiciones
especificas o al azar del genoma a través de mutaciones, eliminaciones o
inserciones pero podria estar también vinculada a las variaciones estructurales
que resultan de recombinaciones homodlogas y transferencia horizontal de
genes. ldealmente, una evaluacion rigurosa de la estabilidad genética de una
cepa requiere la disponibilidad de la secuencia de su genoma. Las cepas de
Lactobacillus y Bifidobacterium usadas en aplicaciones probidticas tienden a
mostrar una alta estabilidad genotipica. Esta hipotesis necesita ser ampliada
con estudios a largo plazo empleado método de tipificacion molecular o
genomicos comparativos.

2.3.6. Viabilidad de la cepa probidtica: La viabilidad esta relacionada con las
caracteristicas fisioldgicas de la cepa. Los microorganismos probiéticos vivos
han mostrado mayor eficacia que los microorganismos inactivados por calor
tanto en estudios in vitro como in vivo. Sin embargo, se sabe que la presencia
de microorganismos muertos o0 dafados en productos comerciales es
inevitable. Algunos estudios han revelado efectos adversos que resultan de la
ingestién de probidticos inactivados (Kirjavainen et al., 2003). Por tanto, la
ingestidon de microorganismos probioticos viables es importante no sélo desde
el punto de vista de la eficacia sino posiblemente también, desde la asociacion
con efectos adversos.
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2.3.7. Patogenicidad vy toxicidad: Para los grupos bacterianos para los que
no se conocen miembros conocidos patdégenos, es dificil evaluar qué factores
de virulencia potenciales puedan existir. No se han identificado genes
asociados con patogenicidad en Lactobacillus o Bifidobacterium utilizadas
como probidticos.

2.3.8. Aminas biogenas: Las aminas como histamina o tiramina, son
moléculas de bajo peso molecular presentes en muchos alimentos pero
también producidas por gran cantidad de microorganismos por la actividad
aminodacido-descarboxilasa. La ingestién de grandes cantidades de aminas
biégenas originan afecciones que pueden ser confundidas con reacciones
alérgicas por la similitud de los signos y sintomas. Aunque algunas especies de
lactobacilos son capaces de producir aminas bidégenas, hay una gran
variabilidad en esta capacidad y no se han descrito casos de tales compuestos
perjudiciales en preparados lacteos fermentados con lactobacilos (Bernardeau
et al., 2008).

A fin de considerar la mayor cantidad posible de aspectos relacionados con la
seguridad de los probidticos, el comité cientifico de la Union Europea en
Nutricion Animal publico en el afio 2002, un articulo sobre la evaluacion de la
seguridad y aspectos regulatorios de microorganismos en alimentaciéon y
productos alimenticios. Se propuso una aproximacion a lo que seria “seguro”
con el término: QPS “Qualified Presumption of Safety” (Presuncion Cualificada
de Seguridad), un sistema adecuado para aproximarse a la seguridad de
suplementos alimenticios con bacterias. El establecimiento del estatus QPS
involucra cuatro pasos: (1) definicion de la taxonomia del microorganismo; (2)
recoleccion de informacion suficiente que proporcione la base para el estatus
QPS, incluida toda la literatura cientifica, la historia de uso, aplicaciones
industriales, los datos ecolégicos y los datos de la intervencién humana; (3) la
exclusiéon de patogenicidad, y (4) la definicién del uso final. Posteriormente, una
cepa microbiana categoéricamente asignada a un grupo QPS estara exenta de
la evaluacion de la seguridad, aparte de satisfacer las eventuales salvedades
especificadas. Los microorganismos que no se consideran adecuados para el
estatus QPS quedarian sujetos a una evaluaciéon de seguridad completa. Los
miembros de las bacterias del acido lactico, que incluyen algunas especies de
bacterias probidticas, seran uno de los primeros grupos en ser evaluados
(Sanders et al., 2010; Binns, 2013).
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2.4. Antecedentes de la cepa probiética objeto del presente trabajo

La investigacion sobre lactobacilos probioticos es una de las lineas de
investigacion mas recientes del Grupo de Inmunologia Microbiana (BIO 201) de
la Universidad de Granada, cuyo investigador principal es el Prof. Alfonso Ruiz-
Bravo. Tras un muestreo de nuevas cepas probidticas, la atencion del Grupo se
centré en la cepa C4 de L. plantarum. Este microorganismo fue aislado de un
kéfir comercial. Recientes investigaciones han demostrado que esta cepa
cumple los criterios de bacterias potencialmente probidticas, ya que resiste el
pH acido y la bilis y posee propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras.
Ademas, se ha observado que la leche desnatada tiene capacidad como
tampon y es un vehiculo apropiado para la administracién intragastrica de L.
plantarum C4 en ratones (Bujalance et al., 2007).

Fuentes et al. (2008a) analizaron muestras de ratones alimentados con L.
plantarum C4 bajo diferentes condiciones inmunoldgicas; sus resultados
mostraron la presencia del probidtico en el intestino y una expansion de
bacterias filamentosas en el ileon de los ratones inmunodeficientes, que no se
observo tras la administracion de L. plantarum C4. Ademas, el mismo grupo de
investigacion observé un incremento de lactobacilos en heces y muestras de
intestino de ratones tras recibir una mezcla de L. plantarum C4 y L. casei
(Fuentes et al.,, 2008b). Puertollano et al. (2008) observaron que la
administracién oral de L. plantarum C4 redujo la produccion de interleukinas
proinflamatorias en ratones infectados con Listeria monocytogenes,
especulando que esta cepa podria ejercer efectos antiinflamatorios; mas tarde,
se llevdo a cabo el primer estudio in vitro sobre actividad antimicrobiana y
biolégica de sobrenadantes concentrados de L. plantarum, observando que L.
plantarum C4 libera un compuesto responsable de la ruptura de la membrana
plasmatica de E. coli y de una actividad citotéxica en células promielociticas de
leucemia humana (Puertollano et al., 2009). Posteriormente se comprobd que
los sobrenadantes de L. plantarum C4 son capaces de inducir necrosis en lugar
de apoptosis a dosis altas en la linea celular promielocitica, demostrando las
propiedades citotoxicas de los mismos en esta linea celular tumoral y abriendo
la posibilidad de analizar la composiciéon quimica para elucidar las moléculas
bioactivas (Puertollano et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

Esta memoria de tesis doctoral se presenta estructurada en capitulos, en cada
uno de los cuales se exponen los correspondientes objetivos concretos.
Globalmente, la tesis se ha disefiado para responder a los siguientes objetivos
generales, dentro de la linea de extender nuestros conocimientos sobre la
actividad probidtica de la cepa C4 de Lactobacillus plantarum:

1°. Evaluar la resistencia de la cepa C4 a las condiciones gastrointestinales in
vitro y sus interacciones con bacterias patdogenas, en un vehiculo lacteo
suplementado o no con el prebidtico FOS.

2°. Examinar la capacidad de la cepa C4 para inhibir a la bacteria toxigénica
Clostridium difficile y para neutralizar sus citotoxinas.

3°. Evaluar la capacidad de la cepa C4 para reducir la actividad mutagénica de
agentes mutagénicos.

4°. Investigar la capacidad inmunomoduladora de la cepa C4 in vitro, sobre
cultivos celulares, incluyendo cultivos primarios de esplenocitos de ratones
sanos Yy cultivos de la linea celular continua Raw 264.7 de macréfagos murinos.

5°. Evaluar el efecto de la cepa C4 en la infeccidon intestinal con Y.
enterocolitica O9 en ratones a través de su actividad inmunomoduladora.
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En cada uno de los capitulos de la presente memoria se detalla la metodologia
especifica que se ha utilizado. A continuacion se describen los aspectos
metodoldgicos comunes a todos ellos.

4.1. CEPA C4 DE Lactobacillus plantarum

La cepa C4 se aislo a partir de una muestra de Kefir, como componente de los
microorganismos que crecieron en Agar-MRS (Difco Laboratories, Francisco
Soria Melguizo, Madrid, Espafia) y que eran bacilos Gram-positivos, catalasa-
positivos. La identificacion fenotipica se realiz6 mediante el patron de
fermentacion de azucares en el sistema APl 50 CH (BioMérieux, Lyon, France),
cuyo software Apilab Plus calificé la cepa como perteneciente a la especie L.
plantarum con un perfil de identificacién excelente (Bujalance, 2006).

Para confirmar la identificaciéon fenotipica, la cepa fue enviada al Laboratorio
de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Ledn, donde se aislé el DNA 'y
se amplificdé un fragmento de alrededor de 1,100 bp del gen que codifica el
rRNA 16S, para proceder a su secuenciacion bidireccional. Una vez obtenidas
las secuencias se realizé el contig de ambas secuencias. Para la identificaciéon
de las bacterias, se introdujeron las secuencias en bases de datos como la del
GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) con el programa BLAST
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), obteniéndose una identificacion como
Lactobacillus plantarum con un porcentaje de similitud > 99.

4.2. CULTIVO Y CONSERVACION DE L. plantarum C4

La cepa C4 se conservo en tubos con agar MRS inclinado. Durante el curso del
estudio se realizaron pases con incubaciones a 37 °C durante 24 horas en
aerobiosis.

Para garantizar la conservacion de la cepa, algunos cultivos se sometieron a
liofilizacion en un liofilizador Telstar CRYODOS-45, y los lidfilos se conservaron
en viales de vidrio estériles a 4 °C.
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4.3. BACTERIAS PATOGENAS

Las cepas de bacterias patdogenas utilizadas en los ensayos descritos en los
capitulos 5, 6 y 8 son aislados de muestras clinicas que fueron caracterizadas
en el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Virgen de las Nieves,
de Granada. Todas ellas se mantuvieron en medios ordinarios o especificos, se
propagaron por subcultivos y se conservaron en tubos inclinados en
refrigeracion.

4.4. CULTIVOS DE CELULAS DE MAMIFERO

Se utilizaron cultivos primarios de esplenocitos murinos (capitulo 8) y cultivos
de lineas celulares (capitulos 6 y 8), que se describen en sus respectivos
capitulos. En los ensayos con citotoxinas de Clostridium difficile se utilizaron
cultivos cerrados tamponados con HEPES (capitulo 6); en los ensayos de
inmunomodulacién se recurrié a la tecnologia de cultivos abiertos en atmésfera
con tensién de 5 % de CO2. En ambos casos se trabajo en las unidades de
cultivos celulares del Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Virgen
de las Nieves, y del Laboratorio del Grupo de Investigacion de Inmunologia
Microbiana BIO201 en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Farmacia, dotados de las instalaciones necesarias.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La significacion estadistica de las comparaciones de grupos de resultados con
distribucidon normal se realizé mediante el test de la t de Student. En el caso de
grupos de resultados cuya distribucién no es normal se aplico el test no
paramétrico de Wilcoxon. En el caso concreto del analisis de mutantes
obtenidos mediante el test de Ames la significacién se establecid de acuerdo
con las tablas publicadas por Gilbert (1980) para el analisis estadistico del test
de fluctuaciones, que son las adoptadas por el fabricante del ensayo comercial
utilizado en el presente trabajo.
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5. VIABILIDAD E INTERACCIONES DE C4 EN CONDICIONES GASTROINTESTINALES

5.1. INTRODUCCION

El numero y diversidad de microorganismos que habitan el tracto digestivo
humano es caracteristico en cada region anatdémica del mismo (Macfarlane et
al., 1997). El transito de alimentos a través del estobmago y el intestino delgado
es, probablemente demasiado rapido (aproximadamente 4-6 horas), para que
la microbiota intestinal ejerza un impacto significativo. Sin embargo, en el colon
este transito se ralentiza marcadamente (aproximadamente 48-70 horas), lo
que permite establecer una comunidad microbiana compleja y relativamente
estable (Macfarlane y Gibson, 1994).

El intestino grueso humano esta formado por el ciego, el colon ascendente, el
colon transverso, el colon descendente, el colon sigmoide y el recto (Figura
5.1). El colon a través de su microbiota es capaz de llevar a cabo complejas
funciones hidroliticas digestivas. Esto implica la descomposicién de los
sustratos disponibles derivados de la dieta o de secreciones enddgenas que
han escapado a la digestion y la absorcidon en el tracto gastrointestinal superior
(Roberfroid et al., 2010). Los sustratos principales son endégenos (entre ellos,
moco), carbohidratos de la dieta como: almidones resistentes, polisacaridos no
amilaceos (celulosas, hemicelulosas, pectinas y gomas), alcoholes de azucar y
oligosacaridos no digeribles (Slavin, 2013) y, también algunas proteinas, que
no se hidrolizan ni se absorben en el tracto digestivo superior. La disponibilidad
de carbohidratos disminuye a medida que los residuos de la dieta pasan del
colon proximal al intestino distal y transverso (Gibson y Rastall, 2006).

Debido al prolongado tiempo de residencia de los contenidos en el colon, la
diversa microbiota que en él reside juega un papel importante en la salud y el
bienestar del huésped. Los efectos beneficiosos estan relacionados con su
metabolismo (perfiles de fermentacion y productos finales), capacidad de
producir vitaminas, antioxidantes, moléculas antimicrobianas (acidos organicos,
antibidticos, bacteriocinas) capaces de actuar contra competidores
potencialmente dafinos, intercambio de sehales moleculares entre los
diferentes géneros y especies y también con el epitelio celular eucariotico
(Roberfroid et al.,, 2010). La via principal de fermentacion que utilizan las
bacterias del colon genera piruvato a partir de las hexosas del carbohidrato no
digerido. Ademas, utilizan una amplia gama de enzimas hidrolasas para
producir hidrogeno, metano, diéxido de carbono, acidos grasos de cadena corta
(SCFA: principalmente acetato, propionato y butirato) y lactato (Slavin, 2013).

47



5. VIABILIDAD E INTERACCIONES DE C4 EN CONDICIONES GASTROINTESTINALES

Colon transverso

- Tasa de fermentacién baja.

- Disponibilidad reducida de sustratos.

- Actividad bacteriana reducida.

- Concentracion reducida de
productos finales.

Colon ascendente proximal

- Tasa de crecimiento bacteriana alta. Colon descendente distal

- Sitio activo de fermentacion de
carbohidratos.

- Transito rapido.

- pH bajo (aprox. 5,5-6,0).

- Poca fermentacion de
carbohidratos.

- pH neutro.

- Protedlisis alta.

Ciego Colon sigmoide

Recto

Figura 5.1. Regiones del intestino grueso humano con las actividades
bacterianas correspondientes y diferencias fisiol6gicas (Gibson y Rastall, 2006).

Uno de los criterios para la seleccién de microrganismos probioticos ha sido la
tolerancia a las condiciones del tracto digestivo, pues para poder ejercer
efectos beneficiosos en el intestino grueso deben ser capaces de sobrevivir a
duras condiciones como pH acido, altas concentraciones de enzimas digestivas
y sales biliares (Arroyo-Lopez et al., 2014). Estas ultimas, principales
componentes de la bilis, son sustancias bioldégicas de tipo detergente
sintetizadas en el higado a partir del colesterol. Las enzimas del huésped
conjugan los acidos biliares sintetizados en el higado con los aminoacidos
glicina o taurina, generando sales biliares conjugadas. Estos compuestos se
almacenan en la vesicula biliar y se liberan en el duodeno durante la digestion
para realizar su funcién fisiologica, que es la solubilizacién de la grasa que
proviene de la dieta. Estas sales biliares poseen una fuerte actividad
antimicrobiana, ya que son capaces de desorganizar la estructura de la
membrana celular, asi como provocar dafo al ADN (Ruiz et al., 2013). Por ello,
las bacterias probidticas deben poder sobrevivir en “numero suficiente” al
transito gastrointestinal y asi colonizar transitoriamente nuestro intestino. La
disminucién de viabilidad puede ocurrir a lo largo de todo el tracto
gastrointestinal, pero es evidente que el ambiente acido del estomago y la
presencia de bilis en el duodeno son factores importantes que afectan la
viabilidad de las bacterias probiéticas (Mainville et al., 2005).
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Otra caracteristica probidtica importante es la capacidad para fermentar
selectivamente oligosacaridos. Los prebidticos mas conocidos son
oligosacaridos (Kaplan y Hutkins 2000), los cuales son fermentados por cepas
especificas de bifidobacterias y lactobacilos de la microbiota intestinal, por lo
que el uso de una dieta enriquecida con prebidticos puede conducir a un
aumento selectivo de microorganismos beneficiosos en el colon (Kleessen et
al., 2001). Ademas del efecto deseable del aumento de bifidobacterias y
lactobacilos, se producen acidos grasos de cadena corta (SCFA) como
productos finales de la fermentacion de oligosacaridos. Los SCFAs son
absorbidos por el colon humano de una manera dependiente de la
concentracion y son los principales combustibles respiratorios para los
colonocitos, suministrando hasta 60-70% de sus necesidades energéticas. Los
SCFAs también estimulan el crecimiento de las células de la mucosa
colorrectal, retardan la atrofia de la mucosa y disminuyen el riesgo de
transformacion maligna en el colon. Entre los diversos SCFAs, el butirato ha
demostrado ser particularmente eficaz para disminuir el riesgo de
transformacion maligna en el colon (Mentschel y Claus 2003). Por otra parte,
los oligosacaridos prebidticos estimulan la adsorcidon intestinal de minerales
tales como calcio, hierro y magnesio (Quiang, et al., 2009).

Un grupo especifico de oligosacaridos que ha atraido mucho interés comercial
como prebidtico son los fructooligosacaridos conocidos con el acronimo FOS.
Los fructooligosacaridos pueden obtenerse por hidrdlisis de inulina o por trans-
fructosilacion de sacarosa. Se encuentran de forma natural en una gran
variedad de alimentos, como el platano, cebolla, ajo, puerro, la hortaliza
mejicana denominada pataca o alcachofa de Jerusalén, y también en la miel.
La raiz de achicoria contiene una gran cantidad de inulina que por hidrolisis
parcial genera FOS (Sangeetha et al., 2005; Ganzle y Follador, 2012). El trigo,
el centeno y la cebada contienen entre 0,15y 0,4% de FOS con un grado de
polimerizacién de 3 a 5 (Campbell et al., 1997).

Los fructooligosacaridos estan compuestos de glucosa-(fructosa), con enlace
B-2 — 1 entre las unidades de mondmeros de fructosa. Su estructura general
puede ser representada por GF, o Fn, en la que G y F son, respectivamente,
una unidad de glucosa o fructosa y n es el numero de unidades de fructosilo.
La longitud de la cadena de fructosa varia de 2 a 60 con un grado medio de
polimerizacién superior a 10. Entre los principales FOS se encuentran la 1-
kestosa (GF2), la nistosa (GF3) y la 1-B-fructofuranosilnistosa (GF4), los cuales
difieren en el numero de unidades de fructosa presentes en el polimero (Figura
5.2).
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(a) Kestosa

(b) Nistosa

(c) 1-B-fructofuranosilnistosa

Figura 5.2. Estructura quimica de fructooligosacaridos. (a) 1-kestosa, (b) nistosa,
(c) 1-B-fructofuranosilnistosa (Guio et al., 2009).

De acuerdo al método de obtencion, estan disponibles comercialmente dos
tipos de FOS que son ampliamente utilizados en la industria alimentaria. Un
primer tipo, denominado FOS tipo GFn, se obtiene a partir de la hidrdlisis
enzimatica de la sacarosa y consiste en un monémero de glucosa (G) unido por
enlaces a-1,2 a dos o mas unidades de B- 2,1-fructosa (F), formando una
mezcla de GF2, GF3 y GF4. El otro tipo de FOS comercial se obtiene a través
de la hidrdlisis enzimatica parcial de la inulina. El producto resultante consiste
en una mezcla de oligbmeros de fructosa lineales, en la forma FFn, también
unidos por enlaces B-2,1 y con un grado de polimerizacion que varia de 2 a 10.
Debido a la presencia de una glucosa terminal en la molécula de inulina, estos
ultimos productos también contienen especies de oligosacaridos en la forma
GFn (Goh et al., 2007).

Por causa de su estructura quimica, el FOS no se digiere en el tracto
gastrointestinal. Sin embargo, se ha demostrado in vivo que puede modular de
forma beneficiosa la composicion de la microbiota intestinal aumentando de
forma preferencial las cantidades de bifidobacterias y lactobacilos (Takemura et
al., 2010). La utilizacién de FOS puede llevarse a cabo a través de dos rutas
metabdlicas. En una de ellas, el FOS se transporta intacto y se hidroliza en el
citoplasma bacteriano; en la otra, se hidroliza mediante enzimas extracelulares,
seguido de la acumulacién posterior de los productos de la hidrdlisis. En
Lactobacillus acidophilus NCFM, por ejemplo, Barrangouet et al. (2003)
identificaron un operén de metabolismo de azucar multiples (msm) que se
asemeja al operén msm de Streptococcus mutans y el operdn de rafinosa (raf)
de Streptococcus pneumoniae. Este operon msm codifica un sistema de
transporte de tipo “cassette” de union, dependiente de ATP y una fructosidasa
citoplasmatica que median la captacion de FOS y la hidrdlisis intracelular,
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respectivamente. La expresion de este operdn puede ser inducida por sacarosa
y FOS, pero no por glucosa o fructuosa. Sin embargo, en el caso de
Lactobacillus paracasei 1195, un analisis de micromatrices (microarrays) del
lactobacilo cultivado en FOS permitio la identificacién de un operdn putativo
involucrado en el metabolismo de FOS. Este operdon putativo denominado
fosABCDXE codifica un sistema fosfotransferasa fructuosa/manosa (PTS) y un
precursor de la enzima B-fructosidasa (FosE), los cuales tienen alta homologia
con el operdn putativo levanasa (lev) de Lactobacillus casei ATCC334 y BL23.
La inactivacién del gen FosE inhabilita la cepa para crecer en FOS y en otros
azucares ligados a fructuosa. La deduccion de la secuencia aminoacidica de
FosE ha permitido conocer que contiene una secuencia aminoacidica de un
péptido sefial en la regién N-terminal y un motivo de anclaje a la pared celular
en la regiéon C-terminal, lo que sugiere que FOS puede ser hidrolizado
extracelularmente por FosE y posteriormente sus productos de hidrolisis
pueden ser captados dentro de la célula por el sistema PTS. Los analisis de
micromatrices también indicaron que la expresién de los genes inducidos por
FOS esta sujeta a una regulacién de catabolitos por glucosa. Del mismo modo,
se han descrito a-fructofuranosidasas citoplasmaticas capaces de hidrolizar
FOS en Bifidobacterium adolescentes, Bifidobacterium infantis vy
Bifidobacterium lactis (Goh et al., 2007).

Los prebidticos y los probidticos pueden combinarse en un mismo producto
destinado al consumo; a estas combinaciones se les ha asignado el nombre de
"simbidticos", que no parece demasiado afortunado ya que el término
“simbiosis” tiene en Biologia un significado concreto y muy diferente. En este
caso, la denominacion alude a que los efectos de los dos componentes deben
ser sinérgicos. El crecimiento del microorganismo probidtico en el intestino
debe verse estimulado por su capacidad para fermentar el prebiético, que por
tanto promueve un ambiente intestinal mas favorable en el que el probidtico
puede competir mejor con otras bacterias; ademas, algunos productos de esta
fermentacion, como los acidos grasos de cadena corta, actuan
beneficiosamente sobre la mucosa intestinal (Binns, 2013).

Por lo anteriormente expuesto, en este capitulo se evalua la resistencia de la
cepa C4 a las condiciones gastrointestinales in vitro y se investigan sus
interacciones con bacterias patdégenas, examinando el papel de FOS en todo
ello.
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5.2. OBJETIVOS

En este capitulo se plantearon los siguientes objetivos:

1°. Evaluar la influencia del fructooligoscarido prebidtico FOS en el crecimiento
y viabilidad de Lactobacillus plantarum C4.

2°. Examinar el comportamiento de la cepa C4 en condiciones similares a las
gastrointestinales, incluyendo las posibles interacciones de antagonismo frente
a las bacterias patdgenas entéricas Yersinia enterocolitica, Salmonella enterica
serovar Typhimurium, Escherichia coli y Enterococcus faecalis y la posible
influencia de la presencia de FOS sobre el comportamiento de C4 en dichas
condiciones.

5.3. MATERIALES Y METODOS

5.3.1. Instrumentacion y equipos

- Tubos estériles de 50 ml

- Jarra para incubacion en anaerobiosis (Thermo Scientific Oxoid, Estados
Unidos).

- Vortex, YellowLine TTS 2 IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Alemania).
- Incubador Memmert (Alemania).

- Medidor de pH y temperatura (Crison Instruments, S.A., Espafia).

- Micropipetas de 10-50 ul, 50-200 ul y 100-1000 ul, Boeco (Alemania).
- Sobres de anaerobiosis, OXOID (Estados Unidos).

- Filtros de esterilizacion de 0,22 um, Millex® - GS, Merck Millipore Ltd.,
Irlanda).

5.3.2. Reactivos y disoluciones

- Fructooligosacaridos de achicoria FOS (>90% como FOS e inulina),
obtenido de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

- Leche desnatada estéril.

52



5. VIABILIDAD E INTERACCIONES DE C4 EN CONDICIONES GASTROINTESTINALES

- Solucion enzimatica gastrica: Se preparé una solucion al doble de la
concentracion de uso, como se describe en la Tabla 5.1, y se esterilizd
por filtracion a través de membrana de 0,22 uym de diametro de poro.

Tabla 5.1. Componentes de la solucion géstrica.

2X
NaCl Panreac 5,54/
KCI Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania) 1,64 g/l
Pepsina, Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania) 249/l

- Solucion enzimatica intestinal: Se preparé también al doble de su
concentracion de uso (Tabla 5.2)

Tabla 5.2. Componentes de la solucidn intestinal.

2X
Pancreatina de pancreas porcino, Sigma-Aldrich 2g/l
Chemie (Steinheim, Alemania)
Bilis 4q/l

Para su preparacion, los polvos fueron pulverizados en mortero
con adicion gradual de agua estéril. La suspension fue
centrifugada a 800 rpm durante 10 minutos. El pH final fue de
6,20.

- Tabletas para preparar Bufer Fosfato Salino (PBS), Sigma-Aldrich
Chemie (Steinheim, Alemania).

5.3.3. Medios de cultivo

- Agar Lactobacilli (MRS), Difco™, Becton, Dickinson and Company,
Estados Unidos).

- Agar MacConkey (Difco™, Becton, Dickinson and Company, Estados
Unidos).

- Caldo Tripticasa Soja (Difco™, Becton, Dickinson and Company,
Estados Unidos).

- Caldo y agar LPSM (Lactobacillus plantarum Selective Medium): Es un
medio selectivo y diferencial (Tabla 5.3) disefiado por nuestro grupo de
investigacion que permite cuantificar las bacterias viables de la cepa C4
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sin interferencia de otros lactobacilos y bacterias intestinales (Bujalance,
et al., 20006).

Tabla 5.3. Composicion del medio LPSM.

Agar LPSM g/l  Caldo LPSM g/l

Sorbitol 20 20
Citrato amoénico 2 2
Acetato sodico 5 5
Sulfato de magnesio 0,1 0,1
Sulfato de manganeso 0,05 0,05
Fosfato de potasio 2 2
Peptona 10 10
Extracto de carne 10 10
Extracto de levadura 5 5
Pdrpura de bromocresol 0,02 -
Ciprofloxacino 0,004 -
Bacto-Agar 15 -

- Caldo minimo: Con el nombre de “caldo minimo” designamos un medio
liquido disefiado a partir del medio base utilizado por Altieri et al. (2011)
con suplementos de glucosa o prebidticos para examinar el efecto del
prebidticos en la viabilidad de L. plantarum, basado a su vez en la
formulacion propuesta por Bevilacqua et al. (2008); en el medio usado
por nosotros (Tabla 5.4) se ha prescindido de la solucién de vitaminas
(el extracto de levadura aporta vitaminas del complejo B) y del Tween-
80.

Tabla 5.4. Composicién del caldo minimo.

g/l
Sulfato de magnesio 0,1
Sulfato de manganeso 0,05
Fosfato de potasio 2
Extracto de levadura 5

5.3.4. Cepas indicadoras

Se utilizaron aislados clinicos pertenecientes a la coleccion de
microorganismos del Hospital Virgen de las Nieves de Granada: Salmonella
enterica serovar Typhimurium, Escherichia coli y Enterococcus faecalis.
Ademas, se utilizd Yersinia enterocolitica IP383, un aislado clinico de serotipo
09, biotipo 2 que porta el plasmido de virulencia pYV (Mazigh et al., 1983).
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Este ultimo microorganismo durante los pases de mantenimiento fue incubado
a 25°C para evitar la pérdida del plasmido de virulencia.

5.3.5. Crecimiento de L. plantarum C4 en presencia y ausencia de FOS

Se evaluo la cinética de crecimiento de L. plantarum C4 en TSB, caldo LPSM y
caldo minimo suplementados con FOS 5 g/l y 10 g/l y, sin suplementar. El
inéculo inicial fue realizado a partir de una suspension en PBS estéril ajustada
por turbidez equivalente al patron 0,5 de MacFarland (aproximadamente 1,5 x
108 bacterias/ml) a la que posteriormente se le realizd un recuento en agar
MRS segun la metodologia descrita en el siguiente apartado. Los medios con y
sin FOS se incubaron durante 72 horas tanto en aerobiosis como en
anaerobiosis tomando alicuotas a las 2, 6, 12, 24, 36, 48 y 72 horas para los
recuentos.

5.3.6. Recuento de suspensiones bacterianas y cultivos

Para realizar los recuentos, se tomé una alicuota de 100 pl y se prepararon
diluciones (10" hasta 10-7) en 900 ul de PBS estéril. Seguidamente se sembrd
10 ul de cada una de estas diluciones en placas de agar MRS y agar LPSM y
se incubaron a 37°C en aerobiosis durante 24 horas. Se contaron las diluciones
que tuvieran entre 10 y 100 colonias y se multiplicé por su factor de dilucién
para obtener las unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/ml).

5.3.7. Digestion gastrointestinal in vitro

La digestion in vitro fue llevada a cabo en dos etapas: etapa gastrica y etapa
intestinal, utilizando leche desnatada estéril en presencia y ausencia de FOS
5g/l. Simultaneamente se sometieron a la digestion in vitro, cocultivos de L.
plantarum y patdégenos gastrointestinales para evaluar la posible actividad
antimicrobiana de los sobrenadantes durante la digestion.

Para la etapa gastrica, se cogieron 10 ml de leche desnatada estéril con y sin
FOS a los cuales se les afnadié 10 ml de solucion enzimatica gastrica (NaCl
2,75 g/l, KCI 0,82 g/l y pepsina 1 g/l) en tubos de 50 ml de capacidad.
Seguidamente, se inocul6 con L. plantarum C4 y las bacterias indicadoras vy el
pH fue ajustado entre 3 y 3,5 con HCL 1N. Estas mezclas fueron incubadas a
37°C durante 2 horas en aerobiosis, se registro el pH y se tomaron alicuotas
para realizar los recuentos post-digestion en agar MRS y agar MacConkey.
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Finalizada la etapa gastrica, se continud con la etapa intestinal, para la cual se
adiciono 10 ml de solucion enzimatica intestinal (pancreatina 1g/l y bilis 2g/l, pH
6,20). La mezcla resultante fue ajustada a un pH de entre 7 y 7,5 con NaHCOs3
1N y se incub6 en condiciones de anaerobiosis durante 20 horas. Se tomaron
alicuotas para realizar recuentos a las 4, 16 y 20 horas en agar MRS y agar
MacConkey.

5.4. RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.1. Influencia de FOS en el crecimiento de L. plantarum C4

Inicialmente se examind el crecimiento de C4 en TSB en ausencia y presencia
de FOS, incorporado a concentraciones de 5y 10 g/l. Los cultivos se incubaron
en anaerobiosis. Los resultados se presentan en la Figura 5.3, y muestran que
la suplementaciéon de un medio relativamente rico en nutrientes con FOS tuvo
escaso efecto sobre el crecimiento: los recuentos de bacterias viables fueron
similares en los tres medios durante la fase de crecimiento exponencial
(establecida aproximadamente entre las 2 y las 24 h) y solo a las 48 h se
observé una diferencia significativa a favor del medio suplementado con la
mayor cantidad de FOS. El hecho de que esta diferencia se manifestase en la
fase de muerte de los cultivos concuerda con la observacion de que FOS tiene
un efecto prolongador de la viabilidad en etapas tardias de cultivos de una cepa
de L. plantarum (Altieri et al., 2011).

La relativa riqueza del TSB y en especial su contenido en dextrosa pueden
minimizar el efecto de la suplementacion con una fuente de energia compleja
como es FOS. De hecho, Goh et al. (2007) han descrito un crecimiento
diauxico de L. paracasei cuando crece en un medio con dextrosa y FOS: la
dextrosa se consume en primer lugar, y el operdon responsable de la
metabolizacién de FOS solo se expresé cuando se hubo consumido la glucosa.
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Figura 5.3. Crecimiento de C4 en TSB en presencia y ausencia de FOS en
anaerobiosis. Cada punto representa el promedio de tres ensayos; *, diferencia
significativa entre el niumero de bacterias viables en TSB y en TSB suplementado con
10 g/ml de FOS (P < 0,02)

En un intento para poner de manifiesto con mayor claridad la influencia del
prebiotico, se repitieron los ensayos utilizando un medio minimo, cuya unica
fuente organica fue el extracto de levadura. Como término de comparacion se
eligié el caldo LPSM sin ciprofloxacino ni indicador, ya que es un medio apto
para sustentar un desarrollo de L. plantarum igual o superior al conseguido en
TSB. Si se comparan las Figuras 5.3 y 5.4, se observa que el crecimiento en
LPSM fue incluso superior al conseguido en TSB, y la fase exponencial se
prolongé unas 12 h mas. Los resultados de la Figura 5.4 evidencian en primer
lugar que el medio minimo, sin fuente de carbono glucidica, permitid el
crecimiento de C4, aunque a niveles muy inferiores a los obtenidos en el caldo
LPSM, que posee un alto contenido en sorbitol. Kaplan y Hutkins (2000), para
explicar el crecimiento de cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium en medio
MRS desprovisto de hidratos de carbono, aducen la posible presencia de
azucares contaminantes en el propio medio o en el suplemento de FOS.
Ademas, hay que tener presente al respecto que tanto en MRS basal como en
el medio minimo usado en el presente trabajo hay otras fuentes de carbono
organico, entre ellas aminoacidos, y que los lactobacilos son capaces de utilizar
aminoacidos como histidina o arginina para obtener energia por fosforilacion a
nivel de sustrato (Christensen et al., 1999).

57



5. VIABILIDAD E INTERACCIONES DE C4 EN CONDICIONES GASTROINTESTINALES

La suplementacion con FOS prolongd muy significativamente la viabilidad de
los cultivos en relacion con los valores del medio minimo (Figura 5.4). Sin
embargo, no se observaron diferencias apreciables ente los medios
suplementados con 5 g/l y con 10 g/l de FOS. Por ello, y dado que la disolucion
de 10 g de FOS en un litro de agua plantea problemas técnicos, se eligié en
adelante la suplementacion con 5 g/l.

10
9 i
-e—Caldo
8 | LPSM
= 7] # | -e-cald
[ aldo
O 6 # . minimo
5 g X
o -8 Caldo
o 4 minimo +
2 FOS 5 g/l
3 —— Caldo
2 | minimo +
FOS 10 g/l
1 i
0 1 1 1 1 1

Oh 2h 6h 12h 24h 36h 48h 72h

Figura 5.4. Crecimiento de C4 en caldo LPSM y en caldo minimo con y sin FOS,
en aerobiosis. Cada punto representa el promedio de tres ensayos; *, diferencias
significativas entre los recuentos en caldo minimo y en el mismo medio suplementado
con 5 g/l de FOS (P < 0,005 a48 hy P <0,003 a 72 h); #, diferencias significativas
entre los recuentos en caldo minimo y en el mismo medio con 10 g/l de FOS (P <
0,005a48hy P <0,004a72h).

Se han descrito cepas de lactobacilos capaces de utilizar FOS como unica
fuente de carbono y energia (Altieri et al., 2011), mostrando en algunos casos
una eficiencia similar a la de la misma cantidad de glucosa (Kaplan y Hutkins,
2000; Chen et al., 2015). Para entender mejor si el papel de FOS es
simplemente prolongar la viabilidad de C4 o si puede ser usado de forma
eficiente para soportar el crecimiento, disefiamos experimentos comparando el
crecimiento en cultivos en caldo minimo sin y con suplementacién de glucosa,
FOS, y mezcla de glucosa y FOS, en las cantidades utilizadas por Altieri et al.
(2011).
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Segun los resultados mostrados en la Figura 5.5, la adicién de FOS al caldo
minimo no modificé apreciablemente viabilidad de los cultivos en los dos
primeros dias, pero a las 72 h produjo recuentos de viables significativamente
mayores Yy retrasé la fase de muerte con diferencias de nuevo significativas en
los recuentos realizados a los 7 dias.
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Figura 5.5. Efecto de la suplementacion con FOS, glucosa y FOS + glucosa sobre
el crecimiento de C4 en medio minimo en aerobiosis. Cada punto representa el
promedio de tres ensayos; *, diferencias significativas entre los recuentos en caldo
minimo y en el mismo medio suplementado con FOS (P < 0,05 a 72 hy a7 dias); #,
diferencias significativas entre los recuentos en caldo minimo con glucosa y caldo
minimo con glucosa + FOS (P <0,05a72hyP <0,001 a7 dias).

La repeticion de estos experimentos con cultivos en anaerobiosis confirmé el
papel de FOS en la prolongacion de la viabilidad de C4 (Figura 5.6): tras siete
dias de cultivo, los medios con FOS contenian significativamente mas bacterias
viables que sus contrapartidas sin el prebidtico.
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Figura 5.6. Efecto de la suplementacién con FOS, glucosay FOS + glucosa sobre
el crecimiento de C4 en medio minimo en anaerobiosis. Cada punto representa el
promedio de tres ensayos; *, diferencias significativas entre los recuentos en caldo
minimo y en el mismo medio suplementado con FOS (P < 0,05 a 7 dias); #, diferencias

significativas entre los recuentos en caldo minimo con glucosa y caldo minimo con
glucosa + FOS (P <0,05a72hyP <0,001 a7 dias).

Se han identificado diversos genes implicados en el metabolismo de
fructooligosacaridos en varias especies de Lactobacillus, incluyendo L.
plantarum (Saulnier et al., 2007; Chen et al., 2015). Sin embargo, Saulnier et al.
(2007) han demostrado que L. plantarum no es capaz de crecer eficientemente
en FOS comercial obtenido de raiz de achicoria, aunque si lo hace en
fructooligosacaridos de cadena corta (scFOS), producidos de la sacarosa por
accion de fructosil-trasnsferasas de Aspergillus niger. Esto concuerda con los
resultados de nuestros ensayos, en los que se utiliz6 FOS procedente de
achicoria.

En todos los ensayos realizados, se observé que los recuentos de viables en el
medio minimo con glucosa y FOS mostraron un descenso respecto de los
recuentos en el medio con glucosa sola, a las 72 h en los cultivos en aerobiosis
y a las 48 en los cultivos en anaerobiosis. Aunque no puede excluirse algun
papel desconocido de FOS en este efecto, parece razonable asumir que es el
menor contenido en glucosa (la mitad) en el medio con glucosa y FOS el
responsable de este descenso de viabilidad, habida cuenta de las limitaciones
sefialadas anteriormente para el crecimiento de L. plantarum sobre FOS.
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5.4.2. Resistencia de C4 al proceso de digestion gastrointestinal in vitro:
influencia de FOS.

En los estudios preliminares que se realizaron para evaluar el potencial
probidtico de la cepa C4, se establecié su capacidad para resistir el pH acido y
la accion de las sales biliares (Bujalance et al., 2007). En el presente trabajo se
extendid este estudio, examinando el comportamiento de C4 en condiciones
experimentales de aproximacion in vitro a una situacién real de ingestion del
probiotico: indculo no inferior a 108 bacterias viables por ml, suspension en
leche descremada y simulacién de la digestidn, con una etapa gastricade 3 hy
otra intestinal de 20 h, realizando recuentos de bacterias viables al final de
cada etapa y a las 4 h de iniciada la etapa intestinal. Los resultados se
presentan en la Figura 5.7, y muestran que la bacteria soporté perfectamente
las condiciones gastrointestinales (de un recuento inicial de 1082 se pas6 a un
recuento final de 108° bacterias viables por ml), sin que la presencia de FOS (5
g/l) influyese de forma significativa. En los estudios preliminares citados, la
incubacion durante 30 min a pH 2,6 en solucion salina redujo en tres unidades
logaritmicas el recuento de viables (Bujalance et al., 2007). Por el contrario, en
nuestros ensayos actuales, usando indculos del mismo orden de magnitud, no
se observd reduccion significativa tras 3 h de digestidon gastrica. Dos factores
pueden explicar esta resistencia de C4: la diferencia de pH, que en los ensayos
actuales nunca fue inferior a 3, lo que sugiere que entre los valores 3 y 2,6
puede localizarse un limite de resistencia; y la presencia de proteinas de la
leche, que ya se puso de manifiesto en los experimentos preliminares aludidos,
en los que el poder amortiguador de la leche descremada preservo la viabilidad
de C4 en presencia de HCI, aunque a valores de pH superiores a 3.
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Figura 5.7. Supervivencia de C4 en un ensayo de simulaciéon de digestion
gastrointestinal, en ausencia y presencia de FOS (5 g/l). Los resultados son
promedios de tres determinaciones.
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5.4.3. Comportamiento de C4 bajo condiciones gastrointestinales in vitro:
interacciones con patdgenos intestinales.

Una vez establecida la capacidad de C4 para sobrevivir en condiciones de
digestion gastrointestinal, se aborddé el estudio de las interacciones con
bacterias patdégenas intestinales sometidas a las mismas condiciones. Las
investigaciones preliminares mencionadas en el apartado anterior incluyeron
ensayos de antibiosis en los que C4 inhibi6 el crecimiento de aislados
patdogenos de E. coli, S. enterica serovar Typhimurium, Y. enterocolitica y
Listeria monocytogenes (Bujalance et al., 2007). Al estar realizadas estas
pruebas con C4 crecida en agar MRS, con un alto contenido en drextrosa, es
razonable atribuir los halos de inhibicion observados a la producciéon de acidos
como consecuencia de la fermentacion, lo que ha sido confirmado
posteriormente (datos no publicados); pero las condiciones del habitat intestinal
son muy distintas, lo que limita la validez de aquellos ensayos de antibiosis y
justifica el interés del estudio actual.

La Figura 5.8 presenta los resultados de un ensayo preliminar de digestion con
inéculos de C4 y la cepa IP383 de Y. enterocolitica, perteneciente al serotipo
09 y portadora del plasmido de virulencia pYV, en ausencia (A) y presencia de
FOS (B).

El comportamiento de C4 fue el esperado. La cepa de Y. enterocolitica mostré
una buena adaptacion a las condiciones gastrointestinales, ya que, partiendo
de un nivel inicial de 107 bacterias por ml, remonté al menos una unidad de
logaritmo al finalizar el proceso, sin que la presencia de FOS influyera en los
recuentos. Cuando las dos cepas se sometieron al proceso digestivo juntas, en
ausencia de FOS, no se pudo evidenciar ninguna interaccién, ya que los
recuentos de viables fueron similares a los obtenidos con cada una de ellas por
separado. Sin embargo, en presencia de FOS el crecimiento de Y.
enterocolitica se vio frenado por C4 a las 4 h de digestion intestinal, y a las 20 h
su viabilidad descendié por debajo del nivel inicial. Por el contrario, C4 mantuvo
su cinética de supervivencia usual.
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Figura 5.8. Influencia de FOS en las interacciones entre C4 y una cepa virulenta
de Y. enterocolitica durante el proceso de digestién gastrointestinal in vitro. (A),
digestion en ausencia de FOS; (B), digestion en presencia de FOS (5 g/l). Se
presentan los recuentos de las dos bacterias inoculadas por separado (solas) y juntas
(mix). Ye, Y. enterocolitica.
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Dado el gran interés de estos resultados, se repitié el ensayo en presencia de
FOS, y por triplicado para permitir el analisis estadistico. Los datos de la Figura
5.9 confirmaron que, en presencia de FOS, C4 ejerce un efecto de antibiosis
sobre Y. enterocolitica.
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Figura 5.9. Antibiosis de C4 sobre Y. enterocolitica durante el proceso de
digestion gastrointestinal in vitro en presencia de FOS. Los resultados son
promedios de tres ensayos y representan los recuentos de las dos bacterias
inoculadas por separado (solas) y juntas (mix), siempre en presencia de FOS (5 g/l); *,
diferencias significativas entre los recuentos de Y. enterocolitica sola y en codigestién
con C4 (P <0,005tras 4 hy 20 h, y P < 0,01 tras 25 h de digestién intestinal). Ye, Y.
enterocolitica.

Los recuentos de Y. enterocolitica fueron similares tras la digestion gastrica,
pero comenzaron a divergir en la etapa intestinal, siendo significativamente
menores los obtenidos tras 4, 20 y 25 h de digestion en presencia de C4. Por
tanto, en nuestras condiciones experimentales FOS no ha mostrado ser una
fuente de carbono y energia que soporte eficientemente el crecimiento de C4,
pero es capaz de inducir en esta cepa probidtica un efecto de antibiosis sobre
Y. enterocolitica en las condiciones de digestion intestinal. EI mecanismo de
esta antibiosis es desconocido; la inhibicion por acidificacién, que fue el
mecanismo de la antibiosis en los ensayos reportados por Bujalance et al.
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(2007) con cultivos de C4 en agar MRS, se excluye porque el pH final de los
procesos de digestion fue medido en todos los experimentos y se mantuvo
siempre por encima de 7 (datos no mostrados). Chen et al. (2007) han descrito
que especies de bacterias del acido lactico (incluyendo Lactobacillus animalis y
dos especies de Lactococcus) productoras de bacteriocinas incrementaban
significativamente la produccién de estas moléculas antibacterianas cuando
crecian en un medio base sencillo, carente de carbohidratos, adicionado de
FOS; pero en nuestros ensayos de digestiéon in vitro FOS no sustenta el
crecimiento de C4 (solo prolonga su viabilidad), y, por otra parte, la accion
inhibidora sobre una bacteria Gram-negativa, filogenéticamente muy lejana, no
parece que pueda atribuirse a una bacteriocina.

En los siguientes ensayos se investigd si la capacidad de C4 para ejercer
antibiosis durante el proceso digestivo en presencia de FOS se extiende a otras
bacterias patdégenas, dos Gram-negativas (E. coli y S. enterica serovar
Typhimurium) y una Gram-positiva (E. faecalis). La Figura 5.10 muestra que la
cepa de E. coli ensayada tiene una notable adaptacion al habitat intestinal, ya
que, tras mantener el nivel de viabilidad durante la digestion gastrica, el numero
de bacterias viables remonté en alrededor de tres unidades logaritmicas al final
de la digestion intestinal. En presencia de C4 y FOS el crecimiento de E. coli se
vio moderadamente disminuido, pero la reduccién alcanz6 significacion
estadistica en las medidas realizadas a las 4 y a las 25 h de iniciada la fase
intestinal. Como en los ensayos anteriores, la viabilidad de C4 se increment6
moderadamente a lo largo del ensayo, sin verse afectada por la presencia del
patégeno.

En la Figura 5.11 se observa que la cepa de S. enterica serovar Typhimurium
fue mas sensible que la de E. coli a las condiciones gastricas, ya que el numero
de salmonelas viables descendi6 a menos de la mitad tanto en los
monocultivos como en los cultivos mixtos. Sin embargo, durante la digestién
intestinal remontd mas de dos unidades logaritmicas respecto del recuento
inicial. Nuevamente C4 mostré una moderada proliferacion, sin modificarse por
la presencia de la enterobacteria. Pero en presencia de C4 y FOS, el
crecimiento de S. enterica serovar Typhimurium se vio detenido a partir de las
20 h de digestion intestinal, con diferencias muy significativas entre el
monocultivo y el cultivo mixto en los recuentos realizados a la 25 h.

65



5. VIABILIDAD E INTERACCIONES DE C4 EN CONDICIONES GASTROINTESTINALES

10
*

9,
-
£ -e-C4 sola
O 8- *
5 -e— C4 mix
2 7 -#-Ec sola
(@]
2 -~ EC mix

6,

5 T T T T

Inicial Gastrica Intestinal Intestinal Intestinal
3h 4 h 20 h 25h

Figura 5.10. Antibiosis de C4 sobre E. coli en presencia de FOS. Los resultados
son promedios de tres ensayos y representan los recuentos de las dos bacterias
inoculadas por separado (solas) y juntas (mix), siempre en presencia de FOS (5 g/l); *,
diferencias significativas entre los recuentos de E.coli sola y en codigestion con C4 (P
<0,02tras 4 hy P < 0,05 tras 25 h de digestion intestinal). Ec, E. coli.

Por ultimo, se examinaron las interacciones entre C4 y E. faecalis durante la
digestion en presencia de FOS. Los resultados se presentan en la Figura 5.12'y
revelan que, también en este caso, el patdgeno, tras superar con leves
pérdidas la digestion gastrica, incrementd los recuentos de viables durante la
etapa intestinal; pero cuando se cocultivé con L. plantarum C4, los recuentos
de enterococos viables evidenciaron reducciones estadisticamente
significativas en los tres intervalos medidos (4, 20 y 25 h de digestion
intestinal).
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Figura 5.11. Antibiosis de C4 sobre S. typhimurium en presencia de FOS. Los
resultados son promedios de tres ensayos y representan los recuentos de las dos
bacterias inoculadas por separado (solas) y juntas (mix), siempre en presencia de FOS
(5 g/l); *, diferencias significativas entre los recuentos de S. enterica serovar
Typhimurium sola y en codigestion con C4 (P < 0,001 tras 25 h de digestion intestinal).
St, S. enterica serovar Typhimurium.
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Figura 5.12. Antibiosis de C4 sobre E. faecalis en presencia de FOS. Los
resultados son promedios de tres ensayos y representan los recuentos de las dos
bacterias inoculadas por separado (solas) y juntas (mix), siempre en presencia de FOS
(5 gl/l); *, diferencias significativas entre los recuentos de E. faecalis sola y en
codigestion con C4 (P < 0,001 tras 4 h y P < 0,0001 tras 20 y 25 h de digestion
intestinal). Ef, E. faecalis.
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Los resultados obtenidos demuestran que, en condiciones que simulan el
proceso de digestion gastrointestinal de un vehiculo lacteo suplementado con
FOS, y en un lapso de tiempo total de 28 h, la cepa L. plantarum C4, que
exhibié un crecimiento moderado, ejercié significativos efectos inhibidores
sobre el crecimiento y la viabilidad de bacterias patégenas intestinales.

Los principales mecanismos por los que las bacterias probidticas inhiben a
otros microorganismos son la produccion de acidos grasos de cadena corta, de
bacteriocinas y de agua oxigenada (Cruz-Guerrero et al., 2014). Estos
mecanismos pueden verse estimulados por la presencia de prebidticos y, en
concreto, prebidticos con inulina promueven la formacién de acidos grasos de
cadena corta por ciertas cepas de lactobacilos (Cruz-Guerrero et al., 2014). La
cepa C4 destaca por su capacidad para producir isobutirico cuando se incuba
en papillas fecales adicionadas de FOS (Bergillos-Meca et al., 2015), y se ha
descrito que las salmonelas son sensibles a este acido (Salsali et al., 2006).
Otros acidos, producto de la fermentacion lactica, como el acético, son aun
mas activos que el butirico, pero el hecho de que al menos la inhibicion de Y.
enterocolitica no ocurra en el curso de la digestion del vehiculo lacteo en
ausencia de FOS, sugiere que los productos de la fermentacion lactica no
deben estar implicados y apoya la hipotesis del papel inhibidor del isobutirato,
aunque se requieren estudios posteriores para dilucidar el mecanismo del
efecto inhibidor.
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5.5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten extraer las siguientes conclusiones:

12, Lactobacillus plantarum C4 resiste las condiciones de una simulacion in
vitro de la digestion gastrointestinal, mostrando al final del proceso un
crecimiento moderado.

22 La adicion de fructooligosacarido prebidtico (FOS) al medio en distintas
condiciones experimentales, incluyendo medios de cultivo ricos y minimos y un
proceso de digestién gastrointestinal de leche descremada, no puede sustituir a
la dextrosa como sustrato para el crecimiento de Lactobacillus plantarum C4,
pero prolonga su viabilidad.

32. En el curso de un proceso de digestidon gastrointestinal de vehiculo lacteo
adicionado de FOS, Lactobacillus plantarum ejerce un efecto inhibidor sobre
cepas de las bacterias patdégenas intestinales Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium y Enterococcus
faecalis, siendo la presencia de FOS un requisito necesario para esta inhibicién
al menos en el caso de Y. enterocolitica.
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6. INHIBICION DE C. DIFFICILE Y DE SUS TOXINAS POR C4

6.1. INTRODUCCION

6.1.1. Generalidades de Clostridium difficile

Clostridium difficile es un bacilo Gram-positivo esporulado, anaerobio estricto,
causante de un espectro de enfermedades incluidas en la denominacién
conjunta “Infecciones por Clostridium difficile” (ICD), que van desde un cuadro
de diarrea no complicada y evolucion benigna hasta cuadros de progresiva
gravedad que incluyen la colitis pseudomembranosa y el megacolon téxico vy,
en ocasiones, sepsis e incluso muerte, y que en la mayoria de los casos
aparecen como consecuencia de la disbiosis intestinal inducida por algunos
tratamientos antimicrobianos (Asensio y Monge, 2012; Theriot y Young, 2015).
Actualmente, la ICD es la primera causa de diarrea nosocomial en los paises
desarrollados y uno de los principales agentes etiolégicos de la diarrea de
adquisicion comunitaria (Alcala et al., 2015; Shin et al., 2016).

Estudios realizados en Estados Unidos, en Canada y en Europa han mostrado
un importante aumento de la incidencia de los casos de diarrea asociada a C.
difficile (DACD) desde finales de los anos noventa, convirtiéndose en una
importante causa de morbilidad y mortalidad (Rodriguez-Pardo et al., 2013). En
Espana, la incidencia anual de la DACD se estima en 17,1 casos por cada
10.000 pacientes hospitalizados oscilando entre 12,2 y 24,0 casos por cada
10.000 altas e ingresos hospitalarios, respectivamente (Asensio et al., 2013).

Las cepas toxigénicas de C. difficile, a diferencia de las no toxigénicas,
expresan dos proteinas de alto peso molecular: la toxina A, una potente
enterotoxina; y la toxina B, una potente citotoxina codificadas por los genes
tcdA y tcdB, respectivamente (Voth y Ballard, 2005). Estos dos genes junto con
sus genes reguladores se encuentran localizados en el cromosoma bacteriano
en un locus de patogenicidad de 19,6 kb (PalLoc). Este locus (Figura 6.1.A)
esta formado por 5 genes (tcdA, tcdB, tcdC, tcdE y tcdR). Los genes tcdA y
tcdB codifican las dos toxinas TcdA y TcdB, responsables de la patogenicidad
de C. difficile. El gen tcdR actua como regulador positivo de la expresion de
tcdA y tcdB, mientras que tcdC actua como regulador negativo, evitando la
expresion de todo el PalLoc. Finalmente, tcdE codifica una holina que se
encargara de hacer poros en la membrana citoplasmatica que permite la
liberacion de las toxinas. En cepas no toxigénicas esta region es reemplazada
por una secuencia corta de 115 pb (Rupnik et al., 2009).
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—> P P > 4—
tcdR tcdB tedE tedA tcdC

cdiR cdtA cdtB

Figura 6.1. Genes implicados en la produccién de toxinas por C. difficile. (A)
Esquema del locus de patogenicidad (PalLoc) que contiene los genes de las toxinas
tcdA y tcdB (flechas negras), los genes reguladores tcdR y tcdC (flechas grises) y la
holina tcdE (flecha punteada). (B) Regién que codifica la transferasa, a la que se
denomina toxina binaria. Tomado de Rodriguez-Pardo et al. (2013).

Tanto TcdA como TcdB tienen una similitud de secuencia de aminoacidos del
63% siendo la toxina B, esencial para la virulencia (Lyras et al., 2009; Carter et
al., 2010; Di Bella et al., 2016). Ambas son citotoxinas que poseen actividad
glucosiltransferasa que causan la interrupcion de las fibras de actina del
citoesqueleto lo que se traduce en una disminucion de la resistencia
transepitelial, la acumulacion de liquido y la destruccidon del epitelio intestinal.
Su mecanismo de accion aun no esta del todo dilucidado. Las toxinas, tras
unirse a sus receptores, son introducidas en las células diana mediante
endocitosis. Dentro de los endosomas, en un ambiente acido, ocurre la
digestion proteolitica por la que la region N-terminal (con el dominio catalitico)
se separa del resto de la toxina y glucosila determinadas guanosin trifosfatasas
(GTPasas) como las proteinas Rho y Rac bloqueando su ruta de senalizacion.
Estas GTPasas se encargan, entre otras cosas, de la regulacion de
determinados procesos de sefalizacion que estan implicados en funciones
relacionadas con el mantenimiento de la barrera epitelial y las interacciones
intercelulares, como la formacion del citoesqueleto, ademas de intervenir en la
fagocitosis y la produccion de citokinas, etc. Como consecuencia de todo este
proceso, las células epiteliales se desestructuran separandose entre ellas e
incluso muriendo vy, por lo tanto, facilitando la migracién de neutrdfilos hacia el
intestino y contribuyendo a la respuesta inflamatoria tipica de la colitis (Voth y
Ballard, 2005; Rodriguez-Pardo et al., 2013).
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Adicionalmente, algunas cepas toxigénicas de C. difficile poseen la capacidad
de producir una tercera toxina, conocida como toxina binaria o Clostridium
difficile transferasa (CDT) codificada por dos genes separados cdtA y cdtB que
no se encuentran en el PalLoc (Figura 6.1.B). CdtB tiene una funcién de unién y
CdtA es un componente enzimatico (Rupnik et al., 2009). Se trata de una ADP-
ribosiltransferasa cuyo rol en la enfermedad no esta claro, sin embargo se
asocia con cuadros mas severos en humanos y mas frecuentemente en
animales (Stubbs et al., 2000). Otros factores de virulencia importantes que
contribuyen a la patogénesis de C. difficile incluyen adhesinas, fimbrias,
flagelos, capsula y proteinas de la capa superficial.

La diarrea es la manifestacion clinica mas frecuente en la ICD y estd mediada
por las toxinas A y B. El tipo de enfermedad y la gravedad de las ICD (Tabla
6.1) dependeran tanto de factores del microorganismo como del paciente,
principalmente de la virulencia de la cepa infectiva y de la respuesta inmune del
hospedador (Alcala et al., 2015).

Los brotes de ICD con mayor gravedad, alta tasa de recaida y mortalidad
significativa, se han relacionado con la aparicion de una nueva cepa de C.
difficile en América del Norte y Europa. Esta cepa emergente se denomina
BI/NAP1/027. Se cree que el aumento de virulencia de C. difficile tipo 027 esta
asociado con una deleccion de un par de bases en la posicion 117 del gen tcdC
que conduce a una produccion aumentada o prolongada de toxinas Ay By
posiblemente la produccion de la toxina binaria. Sin embargo, estos factores de
virulencia no son unicos para el tipo 027 y también estan presentes en otras
cepas de Clostridium toxigénicos (Kuijper et al., 2008).

Dado que C. difficle es capaz de producir esporas que persisten en el
ambiente durante largos periodos de tiempo y son resistentes a un gran
numero de desinfectantes, este patégeno es altamente transmisible,
especialmente a partir de las manos del personal sanitario (Alcala et al., 2015).
Una vez ingerida, la estructura de la espora la protege del pH acido del
estomago y de las enzimas digestivas, y al llegar al intestino se produce la
germinacion, principalmente en el ciego y el colon. La patogénesis involucra la
germinaciéon de las esporas en células vegetativas, la colonizacion dentro del
habitat intestinal (favorecida por la disbiosis producida por tratamientos
antimicrobianos) y la produccién de toxinas que conducen al dafio intestinal y la
inflamacion (Schenck et al., 2015).
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Tabla 6.1. Clasificacién de las ICD segun la gravedad de la enfermedad

Categoriade

Signos clinicos y

Factores de riesgo asociados

ICD laboratorio
Leve a moderada Diarrea sin signos Uso de antibidticos, hospitalizacion
sistémicos de infeccion, previa, prolongada estancia hospitalaria,

recuentos leucocitarios de
<15.000/l, creatinina
sérica <1,5 veces el nivel
basal.

uso de inhibidores de la bomba de
protones, quimioterapia, enfermedad
renal crénica, sonda alimentacion.

Grave Signos  sistémicos de Edad avanzada, infeccién por la cepa
infeccion y/o recuentos BI/NAP1/027 de C. difficile, del toxinotipo
leucocitarios de =15.000/pl Ill, tipo de campo pulsado de
o creatinina sérica 21,5 Norteamérica 1 (NAP1), grupo de
veces el nivel basal. andlisis de endonucleasa de restriccion

tipo Bl y ribotipo de PCR 027 (Tipo 027).

Grave Signos  sistémicos de Todos los anteriores mas cirugia

complicada infeccion incluyendo reciente, historia de enfermedad
hipotension, ileo o inflamatoria intestinal y tratamiento
megacolon. intravenoso con inmunoglobulinas.

Recurrente Recurrencia en las 8 Paciente =65 afos, uso concomitante de

semanas siguientes tras

haber completado el
tratamiento para ICD
correctamente.

antibidticos, presencia de comorbilidades
significativas, uso concomitante de
inhibidores de la bomba de protones,
mayor gravedad del episodio inicial, alta

carga de C. difficile en muestras de
heces.

Los principales factores de riesgo que se han asociado con las ICD son la
exposicion antibidtica (especialmente a clindamicina, cefalosporinas,
betalactamicos y fluoroquinolonas), la hospitalizacién prolongada, el ingreso en
una unidad de cuidados intensivos, la proximidad fisica de un individuo
infectado, la edad avanzada (mayores de 65 afios), la gravedad de otra
enfermedad subyacente, la inmunosupresion, una escasa respuesta inmune a
las toxinas de C. difficile, la realizacidon de procedimientos gastrointestinales no
quirargicos y, posiblemente, el uso de antiacidos. Aunque los pacientes
mayores hospitalizados y en tratamiento antibidtico son el principal grupo de
riesgo de esta infeccion, se ha observado un aumento de casos en poblaciones
especiales como pueden ser nifios, pacientes inmunodeprimidos o pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal. Por otro lado, cada vez se observan

mas casos de infecciones asociadas o adquiridas en la comunidad, de hecho,
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constituyen en torno a un 25% del total de casos de ICD y se dan en pacientes
que no presentan los factores de riesgo tradicionales sino que muchas veces
se trata de pacientes jovenes que no han tenido relacién con instituciones
sanitarias o tratamiento antibiético. Debe tenerse en consideracién que el 1-3%
de la poblacion son portadores sanos asi como alrededor de un 20% de los
pacientes hospitalizados (posiblemente con inmunidad natural) y que, en
consecuencia, no debe solicitarse el estudio de C. difficile en pacientes que no
presentan sintomatologia. Ademas, alrededor del 80% de los nifios menores de
un afo suelen ser portadores asintomaticos de este patdégeno, probablemente
por la falta de receptores para las toxinas en su intestino. En este sentido, debe
actuarse con precaucion a la hora de realizar el diagnéstico de ICD en nifios,
realizandose unicamente en aquellos que presenten diarrea clinicamente
significativa y descartando siempre otros posibles enteropatdogenos (Alcala et
al., 2015).

6.1.2. Diagnostico de la DACD

El diagndstico de la DACD se basa en una combinacién de criterios clinicos y
datos de laboratorio. Los datos clinicos incluyen: a) diarrea: 3 evacuaciones o
mas diarias durante mas de 24 h sin otra causa identificable; y b) la
identificacion de pseudomembranas en el colon mediante visidén directa por
colonoscopia. Entre los métodos de diagndstico en el laboratorio se mencionan:
cultivo microbioldgico, deteccion de la enzima glutamato deshidrogenasa,
deteccion de las toxinas A y B, ensayo de citotoxicidad, cultivo citotoxigénico y
diagnostico del gen de la toxina B.

6.1.2.1. Determinacion de la citotoxicidad

El método de referencia para el diagnéstico de DACD en el laboratorio son los
estudios de la citotoxicidad de las heces en cultivo celular. Esta prueba
consiste en inocular un filtrado de las heces en diferentes lineas celulares. Si
en las heces y por lo tanto en el filtrado hay toxinas (principalmente TcdB), a
las 48 o 72 h se observara un efecto citopatico en las células. Esta es una
técnica sensible aunque poco especifica, dado que la toxicidad también se
puede observar por otros factores no relacionados con las toxinas de C.
difficile. La especificidad del efecto citopatico se incrementa realizando una
neutralizacion con antitoxinas especificas. La prueba se considera positiva si se
observa efecto citopatico en el 50% o mas de las células a las 48 horas y
ademas, si el efecto es inhibido en los controles con antitoxina. Este método, si
bien es considerado como el de referencia, tiene menor sensibilidad que el
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aislamiento de C. difficile por cultivo, que sin embargo supone un retraso
considerable a la hora de obtener resultados (Rodriguez-Pardo et al., 2013;
Antonara y Leber, 2016).

Por ello, se emplean métodos alternativos como los métodos
inmunoenzimaticos (EIA) que evidencian la presencia de enzimas metabdlicas
y/o las toxinas A/B de C. difficile, asi como, métodos que detectan secuencias
nucleotidicas especificas de C. difficile y/o los genes que codifican sus toxinas
(Rodriguez-Pardo et al., 2013). La utilidad de las técnicas comunmente
empleadas para la deteccion de C. difficile se muestra en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2. Métodos de deteccién y diagndéstico de laboratorio de C. difficile.

Método diagndstico de laboratorio Utilidad

Cultivo microbiolégico
Deteccion de GDH
Ensayo de citotoxicidad
Deteccién de toxinas

Cultivo citotoxigénico Capacidad de C. difficile de producir
Deteccion del gen de la toxina B toxina

Presencia de C. difficile

Presencia de C. difficile toxigénico

6.1.2.2. Deteccion de las toxinas A y/o B

Las principales técnicas diagnosticas rapidas suelen incluir la deteccion de la
toxina B o la de su gen. Existen diversos ensayos comerciales para la
deteccidon inmunoldgica rapida de las toxinas A y B: éstas van desde técnicas
inmunocromatograficas basadas en flujo lateral, que no requieren ninguna
tecnologia especifica, hasta técnicas de inmunoensayo basadas en una lectura
final mediante espectrofotometria o quimioluminiscencia. La diversidad
genética entre diferentes aislados de C. difficile en los genes codificantes de las
toxinas puede afectar a la afinidad de los anticuerpos utilizados en los equipos
comerciales por las toxinas y por tanto a su sensibilidad. Aunque la
especificidad de esta técnica suele ser superior al 90% y en algunos caso se
acerca al 100%, su sensibilidad suele ser del 40-60% cuando se comparan con
el cultivo toxigénico, por lo que este método no puede ser utilizado de forma
aislada para el diagnoéstico de la ICD (Alcala et al., 2015).
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6.1.2.3. Deteccion de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH)

La GDH es una enzima de la pared celular de C. difficile que se produce en
mucha cantidad y posee mayor estabilidad que las toxinas Ay B. Es por ello
gue su sensibilidad alcanza valores cercanos al 90% cuando se compara con el
cultivo toxigénico y su valor predictivo negativo o VPN es del 95-100%. Es una
técnica poco especifica, dado que la GDH se encuentra tanto en cepas
toxigénicas como en cepas no toxigénicas, lo que hace que el valor predictivo
positivo sea relativamente bajo y que un resultado positivo deba confirmarse
por deteccion de las toxinas (Rodriguez-Pardo et al., 2013; Alcala et al., 2015).

6.1.2.4. Deteccion de los genes de las toxinas A y/o B

Estos métodos se basan en la amplificacién de los genes tcdA y tcdB mediante
PCR con posterior deteccién del producto amplificado o mediante PCR a
tiempo real mientras que otros se basan en amplificaciones isotérmicas. Son
pruebas muy sensibles y rapidas (entre 45 minutos y 3 horas) con lo que se
puede obtener el resultado en el mismo dia de la toma de la muestra. Un
inconveniente de estas técnicas es el coste econdémico y la deteccién de
portadores asintomaticos (Alcala et al., 2015).

6.1.2.5. Cultivo toxigénico

El cultivo toxigénico consiste en el cultivo de las muestras de heces en medios
selectivos, seguido de la deteccion de toxinas in vitro, con el fin de determinar
la toxigenicidad de las cepas aisladas preferiblemente por técnicas rapidas
inmunoenzimaticas o técnicas de amplificacion comerciales. EI cultivo
toxigénico es una técnica muy sensible y con una alta especificidad, sin
embargo es lenta (1-3 dias), laboriosa y requiere personal preparado. Por otro
lado, permite la deteccidn de cepas toxigénicas en aquellos casos en los que
éstas no se detectan mediante las técnicas rapidas realizadas directamente
sobre la muestra y que resultan menos sensibles.

6.1.7. Tratamiento

Los antibioticos de eleccion para el tratamiento de la DACD, dependiendo de la
gravedad del proceso, son metronidazol (diarrea leve a moderada) o
vancomicina por via oral (cuadros severos). Dos de los desafios mas dificiles
para el tratamiento de la ICD son los planteados por la recurrencia multiple y
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por la ICD complicada o severa. Los pacientes con recurrencias multiples
responden al tratamiento tipico con vancomicina o metronidazol, sin embargo,
los sintomas de diarrea se reanudan dias o semanas después de que el
tratamiento haya culminado. Entre el 20% y el 50% de estas recidivas son
causadas por nuevos microorganismos de C. difficile que indican una
reinfeccion en lugar de una recaida de la infeccion original (Rupnik et al., 2009).
Un analisis en Espafia publicado en el afio 2012, sefiala que el tratamiento con
metronidazol y vancomicina fracasa en el 22,4% y el 14,2% de los casos,
respectivamente, y que se produce recurrencia de la infeccién después del
tratamiento en el 27,1% vy el 24,0%, respectivamente (Asensio et al., 2013). No
se han ideado medios altamente eficaces para tratar estas recurrencias
multiples, y la mayoria se tratan con una disminucidon progresiva y una
dosificacion de pulso de vancomicina administrada cada dos o tres dias
mientras se recupera la microbiota normal (Rupnik et al., 2009).

Actualmente junto a la terapia antibidtica convencional, se emplea la bioterapia
en dos modalidades: reposicion de la microbiota normal con el trasplante de
microbiota fecal, en el caso de pacientes con recurrencias multiples vy, la terapia
con microorganismos probioticos (Schenck et al., 2015).

El trasplante fecal consiste en la administracion, por sonda nasogastrica o por
enema, de microorganismos intestinales de las heces de un individuo sano en
el tracto gastrointestinal de una persona con infeccion recurrente por C. difficile
(Rupnik et al., 2009).

Por su parte, el tratamiento con microorganismos probioticos busca estabilizar
la microbiota intestinal alterada por los efectos de los antibidticos y mantener la
resistencia a la colonizacion mediante la prevencién del asentamiento de C.
difficile o la uniéon de sus toxinas. La mayoria de los estos microorganismos
pertenecen a los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces y
Streptococcus y han demostrado ser utiles en la prevencion y el tratamiento de
la diarrea asociada a antibioticos y ocasionada por C. difficile (Plummer et al.,
2004).
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6.2. OBJETIVOS

En este capitulo se plantearon los siguientes objetivos:

1°. Evaluar la capacidad de Lactobacillus plantarum C4 para inactivar las
toxinas de un aislado clinico de Clostridium difficile.

2°. Determinar la actividad antimicrobiana de la cepa C4 en cocultivos con C.
difficile toxigénico.

6.3. MATERIALES Y METODOS

6.3.1.

6.3.2.

Instrumentacidon y equipos

Frascos Falcon de 75 cm? para cultivo celular.

Frascos shell vial

Microscopio 6ptico invertido (Olympus, Japén).

Sobres y jarra para incubacion en anaerobiosis (Anaerogen, Oxoid)

Membranas filtrantes de 0,22 ym (Millex® - GS, Merck Millipore Ltd.,
Irlanda)

Vortex, YellowLine TTS 2 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Alemania).
Incubador a 37°C y a 4°C (Memmert, Alemania).

Campana de flujo laminar (Telstar S.A., Espaia).

Micropipetas de 10-50 pl, 50-200 pl y 100-1000 pl (Boeco, Alemania).
Centrifuga para tubos de 15 mL (Memmert, Alemania).

Microscopio éptico invertido (Casa Alvarez S.A., Espafia).

Espectrometro de masas Malditof (Maldi Biotiper, Bruker).

Medios de cultivo, reactivos y soluciones

Agar y caldo Lactobacilli (DifcoTM, Becton, Dickinson and Company,
EstadosUnidos).

Agar cromogénico Clostridium difficile CDIFF (Biomérieux, Francia).

Agar LPSM: L. plantarum Selective Medium (Bujalance et al., 2006).
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- Placas de agar sangre (DifcoTM, Becton, Dickinson and Company,
EstadosUnidos).

- Caldo Tioglicolato con vitamina K y hemina (Becton, Dickinson and
Company, EstadosUnidos)

- Medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich Co., Estados
Unidos).

- Suero bovino fetal (Sigma-Aldrich Co., Estados Unidos).
- L-glutamina (Sigma-Aldrich Co., Estados Unidos).
- Solucién tripsina-EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich Co., Estados Unidos).

- Solucién de antibidtico y antimicético (vancomicina 50 mg/l, gentamicina
40 mg/l y anfotericina B 0,25 mg/l) (Sigma-Aldrich Co., Estados Unidos).

- Toxina B de Clostridium difficile (Sigma S.M.L., Estados Unidos).
- Soluciones de NaOH 1N y HCL 1N estériles.
- Colorante azul de metileno (Sigma-Aldrich Co., Estados Unidos).

- Azul Tripan (Sigma-Aldrich Co., Estados Unidos).

6.3.3. Aislado clinico de C. difficile toxigénico

Se selecciond un aislado clinico de C. difficile productor de toxinas y otro
aislado no productor de toxinas, como control negativo, ambos procedentes del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada. El aislamiento se hizo
a partir de muestras fecales (heces diarreicas) con peticion de toxina de C.
difficile. Cada aislado fue recuperado sembrandolo en medio cromogénico
Clostridium difficile (CDIFF) (Biomerieux) e incubandolo 37°C durante 48 horas
en atmosfera anaerdbica (Anaerogen, Oxoid). Tras la incubacion, se seleccioné
una colonia negra caracteristica de cada muestra y se subcultivd en agar
sangre en las mismas condiciones. Los aislados obtenidos en cultivo puro
fueron identificados mediante espectroscopia de masa Maldi-tof.

El algoritmo diagnéstico (Figura 6.2) utilizado actualmente en el Servicio de
Microbiologia para la deteccion de toxina de C. difficile emplea dos pasos en su
realizacion, siguiendo las recomendaciones de las Sociedad Espafola de
Microbiologia Clinica (SEIMC) en su Procedimiento en Microbiologia Clinica N°
53 (Alcala et al., 2015). Inicialmente se emplea un inmunoensayo cualitativo
que detecta la presencia de C. difficle en heces basado en una
inmunocromatografia capaz de detectar el antigeno glutamato deshidrogenasa
GDH (H&R® C. difficile GDH, Vegal Farmacéutica, Espana). Posteriormente,
las heces positivas para GDH se someten a otra inmunocromatografia que

82



6. INHIBICION DE C. DIFFICILE Y DE SUS TOXINAS POR C4

detecta la presencia de las toxinas A y B en heces frescas (Uni-GoldTM C.
difficile Toxin A/B, Trinity Biotech, Irlanda), que permite la diferenciacion de
muestras que contienen C. difficile toxigénico y no toxigénico. Las muestras
fecales negativas para toxina se confirman a través de una amplificacién
isotérmica de acidos nucleicos que detecta la presencia de C. difficile
toxigénico a través de la amplificacion del gen de la toxina B (tcdB) (Orion
GenRead® C. difficile, Orion Diagnostica Oly, Finlandia). Este método (SIBA®
Strand Invasion Based Amplification) se basa en la insercion, dependiente de
la recombinasa, de un oligonucledtido de invasion monocatenario en una region
complementaria del ADN diana duplex, que produce como resultado su
disociacion. Este evento de disociacion genera ADN de cadena sencilla, que a
su vez permite que los cebadores especificos se unan y extiendan la secuencia
diana mediante la accién de una ADN polimerasa (Hoser et al., 2014).
Adicionalmente, la presencia de toxinas en las heces se confirma a través de
un ensayo de citotoxicidad in vitro con células MRC-5, una linea celular diploide
no continua procedente de fibroblastos de pulmén de embrion humano, segun
el procedimiento establecido por el Servicio de Microbiologia del Hospital y que
se describe en el apartado 6.3.7.

Muestra de heces

Deteccion glutamato
deshidrogenasa (GDH)

\§ J
|
4 I N\ I
Positivo Negativo
Deteccion de C. difficile No se detecta C. difficile
\ J

( Deteccion de toxinas A/B )

. J/
|
1 1
1+ ( . N\
Positivo Negativo
C. difficile toxigénico
. J/

( Amplificacion del gen de )
la toxina B

Positivo Negativo
C. difficile toxigénico C. difficile no toxigénico

Figura 6.2. Algoritmo diagndéstico para la deteccion de toxina B de C. difficile del
Servicio de Microbiologia del Hospital Virgen de las Nieves de Granada.
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6.3.4. Obtencién de sobrenadantes de C. difficile

Los aislados de C. difficile (toxigénico y no toxigénico) se cultivaron en caldo
tioglicolato a 37°C durante 48 horas. Tras la incubacion, se centrifugaron a
4000 g durante 15 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se filtraron por
membrana de 0,22 umy se conservaron a 4°C hasta su uso.

6.3.5. Obtencién de sobrenadantes de C4

Los sobrenadantes de C4 fueron obtenidos a partir de un cultivo de 48 horas de
incubacion a 37°C en caldo MRS en condiciones anaerdbicas. Tras la
incubacion, se realizaron recuentos en agar MRS segun la metodologia
descrita en el apartado 5.3.6 y seguidamente se centrifugdé a 4000 X g durante
10 minutos. El sobrenadante obtenido fue filtrado y dividido en dos partes
iguales, una parte fue ajustada a pH 7,50 con NaOH 1N y la otra mitad se dejo
sin ajustar (pH 3,75). Ambos sobrenadantes se filtraron nuevamente por
membrana 0,22 umy se conservaron a 4°C hasta su uso.

6.3.6. Tratamiento del sobrenadante toxigénico de C. difficile con C4

Inicialmente, se incub6 el sobrenadante toxigénico de C. difficile con los
sobrenadantes de C4 (pH 3,75 y pH 7,50). Para ello, se mezclaron volumenes
iguales y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. De igual
forma, se incubd el sobrenadante no toxigénico con los sobrenadantes de C4.
Tras la incubacion, las mezclas se ajustaron a pH 7,5 con NaOH 1N, se filtraron
con membrana de 0,22 um y se evalud el efecto citopatico sobre monocapas
de células Vero siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 6.3.7. Como
control, se examin6 el efecto citopatico de los sobrenadantes de C. difficile
(toxigénico y no toxigénico) sin incubar con los sobrenadantes de C4; de los
sobrenadantes de C4 (pH 3,75 y pH 7,50); del caldo tioglicolato y del caldo
MRS. En estos controles, tanto los sobrenadantes de C. difficile como de C4
fueron diluidos a la mitad con medio de cultivo para reproducir las mismas
condiciones de los sobrenadantes tratados. El sobrenadante de C4 a pH 3,75
fue ajustado previamente a pH 7,50 antes de inocular las células.
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6.3.7. Determinacién de la citotoxicidad

La citotoxicidad de los sobrenadantes tratados y sin tratar de C. difficile fue
evaluada de acuerdo con el protocolo de determinacion de citotoxicidad del
Servicio de Microbiologia del Hospital Virgen de las Nieves, si bien en lugar de
utilizar células MRC-5 se emplearon células Vero, una linea celular
heteroploide continua proveniente de células de rindbn de mono verde Africano.
Esta linea celular también es sensible a la toxina B de C. difficile (Carter et al.,
2010) y a la toxina binaria (Perelle et al., 1997).

6.3.7.1. Mantenimiento del cultivo celular

Para su mantenimiento, crecimiento y proliferacion, las células se cultivaron en
frascos Falcon de poliestireno de 75 cm?® de superficie conteniendo medio de
cultivo MEM (Minimum Essential Medium Eagle) con tampén HEPES vy
suplementado segun la Tabla 6.3.

Tabla 6.3. Suplemento del medio MEM

Componentes Concentracién
Mezcla antibiética-antimicética 1%

Suero bovino fetal 10%
L-glutamina 0,3 g/l

Las células fueron incubadas en este medio a 37°C. El medio de cultivo se
cambié cada 2-3 dias hasta que las células alcanzaron una confluencia
aproximada del 70%. A partir de este momento, se procedié al proceso de
tripsinizacion con la finalidad de despegar y separar las células del frasco para
su recuento y/o siembra en frascos con medio de cultivo nuevo. Para ello, se
desechd el medio de cultivo y las células fueron lavadas tres veces con 5 ml de
solucion de Tripsina-EDTA en cada lavado. Se descartd toda la tripsina y se
incubo, tras afadir 5 ml de la solucioén de tripsina, a 37°C durante 5 minutos o
hasta observar el desprendimiento de la monocapa. Seguidamente se adiciond
10 ml de medio de cultivo para detener la tripsinizacion y con la ayuda de una
pipeta se homogenizé completamente la suspension. Se adicionaron 20 ml de
medio de cultivo y se repartieron las células en tres nuevos frascos a razén de
10 ml/frasco los cuales se completaron posteriormente hasta 30 ml con medio
de cultivo nuevo, tras ello los frascos fueron incubados en las condiciones
descritas arriba para su crecimiento y proliferacion.
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6.3.7.2. Recuento celular

Para conocer el numero de células presentes en las suspensiones
homogenizadas, se utilizd6 el método de tincion con colorante azul de tripan y
recuento en camara de Neubauer. Se prepararon diluciones 1:2 y 1:10 en
solucion de azul de tripan (1:10) y se depositaron en camaras de Neubauer
(Figura 6.3) para realizar el recuento en los cuatro cuadrantes de la camara.

Cuadrante

1 mm

Figura 6.3. Esquema de un cuadrante en la camara de Neubauer.

El area de un cuadrante es 1 mm? y la altura entre la camara y el cubreobjetos
es 0,1 mm, de manera que se conto el numero de células en un volumen de 0,1
mm3. Para determinar la densidad celular (n° de células/ml) se contaron las
células en los cuadrantes y se calculé el contenido medio de células por
cuadrante, éste se multiplicé por 10.000 y por el factor de dilucién (2 6 10) y se
calculé el volumen de medio de cultivo a adicionar al frasco para obtener una
suspension de 150.000 células/ml. Las células no viables son capaces de
captar el colorante azul tripan, mientras que las células vivas no se tifien,
debido a que mantienen la integridad de su membrana. Este método nos
permitié preparar y ajustar suspensiones celulares a la densidad requerida para
cada ensayo y nos mostré que la viabilidad de las suspensiones celulares
utilizadas nunca fue inferior al 85%.

6.3.8. Ensayo de citotoxicidad in vitro

Para los ensayos de citotoxicidad in vitro, la suspensiéon celular fue ajustada
utilizando medio MEM (SBF 1%) que permitiera el mantenimiento pero no la
proliferacion en exceso de las células y se distribuyé 1 ml en viales (shell vial).
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Un “shell vial” es un frasco cilindrico de poliestireno que lleva en el fondo un
cubreobjeto de vidrio estéril que cubre toda la base y es donde se adhieren las
células en monocapa. Los viales se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Transcurrida la incubacion, se comprobd la integridad de las monocapas sobre
el cubreobjeto de vidrio, se renovo el medio de cultivo y se inoculé con 200 pl
de los sobrenadantes de C. difficile tratados y sin tratar con sobrenadantes de
C4.

Las células se incubaron nuevamente a 37°C durante 24 horas y se tifieron con
azul de metileno durante 2 minutos para lo cual se fijaron previamente con
metanol durante 2 minutos. Se examinaron las monocapas en microscopio
invertido (4X y 10X) para determinar el efecto citopatico, caracterizado por la
presencia de células redondas y refringentes en mas del 50% de la monocapa
asi como pérdida de la integridad de la misma.

Como control negativo, se emplearon monocapas con medio nuevo sin
inocular. Todos los ensayos y sus controles se realizaron por triplicado.

6.3.9. Cocultivo de L. plantarum C4 vy C. difficile

Con la finalidad de conocer si C4 ejerce un efecto antagdnico sobre el
crecimiento de C. difficile, se prepararon cocultivos en caldo tioglicolato a partir
de suspensiones estandarizadas de ambos microorganismos. Para ello, se
afadid 100 ul de cada suspension sobre 10 ml de caldo y se incub6 a 37°C
durante 48 horas. Posteriormente se realizaron recuentos en agar LPSM en
aerobiosis y agar CDIFF en anaerobiosis para C4 vy C. difficile,
respectivamente. Es importante resaltar que previamente, se comprobd que en
estos medios y bajo dichas condiciones se podia recuperar C4 en LPSM sin
interferencia de C. difficile y viceversa, recuperar C. difficile en CDIFF sin
interferencia de C4. Como control, se evalud el crecimiento de los cultivos
puros y se compararon con los recuentos obtenidos en los cocultivos.

87



6. INHIBICION DE C. DIFFICILE Y DE SUS TOXINAS POR C4

6.4. RESULTADOS Y DISCUSION

6.4.1. Neutralizacion del sobrenadante toxigénico de C. difficile

La Figura 6.4 muestra los resultados obtenidos tras la incubacion del
sobrenadante toxigénico de C. difficile con los sobrenadantes de C4 y sus
controles. Se comprobo el efecto citotoxico del sobrenadante toxigénico de C.
difficile sobre las células (A) y la ausencia de efecto del sobrenadante no
toxigénico (B); ademas se puso de manifiesto que ni los sobrenadantes de C4
ni los medios de cultivos producen efecto citotdxico sobre las células per se
(imagenes no mostradas).

Por su parte, el sobrenadante toxigénico de C. difficile incubado con el
sobrenadante de C4 a pH 3,75 no mostré efecto citotoxico sobre las células
(C). Sin embargo, observamos efecto citotdéxico cuando se incub6é con el
sobrenadante de C4 ajustado a pH 7,5 (D).

Figura 6.4. Monocapas de células Vero incubadas con sobrenadantes de C.
difficile y sobrenadantes de C4 tefiidas con azul de metileno (Ver el texto para los
tratamientos correspondientes a las letras).

Esta actividad anticitotoxica coincide con la encontrada por Auclair et al. (2015),
en un diseio experimental muy parecido al nuestro. Los sobrenadantes de
varias especie de lactobacilos, entre ellas L. acidophilus CL1285, L. casei
LBC80R y L. rhamnosus CLR2, protegieron a los enterocitos (células Caco) de
los efectos citotéxicos de los sobrenadantes de C. difficile cuando fueron
previamente tratados con sobrenadantes de las cepas de lactobacilos. Sin
embargo no todas las cepas de lactobacilos evaluadas mostraron este efecto
protector, confirmando que este efecto es especifico de cepas.
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Para conocer si el pH esta relacionado con la neutralizacién de las toxinas de
C. difficile, se realizaron varios experimentos. Se incubaron 2 ml de
sobrenadante toxigénico de C. difficile con: a) 2 ml de caldo MRS cuyo pH
habia sido ajustado entre 3,6 y 3,7 con 200 ul de acido lactico concentrado
(98%); b) con 2 ml de caldo tioglicolato ajustado a pH entre los mismos
margenes citados, con 1000 pl de HCI 1N; y ¢) con 2 ml de caldo tioglicolato
ajustado a pH 7,1 con 100 pyl de NaOH 1N. Las incubaciones se realizaron
durante 2 horas a 37°C y finalmente se ajusté nuevamente el pH a 7,1 + 0,05
para inocularlo sobre monocapas de células Vero y evaluar su citotoxicidad. Se
detectd efecto citopatico solo en el sobrenadante de C. difficile incubado con
caldo MRS a pH 7,5. Por tanto, el pH acido es el responsable de la inactivaciéon
de la toxicidad de los sobrenadantes, y la naturaleza del acido no es un factor
determinante. Otros autores han descrito la produccién, por ciertas cepas de
lactobacilos, de componentes bioactivos capaces de neutralizar la toxicidad de
sobrenadantes de C. difficile (Banerjee et al., 2009); y Auclair et al. (2015)
encontraron que ciertas cepas de lactobacilos son capaces de inhibir la
toxicidad de los sobrenadantes de cultivos de C. difficile mediante la produccion
de acidos organicos, y que en concreto el acido lactico a pH < 4,2 elimina la
actividad citotéxica. Aunque en el citado trabajo no se establece con claridad si
la naturaleza del acido juega algun papel, lo cierto es que la neutralizacion de
los sobrenadantes acidos de los cultivos de lactobacilos abolié la actividad
antitoxica de los mismos (Auclair et al., 2015), lo que resalta el papel del pH,
pero no concuerda con nuestros resultados, ya que una vez incubados los
sobrenadantes de C. difficile a pH acido, la posterior neutralizacion no restauré
la toxicidad. Cabe resaltar que en nuestro estudio la inactivacion por pH acido,
ademas de ser irreversible, afectd a todas las posibles toxinas presentes en los
sobrenadantes de C. difficile (las toxinas A, B y binaria son todas ellas capaces
de causar citotoxicidad en células Vero).

6.4.2. Inhibiciébn del crecimiento de C. difficile en cocultivo con L.
plantarum C4

Se evaluo el efecto antagénico de la cepa C4 frente a C. difficile en caldo
tioglicolato y en condiciones anaerdbicas. Tras 48 horas de incubacion se
realizaron los recuentos de bacterias viables y las medidas de pH, que se
muestran en la Tabla 6.4.
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Tabla 6.4. Antibiosis de L. plantarum C4 sobre C. difficile en medio liquido

Recuentos (y pH) en el tiempo que se indica

Bacteria Oh 48 h
Cultivo individual Cocultivo

Ensayo 1

C. difficile toxigénico 1,3 x 10° 1,3 x 10’ (5,33) < 10% (4,08)
C. difficile no toxigénico 9 x 10? 2,8 x 10° (5,30) <107 (4,09)
Ensayo 2

C. difficile toxigénico 2,1x10° 1,3x 107 (5,31) 5x 10° (4,13)
C. difficile no toxigénico 3,5 x 10° 1,5 x 10° (5,35) 3 x 10° (4,35)

Los recuentos se expresan como UFC por ml; los valores de C4 en el ensayo 1 fueron
3,6 x 10 (inicial), 4,9 x 107 (48 h individual), 6,6 x 107 (48 h cocultivo con la cepa
toxigénica) y 4,8 x 107 (48 h cocultivo con la cepa no toxigénica); y en el ensayo 2
fueron 6,5 x 10* (inicial), 1,0 x 108 (48 h individual), 1,5 x 108 (48 h cocultivo con la
cepa toxigénica) y 1,4 x 108 (48 h cocultivo con la cepa no toxigénica).

Se observa que C4 ejercié un marcado efecto inhibidor del crecimiento de C.
difficile, tanto sobre la cepa toxigénica como sobre la no toxigénica. La
inhibicion fue mas efectiva cuando las concentraciones iniciales de los
clostridios fueron bajas (< 103), en cuyo caso la recuperacién de viables tras 48
h de incubacién fue menor incluso que el nivel inicial. Naaber et al. (2004) han
encontrado que cepas de diversas especies de lactobacilos (incluyendo L.
plantarum) ejercen antibiosis sobre C. difficile, y que este efecto esta mediado
por la produccién de H2O y de &cido lactico. Nuestras medidas de pH sugieren
que la antibiosis por C4 pueda estar mediada por la acidificaciéon del medio,
que en tal caso tendria un doble efecto: neutralizar la toxicidad e impedir la
proliferacion de C. difficile; pero se precisan investigaciones adicionales para
contrastar esta hipétesis.

Los probidticos pueden ejercer proteccion frente a las patologias causadas por
C. difficile a través de tres mecanismos: neutralizacion o inactivacion de la
toxina, represion de la formacion de la toxina e inhibicidn del crecimiento de la
bacteria toxigénica (Valdés-Varela et al., 2016). El presente estudio demuestra
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que la cepa C4 es capaz de promover la inactivacion de la actividad téxica
presente en sobrenadantes de C. difficile y de inhibir el crecimiento de esta
bacteria, sin que se haya examinado el mecanismo restante (represion de los
genes responsables de la produccién de toxinas); y sienta las bases para
futuros estudios encaminados a investigar si estos efectos inhibidores son
efectivos en las condiciones del habitat intestinal.

6.5. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este capitulo sugieren las siguientes
conclusiones:

12. La produccion de acidos por Lactobacillus plantarum C4 inactiva la toxicidad
de los sobrenadantes de Clostridium difficile toxigénico, siendo el factor
determinante de esta inactivacién el pH y no la naturaleza de los acidos.

22 La cepa C4 de Lactobacillus plantarum ejerce antibiosis in vitro sobre
Clostridium difficile, sin que la presencia o ausencia de los genes responsables
de la toxigenicidad influya en este efecto.

91



7. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMUTAGENICA

DE Lactobacillus plantarum C4



7. ACTIVIDAD ANTIMUTAGENICA DE C4

7.1. INTRODUCCION

El cancer de colon es la segunda causa de muerte por cancer en los paises
desarrollados. Representa casi el 10% de todos los canceres. Su frecuencia
relativa se ha ido incrementando en los ultimos afios. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), para el afio 2015 el cancer colorrectal se ubico en
la posicién 18 entre las 20 principales causas de muerte a nivel mundial. Sin
embargo, en el afio 2000 no aparecia en dicha lista. En Europa y para ambos
sexos en su conjunto, ocupa la tercera posicion después de la prostata y el de
mama, mientras que en Espafia se ubica en primera posicién (Galceran et al.,
2017).

Segun los datos publicados por la Red Espafiola de Registros de Cancer
(REDECAN) en el informe anual del afio 2017 de la Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica (SEOM), el numero total de nuevos casos de cancer en
Espafa en 2015 fue de 247.771 (148.827 en varones y 98.944 en mujeres)
siendo el cancer colorrectal el tipo de cancer mas frecuentemente
diagnosticado (41.441 casos). Comparando con otros paises en Europa, la
incidencia de éste cancer en Espafa ocupa una posicion intermedia y es
ligeramente mas frecuente en hombres tanto en el mundo, como en Europa y
en Espafa (Ferlay et al., 2013).

El desarrollo del cancer de colon es un proceso de multiples etapas que se
produce por la acumulacion de mutaciones en ciertos protooncogenes y genes
supresores de tumores (Wollowski et al., 2001). El dafio en el ADN es un
componente esencial para su génesis. Se sabe que los productos microbianos
del intestino y los componentes de los alimentos son los principales
responsables del dafio que inicia la progresion de la enfermedad (Gratz et al.,
2011).

Las microbiota intestinal puede producir, a partir de componentes de la dieta,
sustancias con actividad genotdxica, carcinogénica y promotora de tumores
(Burns y Rowland, 2004). Esto lo hacen produciendo directamente metabolitos
genotoxicos o indirectamente, por activacion metabdlica de precarcinégenos
ingeridos e induccion de reacciones inflamatorias en las que se producen
radicales oxidantes genotdxicos. Entre las especies de las que se sospecha
que pueden jugar un papel en la carcinogénesis colorrectal figuran
Streptococcus bovis, Helicobacter pylori, Bacteroides fragilis, Enterococcus
faecalis, Clostridium septicum, Fusobacterium spp. y Escherichia coli (Gagniére
et al., 2016). A modo de ejemplo, se encontré que B. fragilis alcanzé niveles
mayores en el colon de pacientes con cancer colorrectal al compararlos con
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sujetos sanos. Existen varios mecanismos posibles por los cuales B. fragilis
puede contribuir a la carcinogénesis del colon, entre ellos la accion combinada
de la enterotoxina producida por la bacteria y la reaccion inflamatoria a través
de la via dependiente de células T “helper” 17 (Tu 17) desencadenada por
dicha toxina (Thiele et al., 2017). Ademas, B. fragilis estd implicado con la
generacion de aminas heterociclicas, mutagenos generados durante la coccion
de la carne a altas temperaturas (Culpepper y Mai 2013). Por ello, durante los
ultimos anos ha habido un gran interés en los agentes dietéticos que pueden
modificar la microbiota intestinal y que por lo tanto podrian modular el riesgo de
cancer.

Por su parte, los factores nutricionales exégenos modulan el contenido fecal, lo
que conduce a una mayor o menor carga de factores toxicos y cancerigenos
(ORwald et al., 2000). Se ha relacionado con el cancer de colon, el consumo de
carnes rojas entre ellas los embutidos, asi como alimentos ricos en proteinas
quemadas (Nader et al., 1981; Gill y Rowland, 2002) mientras que las dietas
ricas en vegetales, frutas y fibra dietética confieren un efecto protector
reduciendo su riesgo (AICR/WCRF Informe del Fondo Mundial para la
Investigacion del Cancer/Instituto Americano para la Investigacion del Cancer,
2007; Huxley et al., 2013).

Se han identificado 5 grandes grupos de carcinégenos en la dieta y en las
heces entre los que se incluyen: hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH),
aminas heterociclicas (HCA), compuestos N-nitrosos (NOC), fecapentaenos y
esteroides fecales: acidos biliares, esteroides neutros y acidos grasos de
cadena larga (Gratz et al., 2011). Tanto las HCA como los PAH y los nitritos y
los nitratos, son mutagenos conocidos relacionados con la carne roja (Miller et
al., 2013).

El agua fecal o papilla fecal es la fraccién soluble en agua obtenida como
sobrenadante tras la centrifugacion a alta velocidad de las heces totales y
refleja el contenido luminal tanto de factores de riesgo como de factores
protectores de enfermedades gastrointestinales y cancer de colon (DeKoky van
Maanen, 2000). La citotoxicidad y/o genotoxicidad de las papillas fecales es un
biomarcador util en el estudio del impacto de los factores ambientales sobre la
exposicion del intestino a los carcinégenos y la modificacion de esta exposicion
por los habitos alimentarios (Mai et al., 2009). Se ha demostrado que la
genotoxicidad de las papillas fecales esta relacionada con la carcinogénesis del
colon en animales (Klinder et al., 2004). En estudios con humanos, se ha
encontrado mayor genotoxicidad en las papillas fecales tras una dieta rica en
carne en comparaciéon con una dieta enriquecida en fibra (Rieger et al., 1999).
Ademas, se ha encontrado relacion entre los habitos alimenticios donde se
incluye el aumento en la ingesta de HCA con el cancer de colon debido a las

modificaciones en la composicidén de la microbiota intestinal (Mai et al., 2009).
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Diversas especies de bacterias acido-lacticas pueden inhibir la genotoxicidad
de carcindgenos alimentarios. La suplementacién con bacterias probidticas
ejerce efectos protectores contra un amplio rango de eventos tales como:
induccion del dafio al ADN en la mucosa del colon de ratas, incidencia de
tumores en modelos animales y alteracion de las actividades enzimaticas
bacterianas reduciendo asi los niveles de enzimas involucradas en la formacion
de carcindégenos (Burns y Rowland, 2004). La ingesta oral de yogures
suplementados con bacterias probidticas disminuyé significativamente la
genotoxicidad de aguas fecales en comparacién con la ingesta de yogur sin
suplementacién (Oberreuther-Moschner et al., 2004).

La genotoxicidad de las papillas fecales puede ser evaluada por diversas
técnicas. Los ensayos de mutacion bacteriana se usan ampliamente para
detectar agentes que danan el ADN (genotoxinas) y entre ellos se encuentra la
prueba de Ames o prueba de mutacion reversa (Ames et al.,, 1975). Esta
prueba emplea una o varias cepas de Salmonella enterica serovar
Typhimurium (en adelante, S. typhimurium) construidas por ingenieria genética,
capaces de detectar compuestos que causan mutaciones génicas por
dislocamiento del cuadro de lectura (frame shift) o por sustitucién de pares de
bases del ADN. Estas cepas poseen mutaciones en el operon que codifica para
la biosintesis del aminoacido histidina, que las hacen incapaces para sintetizar
dicho aminoacido (His’). Esas mutaciones actuan como puntos calientes para
mutagenos que causan dafo al ADN por diferentes mecanismos. Cuando estas
bacterias auxotroficas se siembran en un medio minimo con trazas del
aminoacido histidina, soélo creceran aquellas bacterias que reviertan a la
prototrofia (His*) o revertantes espontaneas. La pequena cantidad de histidina
permite que las bacterias sufran algunas divisiones celulares; en muchos
casos, este crecimiento es esencial para que ocurra la mutagénesis. Sin
embargo, en presencia de una sustancia capaz de inducir mutaciones, el
numero de revertantes se incrementa, por lo general, en relacion con la dosis.
Las nuevas mutaciones en el sitio de las mutaciones preexistentes, o cercanas
en los genes, pueden restaurar la funcién del gen y permitir que las células
sinteticen histidina y por lo tanto, seran capaces de crecer en ausencia de este
aminoacido (Mortelmans y Zeiger, 2000; Gatehouse, 2012).

Ames et al. (1975) observaron que muchos carcindégenos o sus metabolitos son
grandes moléculas frecuentemente incapaces de atravesar la pared celular de
la bacteria. El lipopolisacarido de la pared de las cepas salvajes actuaba como
barrera frente a moléculas hidrofébicas voluminosas. Por consiguiente,
introdujeron la mutacion rfa dentro de las cepas lo que llevd a la formacién de
un polisacarido defectuoso con incremento en su permeabilidad. Esto hizo a las
bacterias mas sensibles a la mutacidon por agentes quimicos (Gatehouse,
2012). Ademas de la mutacion rfa, las cepas poseen el plasmido pKM101 que
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aumenta la mutagénesis quimica y la inducida por luz ultravioleta (UV) a través
de un incremento en el sistema de reparacion de ADN propenso a errores. El
plasmido confiere, ademas, resistencia a ampicilina, un marcador conveniente
para detectar la presencia del plasmido (Mortelmans y Zeiger, 2000). Entre las
cepas mas comunmente utilizadas se encuentran las cepas TA98 y TA100. Sus
caracteristicas genotipicas se describen en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Caracteristicas genotipicas de las cepas TA98 y TA100.

S. typhimurium  Mutacién histidina Genotipo completo Reversién

TA98 hisD3052 rfa Dgal chID bio uvrB Sustitucion de
(PKM101) pares de bases.

TA100 hisG46 rfa Dgal chID bio uvrB Dislocamiento del
(PKM101) cuadro de lectura

(frameshift).

El test de mutagenicidad de Ames fue disefiado especificamente para detectar
mutagénesis inducida quimicamente. A lo largo de los afos, su valor como tal
ha sido reconocido por la comunidad cientifica y por agencias gubernamentales
y corporaciones. La prueba se utiliza en todo el mundo como un ensayo inicial
para determinar el potencial mutagénico de nuevos productos quimicos y
farmacos. También se han desarrollado directrices internacionales, por
ejemplo, la Organizacion Internacional para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OCDE) y la Comision Internacional de Armonizacién (ICH), para
que las empresas y los laboratorios de pruebas puedan garantizar la
uniformidad de los procedimientos de prueba antes de la presentacién de datos
a las agencias reguladoras. La guia de la OCDE establece las pruebas para la
evaluacion de productos quimicos y es uno de los ensayos in Vvitro
recomendados para la evaluacién reguladora de genotoxinas en productos
farmacéuticos, quimicos, pesticidas y cosméticos.

La prueba de Ames puede llevarse a cabo a través del método tradicional de
incorporacion en placa o a través de un método modificado que utiliza placas
de 96 pocillos denominado “Método de Fluctuacion”. En el método tradicional,
las bacterias auxotrofas son tratadas con el material de ensayo (muestra a
evaluar) en un intervalo de dosis inmediatamente por debajo de la
concentracion que muestra una toxicidad significativa a las bacterias y luego se
siembran en una placa con agar deficiente en histidina. Las cepas de
Salmonella original/mutada (dependiente de la histidina) no pueden formar
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colonias visibles bajo tales condiciones de crecimiento, a menos que
experimenten una segunda mutacidén y vuelvan a ser independientes de la
histidina. Después del tratamiento del material de ensayo, el numero de
colonias reversibles por placa de agar podria utilizarse como un indicador de la
potencia mutagénica del material de ensayo. Por otra parte, en el método de
fluctuacion, cada pocillo de la placa es considerado una colonia. Si la colonia
revierte a la prototrofia significa que se ha producido una mutacion inversa, por
lo tanto, las bacterias de la colonia tendran la capacidad de sintetizar histidina y
seguiran creciendo. Este fendbmeno es evidenciado por un cambio de color al
cambiar el pH del medio en presencia del indicador. Al igual que el método
tradicional, esta técnica compara los resultados con la tasa de reversién
espontanea o background dentro del ensayo (Mortelmans y Zeiger, 2000).

El interés de mantener poblaciones intestinales de bacterias capaces de limitar
la presencia de carcindgenos en la luz intestinal nos ha llevado a estudiar esta
actividad en la cepa de L. plantarum objeto de nuestro trabajo.
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7.2. OBJETIVOS

Evaluar la capacidad de L. plantarum C4 para reducir la actividad mutagénica
de papillas fecales y agentes mutagénicos.

7.3. MATERIALES Y METODOS

7.3.1. Instrumentacion y equipos
- Placas estériles de 96 pocillos, tubos de 50 ml y bolsas de plastico zip-
lock (incluidos en el kit Muta-ChromoPlate ™)

- Sobres y jarra para incubacion en anaerobiosis (Anaerogen, Oxoid)

- Membranas filtrantes 0,45 umy 0,22 um (Millex® - GS, Merck Millipore
Ltd., Irlanda)

- Vortex, YellowLine TTS 2 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Alemania).
- Incubador 37°C (Memmert, Alemania)

- Campana de flujo laminar (Telstar S.A., Espana).

- Micropipeta multicanal de 8 canales Multimate (High TechLab, Polonia).
- Micropipetas de 10-50 pl, 50-200 ul y 100-1000 pl (Boeco, Alemania).
- Microcentrifuga Mikro 120 (Hettich, Alemania).

- Centrifuga para placa de 96 pocillos (Memmert, Alemania).

7.3.2. Reactivos, disoluciones y medios de cultivo

- Agar Lactobacilli (MRS), DifcoTM, Becton, Dickinson and Company
(Sparks, EstadosUnidos).

- Tabletas para preparar Buffer Fosfato Salino (PBS), Sigma Chemical Co.
(St. Louis, Estados Unidos), Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim,
Alemania).

- Kit de deteccién de Mutagenicidad Muta-ChromoPlate™. Environmental
Bio-Detection Products Inc (EBPI). Ontario-Canada. El kit se compone
de los siguientes reactivos, cepas y sustancias mutagénicas (Tabla 7.2).
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Tabla 7.2. Componentes del kit Muta-ChromoPlate™.

Reactivos A: Sales de Davis-Mingiolis

B: D-glucosa

C: Purpura de bromocresol
D: D-biotina

E: L-Histidina

F: Agua destilada

G: Medio de crecimiento

Cepas bacterianas Salmonella typhimurium TA 100
liofilizadas Salmonella typhimurium TA 98

Sustancias mutagénicas Azida de sodio (NaNs) 0,5 pg/100ml

(controles positivos) 2-Nitrofluoreno (2NF) 30 pg/100mi

Las cepas de Salmonella utilizadas responden a un agente mutageno
determinado (control positivo). En el caso de la cepa TA98 frente a 2-
nitrofluoreno (2NF) y en el caso de la cepa TA100 frente a azida de sodio
(NaNs).

7.3.3. Muestras

Se emplearon muestras fecales provenientes de 3 voluntarios sanos, con
edades comprendidas entre 20 y 25 afos, sin antecedentes de enfermedad
gastrointestinal y que no habian recibido terapia antibiética ni ingerido
productos conteniendo microorganismos probioticos durante los tres ultimos
meses.

7.3.4. Preparacion del filtrado fecal

Se prepard por homogenizacion completa de las muestras fecales en PBS
estéril (1:4) durante 10 minutos y se centrifugd a 10.000 g durante 20 minutos.
El sobrenadante obtenido se filtré a través de membranas 0,45 ymy 0,22 ymy
se conservo a 4°C hasta su uso.
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7.3.5. Tratamiento del filtrado fecal

El filtrado fecal fue dividido en dos partes iguales, una de las partes fue tratada
con L. plantarum C4 y la otra mitad se dejo sin tratar. Para este tratamiento, se
preparé una suspension de la cepa C4 en PBS estéril ajustada por turbidez
equivalente al 0,5 de la escala de MacFarland a la que posteriormente se le
realizé6 un recuento en agar MRS. El recuento fue realizado segun la
metodologia descrita en el apartado 5.3.6. El numero de bacterias viables de L.
plantarum C4 en la papilla fecal fue de 1,3 x 108 bacterias/ml.

Simultdaneamente se trataron con C4 dos soluciones mutagénicas: Azida de
sodio (1,25 ug/ul) y 2-Nitrofluoreno (75 ug/ul) en agua estéril. La concentracién
de las sustancias mutagénicas fue la misma que la establecida en los controles
de mutagenicidad del kit. El filtrado fecal tratado, el filtrado fecal sin tratar asi
como las soluciones mutagénicas tratadas, se incubaron a 37°C en condiciones
de anaerobiosis durante 48 horas.

Tras la incubacion, se realizaron recuentos en agar MRS y seguidamente los
tubos se centrifugaron a 4000 g durante 10 minutos. Los sobrenadantes
obtenidos se filtraron por membrana 0,22 pym para asegurar la completa
eliminacion de C4.

7.3.6. Ensayo de mutagénesis o reversion de las bacterias auxotrofas

Previo al ensayo, se rehidrataron las bacterias auxotrofas liofilizadas (TA98 y
TA100) en medio de crecimiento (G) y se incubaron a 37 °C durante 24 horas
y, se preparo la “mezcla de reaccion” segun las instrucciones del kit (Tabla 7.3.)

Tabla 7.3. Componentes de la mezcla de reaccién.

Componentes Volumen
Sales de Davis-Mingioli, 43,24 ml
D-glucosa 9,5 ml
Purpura de bromocresol 476 ml
D-biotina 2,38 ml
L-histidina 0,12 ml

Para el ensayo, se dispens6 asépticamente 2,5 ml de “mezcla de reaccion”
sobre 17,5 ml de las papillas fecales tratadas y no tratadas con C4 y los
controles (Tabla 7.4.). Los controles fueron los siguientes: controles positivos
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de mutagenicidad para TA98 y TA100 (soluciones mutagénicas y mezcla de
reaccion), controles negativos o controles de mutacion espontanea para TA98 y
TA100 (agua estéril y mezcla de reaccion) y el control de esterilidad del ensayo
(agua estéril y mezcla de reaccion, sin auxotrofas). Finalmente se adicion6 5 i
de las bacterias auxotrofas segun la siguiente tabla:

Tabla 7.4. Filtrados fecales tratados y no tratados con C4 y controles.

S. typhimurium

Filtrado fecal tratado con C4 TA98
Filtrado fecal no tratado TA98
Filtrado fecal tratada con C4 TA100
Filtrado fecal no tratado TA100
Solucién de 2NF tratada con C4 TA98
Solucion de NaNs tratada con C4 TA100
Control positivo de mutagenicidad de TA98 TA98
Solucion acuosa de 2NF (2-nitrofluoreno) 75 ug/ul

Control positivo de mutagenicidad de TA100 TA100
Solucién acuosa de NaN3 (Azida de sodio) 1,25 pg/ul

Control de mutagenicidad espontanea de TA98 TA98
Control de mutagenicidad espontanea de TA100 TA100
Control negativo de esterilidad Sin auxotrofas

Cada una de estas mezclas se distribuyd en placas estériles de 96 pocillos
dispensando 200 ul por pocillo y se incubaron a 37°C durante 5 dias en bolsas
ziploc.

7.3.7. Ensayo de deteccidn de bacterias prototrofas

La metodologia descrita hasta aqui se corresponde con la propuesta por el
fabricante del kit Muta-ChromoPlate™ de EBPI. Las interferencias de los
filtrados de papillas fecales con la lectura de las placas (ver apartado 7.4.1)
obligé a modificar la técnica, introduciendo una centrifugacién para eliminar los
filtrados. Por ello, tras 5 dias de incubacion, las placas se centrifugaron a 4000
rom durante 15 minutos, se descarto el sobrenadante y se hicieron tres lavados
con agua estéril (suministrada en el kit) centrifugando bajo las mismas
condiciones. Seguidamente se adicioné 200 ul a cada pocillo de una nueva
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mezcla de reaccion y se incub6 a 37°C durante 5 dias mas; en estas
condiciones, solo creceran los mutantes prototrofos. Culminada la incubacién,
se valoraron como positivos los pocillos que viraron a amarillo y como
negativos los pocillos que no viraron (purpura). Se registré el numero de
pocillos positivos en cada placa. Se compararon los resultados de las papillas y
los controles.

7.4. RESULTADOS Y DISCUSION

7.4.1. Primeros ensayos con filtrados fecales y modificacion del disefio
experimental

Los primeros ensayos se realizaron siguiendo el disefo sugerido por la casa
comercial. Sin embargo, los filtrados de papillas fecales, diluidos a 1:4,
dificultaron por su color la deteccién temprana de los virajes. Los virajes
aparecieron tardiamente, y en proporciones muy bajas, inferiores incluso a las
registradas en los controles de revertientes espontaneos, independientemente
de que los filtrados fecales se hubiesen incubado o no con la cepa C4.

Este efecto inhibidor de la aparicion de mutantes es inesperado si se tiene en
cuenta que, como se ha indicado en la Introduccion de este capitulo, las heces
contienen agentes carcindgenos con actividad genotéxica (Gratz et al., 2011),
procedentes de la ingesta (ORwald et al., 2000); y algunas bacterias indigenas
de la microbiota intestinal contribuyen a la carcinogénesis, ya sea directamente
por producir metabolitos genotdxicos, o por mecanismos indirectos como la
activacion de precarcindgenos ingeridos o la induccion de inflamacion con
generacion de radicales oxidantes que contribuyen crear un ambiente
genotéxico (Gagniére et al.,, 2016). En consecuencia, los sobrenadantes y
filtrados de las papillas fecales exhiben genotoxicidad, que puede evaluarse
mediante ensayos de mutagenicidad en bacterias como el test de Ames, o
alternativamente usando pruebas en células de mamifero, como el ensayo
Comet (de Kok y van Maanen, 2000). Solo se ha mencionado, como
complicacion técnica de la aplicacion del test de Ames a los estudios de
mutagenicidad en preparaciones de papillas fecales, la interferencia por la
presencia de histidina en las muestras, que podria causar el crecimiento de las
cepas auxotrofas de Salmonella (Gratz et al., 2011), aunque se ha comunicado
que en muestras diluidas 1:10, el contenido en histidina es irrelevante en
relacion con la posibilidad de falsos positivos (Silverman et al., 1986). Pero, en
nuestro caso, la situacion es la inversa: los filtrados de heces ralentizaron y
disminuyeron la aparicién de mutantes espontaneos.

104



7. ACTIVIDAD ANTIMUTAGENICA DE C4

En un intento de explicar la disminucion de mutaciones espontaneas en
presencia de los filtrados, se evalu6 la posibilidad de que en las muestras
fecales existiese algun agente inhibidor de las cepas auxotrofas de Salmonella
(por ejemplo, bacteriéfagos). Para ello, se dispusieron tres fracciones de filtrado
fecal; de ellas, la primera se incubd con la cepa C4 (2,4x10® bacterias/ml) a
37°C durante 48 horas en anaerobiosis, tras lo cual se esterilizé por filtracion; la
segunda fraccion se filtré y la tercera se esterilizé al autoclave. Seguidamente,
las tres fracciones fueron inoculadas con 50 pl de una suspension densa de la
cepa auxotrofa S. typhimurium TA98 y se incubaron a 37°C durante 24 horas
en aerobiosis. Como control, se inoculd la misma cantidad de la cepa auxotrofa
en un volumen similar de agua estéril. Se comprobé mediante recuento en
placas de TSA que el crecimiento de las bacterias auxotrofas no se vio
afectado en presencia de los filtrados fecales tratados o sin tratar; las técnicas
de filtracion y autoclavado tampoco influyeron en el crecimiento (Tabla 7.5). Por
tanto, la inhibicidn de mutaciones por los filtrados fecales no parece atribuible a
un efecto inhibidor del crecimiento de la cepa de Salmonella.

Tabla 7.5. Crecimiento de S. typhimurium en TSA post-incubacioén en filtrados

fecales.
Fracciones de filtrados fecales Recuento de S. typhimurium
Filtrado fecal incubado con C4 y luego filtrado. 1,1 x 108 ufc/ml.
Filtrado fecal, no incubado con C4. 1,6 x 108 ufc/ml.

Filtrado fecal autoclavado, no incubado con C4. 1,0 x 108 ufc/ml.

Agua estéril. 2,1 x 108 ufc/ml.

Con el fin de evitar la aparente interferencia de los filirados fecales en el
crecimiento de los mutantes revertientes, se modificé el disefio experimental,
adaptando a nuestro diseno la sugerencia de Gratz et al. (2011) para evitar la
interferencia de la histidina. Tras la incubacién de los filtrados con las cepas
auxotrofas durante cinco dias, los pocillos se lavaron por centrifugacién de las
placas; las bacterias se resuspendieron en mezcla de reaccidon nueva y se
prosiguio la incubacién durante cinco dias. La incubacion de las bacterias en
ausencia de filtrados fecales eliminé la interferencia del color, pero siguieron
obteniéndose recuentos de mutantes muy inferiores a los de los controles de
reversion espontanea.

No tenemos actualmente una explicacion satisfactoria de esta interferencia que
nos ha impedido aplicar el test de Ames a la investigacion de la posible
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actividad antimutagénica de la cepa C4 sobre filtrados fecales. Se ha descrito
que varios aminoacidos poseen actividad antimutagénica (Roy et al., 2002),
pero no hemos encontrado referencias que adjudiquen efecto antimutagénico
significativo a los aminoacidos presentes en las heces. Algunas bacterias
intestinales producen catabolitos con actividad antimutagénica, como es el
caso de Bifidobacterium lactis que reduce la mutagenicidad del contenido
intestinal al incrementar los niveles de poliaminas (Matsumoto y Benno, 2004),
pero no tenemos evidencias de que en nuestro caso incida un mecanismo
semejante.

7.4.2. Actividad antimutagena de L. plantarum C4 frente a los mutagenos
azida de sodio y 2-Nitrofluoreno

Los virajes en los pocillos correspondientes a los controles negativo
(mutaciones espontaneas) y positivos (mutaciones inducidas por 2-nitrofluoreno
en la cepa TA98 y por azida de sodio en la cepa TA100, respectivamente),
libres de las interferencias causadas por los filtrados fecales, permitieron
examinar la actividad antimutagena de la L. plantarum C4.

La Figura 7.1 muestra los resultados de dos ensayos realizados con 2-
nitrofluoreno y la cepa TA98. En el ensayo de la Figura 7.1.A, la evolucién
temporal del control negativo fue satisfactoria en los tres primeros dias, pero
dificultades técnicas invalidaron las lecturas de los dias posteriores; sin
embargo, los resultados del dia 3 mostraron diferencias significativas (a <
0,001) entre el control positivo (mutantes inducidos por 2-nitrofluoreno) y el
negativo, y también entre el control positivo y el mutageno incubado con C4,
cuyo numero de mutantes revertientes representé solo el 78 % del control
positivo; la significacion de las diferencias se establecié de acuerdo con las
tablas publicadas por Gilbert (1980) para el analisis estadistico del test de
fluctuaciones y adoptadas por el fabricante del ensayo comercial utilizado en el
presente trabajo.

La Figura 7.1.B presenta los resultados de un ensayo conducido de forma
satisfactoria hasta el final. El nUmero de mutantes espontaneos se mantuvo por
debajo de 10 en los cuatro primeros dias, elevandose hasta 35 en el 5° dia. Los
valores del control positivo fueron elevados desde el primer dia (hay que tener
presente que la modificacion de la técnica incluye una incubacion de cinco dias
antes de retirar los sobrenadantes por centrifugacién, con lo que los mutantes
obtenidos en el dia 1° se han generado en un intervalo de tiempo entre seis
dias y 24 h) y se mantuvieron durante los cinco dias por encima del control
negativo con valores de a < 0,001. Pero la incubacién del mutageno con la
cepa C4 redujo drasticamente los recuentos de mutantes revertientes, que
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representaron el 9,4 % respecto del control positivo en el dia 1, el 8,9 % en el
dia 2, y el 17,2 % en el dia 3, para elevarse al 75 % en el dia 4 y al 83,3 %,
pero manteniendo los cinco dias el mismo alto nivel de significacion (o <
0,001).
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Figura 7.1. Efecto de L. plantarum C4 en la aparicién de mutantes revertientes de
TA98 en presencia de 2-nitrofluoreno (2NF). El mutageno (75 pg/ul) se incubd con
C4 durante 48 horas y luego se evalud la actividad mutagénica; cada punto representa
el numero mutantes revertientes para cada caso.
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En cambio, C4 no mostré una actividad antimutagena significativa en los
ensayos con azida soédica sobre la cepa TA100, como se desprende del
analisis de los datos en la Figura 7.2. El numero de mutantes detectados los
dos primeros dias fue irrelevante. En los dias 3, 4 y 5 los recuentos en el
control positivo fueron significativamente superiores a los del control negativo
(o0 = 0,001 el dia 3 y < 0,001 los dias 4 y 5). Durante estos tres ultimos dias, la
placa procedente de la incubacion de la azida sddica con C4 presentd valores
inferiores a los del control positivo (62,5 %, 81,1 % y 93,1 %, respectivamente),
pero en todos los casos los valores de o fueron superiores a 0,05.
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Figura 7.2. Efecto de L. plantarum C4 en la aparicion de mutantes revertientes de
TAL100 en presencia de azida de sodio. El mutageno (1,25 ug/ul) se incubé con C4
durante 48 horas y luego se evalud la actividad mutagénica; cada punto representa el
numero mutantes revertientes para cada caso.

La actividad antimutagénica de algunas bacterias intestinales, como los
lactobacilos, se conoce desde hace afos (Morotomi y Mutai, 1986). A partir de
estudios sobre actividades de enzimas fecales en animales y humanos,
inhibicién de la genotoxicidad de carcindgenos conocidos in vitro e in vivo, y
supresion de lesiones preneoplasicas y de tumores inducidos por carcinégenos
en animales de laboratorio, se han acumulado evidencias sobre la capacidad
de algunas bacterias probidticas para prevenir la carcinogenicidad (Burns y
Rowland, 2000). Matsumoto y Benno (2004) agrupan los posibles mecanismos
de antimutagenicidad de las bacterias probidticas en dos categorias: la
bioantimutagenicidad opera sobre los mecanismos de reparacion de los dafios
causados al ADN, mientras que la desmutagenicidad implica la inactivacion o
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eliminacion de los mutagenos; y sefalan que la antimutagenicidad de los
probidticos parece depender de desmutagenicidad. Esta desmutagenicidad
puede conseguirse por degradacion o modificacion quimica del carcindbgeno
(biotransformacién), o por adsorcion del carcindogeno sin modificar sobre la
superficie de la bacteria, impidiendo su contacto con las células de la mucosa y
promoviendo su eliminacion junto con las bacterias fecales (Oberreuther-
Moschner et al., 2004; Ambalam et al., 2011; Klewicka et al., 2012). Ambalam
et al. (2011), estudiando la actividad antimutagénica de una cepa de
Lactobacillus rhamnosus, mostraron que era capaz de retirar el anaranjado de
la acridina por adsorcion, y de inactivar por biotransformacion N-metil-N'-nitro-
N-nitrosoguanidina y 2-amino-3,8-dimetilimidazo-[4,5-fl-quinoxalina; en todos
los casos, las bacterias mantuvieron altas tasas de viabilidad después de la
incubacion con los mutagenos. Con el fin de obtener informacion preliminar
sobre el posible mecanismos de la accion antimutagena de L. plantarum C4,
examinamos el efecto de los mutagenos ensayados, 2-nitrofluoreno y azida
sddica, en la viabilidad de la bacteria, encontrando un marcado efecto letal para
ambos agentes (datos no mostrados). Esto sugiere un mecanismo de accion
pasivo, compatible con la adsorcidon por estructuras superficiales de la bacteria,
ya que no parece probable (aunque no se puede excluir) que durante las
incubaciones con los mutagenos, téxicos para ella, C4 haya podido producir
niveles significativos de hipotéticos metabolitos antimutagénicos, como
poliaminas (Matsumoto y Benno, 2004) o péptidos (Sah et al., 2016).

Usando la variante del test de Ames en placas Petri, Mobarez et al. (2007) han
demostrado actividad antimutagénica frente al 2-nitrofluoreno (el mismo agente
frente a cuya genotoxicidad protege C4), sobre la cepa TA100, en cepas
comerciales de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus aisladas de yogur, pero no establecen ningun mecanismo de accion,
excepto que la actividad encontrada parece requerir lactobacilos
metabodlicamente activos.

En cuanto a antecedentes de actividad antimutagénica de cepas de L.
plantarum, es interesante considerar que Tsuda et al. (2008) han obtenido una
cepa mutante, productora de exopolisacarido, capaz de unir (e inactivar)
aminas policiclicas mutagénicas, capacidad de la que carece la cepa silvestre
original, no productora de exopolisacarido. Obviamente, en el caso de
mutagenos que no sean tdxicos para la bacteria, pueden operar otros
mecanismos, ya que L. plantarum ha mostrado capacidad para modificar
algunos mutagenos en condiciones que aseguraban su viabilidad (Caldini et al.,
2005).
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7.4.3. Perspectivas para futuros ensayos

Los resultados obtenidos avalan el interés de avanzar en la investigacion de las
propiedades antimutagénicas de L. plantarum C4. Los estudios futuros deben,
por una parte, indagar los mecanismos de la actividad antimutagénica:
comparar la actividad de bacterias vivas y muertas, examinar la produccion de
polimeros extracelulares por C4 y, en su caso, evaluar su capacidad de
adsorcion. Por otra parte, es imperativo, de cara a las aplicaciones probidticas
de la cepa, investigar la proteccion frente a la genotoxicidad en filtrados
fecales, para lo que seria apropiado utilizar ensayos como el Comet o
similares.

7.5. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este capitulo sustentan la siguiente conclusion:

13, Lactobacillus plantarum C4 inhibe de forma significativa la mutagenicidad

del 2-nitrofluoreno sobre la cepa auxotrofa S. typhimurium TA98 en el ensayo
de Ames, en condiciones en las que la viabilidad de C4 se ve abolida, lo que

sugiere un mecanismo de adsorcion que faculta a esta bacteria para retirar el
mutageno.
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8. ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE C4

8.1. INTRODUCCION

Un rasgo caracteristico del sistema inmune gastrointestinal es su capacidad
para discriminar entre antigenos inocuos de la dieta y de la microbiota
comensal, de aquellos otros pertenecientes a microorganismos potencialmente
patogenos. Para ello, debe reconocer todos los antigenos del lumen del
intestino, diferenciar los antigenos dafinos de los inofensivos y regular
estrictamente las respuestas efectoras consiguientes. De esta forma se evitan
respuestas inflamatorias frente a agentes generalmente inocuos. El fracaso en
la regulacién de la respuesta inmune de la mucosa, ocasiona una variedad de
desdérdenes clinicos tales como alergia, inflamacion y enfermedades
autoinmunes. Para realizar estas funciones, el tracto gastrointestinal alberga la
mayor porcion del sistema inmune de todo el cuerpo, que representa mas del
70% del total del sistema inmune. Consta de dos componentes principales: el
tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT, de mucosa-associated lymphoid
tissue), que incluye las placas de Peyer del intestino delgado y los foliculos
linfoides del intestino grueso (érganos linfoides sin vasos aferentes); y los
ganglios linfaticos mesentéricos, asi como de un gran numero de células
inmunocompetentes difusamente distribuidas por la lamina propia y el epitelio
mucoso. Los tejidos organizados sirven como un sitio potencial para la
induccion de respuestas inmunes a nuevos antigenos, mientras que la mucosa
intestinal sirve como el sitio efector (Gill, 2003). Todas estas células y tejidos
inmunitarios forman una linea defensiva que ofrece, a la vez, nichos ecolégicos
Optimos para numerosos microorganismos Yy eficaces mecanismos
antimicrobianos: el resultado es un ecosistema complejo y dinamico (Liévin-Le
Moal y Servin, 2006).

La Figura 8.1 esquematiza un corte histolégico del intestino delgado. Son
caracteristicas, las vellosidades intestinales y las criptas de Lieberkihn, ambas
recubiertas de un epitelio de células con microvellosidades en la superficie
apical. Estas células, en continua renovacion, proceden de células madre
pluripotenciales, localizadas en el cuello de las criptas; las células madre se
diferencian en 4 tipos celulares: células absorbentes, células caliciformes
(secretoras de mucus), células enteroendocrinas y células de Paneth
(secretoras de sustancias antimicrobianas). Bajo este epitelio se encuentra la
lamina propia, que rellena el interior de las vellosidades, por donde discurren
los conductos quiliferos que drenan en plexos linfaticos.

113



8. ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE C4

VELLOSIDAD

-, . 4— Célula absorbente

@ n < Célula caliciforme
| u Célula
x \ % dendritica Macréfago MUCOSA
\ “ Célula madre CeélulaM LAMINA
| Célula de PROPIA
I E Paneth °‘u uup °
| | r(\co b

c

(N oo

® 0

CC @\" @
-.

A G@@ﬁ LQ PLé/CDEﬁPIgYEBi 88

TUNICA MUSCULAR CH—

Figura 8.1. Esquema de la organizacidn histoldgica en el intestino delgado. Se
muestran vellosidades, criptas de Lieberkiihn y una placa de Peyer con un centro
germinal. Se observa la distribucion de los linfocitos en areas T y B dentro de la placa
de Peyer, la presencia de linfocitos en la lamina propia y de linfocitos intraepiteliales, y
el drenaje linfatico de las vellosidades y de la placa de Peyer. Figura tomada de
Bujalance (2006).

En una mucosa intestinal intacta, las uniones entre los enterocitos constituyen
una barrera que impide el paso de macromoléculas y patégenos (Dotan y
Mayer, 2003). Ademas, las células de Paneth, abundantes en el fondo de las
criptas de Lieberkiihn, protagonizan importantes funciones defensivas
inespecificas: en respuesta a estimulos diversos, ya sean productos
bacterianos (lipopolisacarido, peptidoglicano y acidos lipoteicoicos),
neurotrasmisores (acetilcolina) o citokinas producidas por linfocitos, producen
una diversidad de agentes antimicrobianos (lisozima, defensinas, fosfolipasa
A2), citokinas proinflamatorias y estimuladoras (tumor necrosis factor o 0 TNF-
a, colony stimulating factor 1 o CSF-1, epithelial growth factor o EGF), enzimas
y otras moléculas que participan en la defensa frente a microorganismos, la
respuesta inflamatoria, el crecimiento de células epiteliales y otras funciones
metabdlicas (Keshav, 2004).
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La mucosa intestinal esta protegida por dos capas de glicoconjugados: unidas
a la superficie celular, las glicoproteinas y glicolipidos del glicocalix; y, por
encima de éstas, la secrecion mucosa de las células caliciformes (Freitas y
Cayuela, 2000). Esta secrecion es un gel formado por mucinas, proteinas que
poseen cadenas de oligosacaridos unidos a serinas, prolinas y treoninas,
pudiendo representar la parte glucidica hasta el 80% de la masa molecular.
Ademas de proteger y lubricar la superficie de la mucosa, el gel constituye una
barrera para ciertos enteropatogenos como Yersinia enterocolitica o Shigella
flexneri, asi como para los rotavirus (Liévin-Le Moal y Servin, 2006). Las
mucinas son degradadas por glicosidasas y esterasas de bacterias de la
microbiota, o que suministra nutrientes para el crecimiento bacteriano, de lo
que se pueden aprovechar también algunos microorganismos patdégenos que
se adhieren al mucus (Macfarlane et al., 2000).

El MALT del intestino se denomina GALT (gut-associated lymphoid tissue). En
el ser humano adulto, el GALT llega a ser el principal érgano linfopoyético,
donde se producen tanto células B como T (Sell, 2001). La mayoria de los
linfocitos intraepiteliales son células T CD8*, con el receptor especifico (TCR,
de T-cell receptor) o/B oy/d encontrandose también fenotipos que son
infrecuentes en las células T circulantes, como el “doble negativo” CD4- CD8-
TCR v/5. Los linfocitos de la lamina propia constituyen una poblacion
heterogénea, con proporciones de células By T, y, dentro de estas, T CD4*
CD8 y T CD4  CD8*, similares a las encontradas en otros 6rganos linfoides
(Dotan y Mayer, 2003).

Las placas de Peyer son agregados foliculares que pueden contener mas de
100 foliculos. Cada foliculo esta constituido por una zona clara llamada centro
germinal, rica en linfocitos B IgA*, en la cual se observan muy pocas células
plasmaticas productoras de IgA, debido a que estas células dejan el foliculo
antes de diferenciarse totalmente, y una zona oscura periférica donde
predomina linfocitos B IgM* e IgD*. También existen en las placas de Peyer
linfocitos T CD4, T CD8 (en menor proporcién) macréfagos y células
dendriticas (CD) (Mora y Corado, 2003). Las placas de Peyer funcionan como
un “sitio inductivo”, donde se inician las respuestas a muchos antigenos
(Simpson y Wetzler, 2004), pero también el principal sitio donde se establece la
tolerancia o ausencia de respuesta a antigenos administrados por via oral, a
dosis altas o bajas (en relacion a las dosis 6ptimas para inducir respuesta)
(Dotan y Mayer, 2003).
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La llegada de antigenos desde la luz intestinal se realiza preferentemente a
través de las células M, localizadas en el epitelio que recubre la parte luminal
de las placas de Peyer. Estas células no poseen microvellosidades y estan
especializadas en la endocitosis de macromoléculas y particulas desde la luz
intestinal y su posterior exocitosis, a través de su membrana basal, hacia la
lamina propia: por tanto, es una via para la translocacion de antigenos a través
de la mucosa. Su superficie apical tiene amplias prolongaciones que facilitan el
proceso de endocitosis y su membrana basolateral es profundamente
invaginada formando estructuras con forma de bolsillos donde se situan
macrofagos y CD que endocitan los antigenos translocados, los procesan y
presentan los correspondientes oligopéptidos con valor de epitopos a las
células T (Mora y Corado, 2003; Simpson y Wetzler, 2004).

Ademas de las células M, los propios enterocitos pueden capturar antigenos
luminales, procesarlos y presentarlos a linfocitos T. Para ello, tanto los
enterocitos, como otras muchas células del cuerpo, expresan constitutivamente
moléculas codificadas por genes del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC, de major histocompatibility complex) de clase |, lo que les capacita para
la presentacion de antigenos procesados por via enddgena a células T CD8*
(CTL, de cytotoxic T lymphocytes), pero también, en respuesta a estimulos,
expresan moléculas del MHC de clase I, por lo que pueden procesar antigenos
por la via exdégena y presentar los correspondientes oligopéptidos a células T
CD4* (Th o T helper) (Dotan y Mayer, 2003).

La respuesta inmunoldégica en respuesta a estimulos puede ser celular,
humoral, o ambas. En la respuesta humoral, los linfocitos T CD4 reconocen los
antigenos asociados a proteinas del MHC-Il en la superficie de la célula
presentadora de antigeno y producen citokinas que activan las células B. Estas
células experimentan proliferacion clonal y se diferencian en células
plasmaticas que luego produciran anticuerpos (IgA). En la respuesta mediada
por células, el complejo antigeno-MHC-II es reconocido por los linfocitos T
CD4, mientras que el complejo antigeno-MHC de clase | es reconocido por los
linfocitos T CD8. El numero de células CD4 y CD8 activas es critico para el
mantenimiento de la respuesta inmune celular. Cuando existe un desequilibrio
en la proporcion de células CD4 y CD8, existe mayor susceptibilidad al
desarrollo de infecciones oportunistas, enfermedades autoinmunes y ciertos
tumores. Cada clase de células T produce citokinas, se activa y se expande por
proliferacién clonal. Las citokinas liberadas son los mediadores solubles de las
respuestas de defensa del huésped, tanto especificas como inespecificas, y
tienen un papel criticamente importante en los mecanismos efectores de la
eliminacién de agentes extrafnos (Ashraf y Shah, 2014).
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La poblacién de células T CD4 se puede dividir en varios subconjuntos
basados en la secrecién especifica de citokinas y funciones efectoras: células T
helper 1 (Th1) que secretan las citokinas proinflamatorias interleukina-2 (IL-2),
interferéon-y (IFN-y) y TNF-B (de tumor necrosis factor-p); células T helper 2
(TH2) que producen IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, que suministran sefales para la
activacion de células B y la generaciéon de respuestas de varias clases vy
subclases de inmunoglobulinas; células Th17 que secretan TGF-f, IL-1p, IL-6 e
IL-23 para las respuestas contra patdgenos extracelulares a traves de la IL-17A
e IL-22; y finalmente, las células Treg para la supresion de la respuesta inmune
a través de la produccion de IL-10, TGF-B e IL-35 (Schulze -Koops y Kalden,
2001; Hardy et al., 2013).

Después de la presentacidén antigénica, las células T y B activadas abandonan
los sitios de induccion y viajan a los 6rganos linfoides secundarios (Figura 8.2)
a través del conducto toracico y la circulacidén para poblar los sitios efectores de
la mucosa (la lamina propia y el epitelio). Esta orientacion especifica esta
dirigida por la expresién de las integrinas a4p7 en los linfocitos que reconocen
las adresinas, moléculas de superficie celular de la mucosa (MAdCAM-1),
expresadas en las células endoteliales de la mucosa. Ya en la lamina propia,
las células B se diferencian en células plasmaticas secretoras de IgA dimérica.
La IgA dimérica se transporta a través de las células epiteliales por el receptor
de inmunoglobulina polimérico expresado en el lado basolateral de las células
epiteliales del intestino y se libera como IgA secretora. En la luz intestinal, la
IgA secretora contribuye a la proteccion del huésped uniéndose a antigenos,
neutralizando toxinas y virus, y evitando la adherencia microbiana a las células
epiteliales (exclusién inmune). Ademas, se ha demostrado que la IgA dimérica
neutraliza los virus intracelulares y los antigenos que han penetrado con éxito
en la lamina propia desde el lumen. Varios factores, como la naturaleza del
antigeno (soluble o particulado), la via (naturaleza de las células presentadoras
de antigeno) mediante la cual los antigenos se presentan al sistema inmune,
influyen en la naturaleza de la respuesta inmune generada: “tolerancia o
inmunidad” (Gill, 2003).
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Figura 8.2. Recirculaciéon de linfocitos tras la activacion en placas de Peyer. Los
linfocitos activados son llevados por el drenaje linfatico a los ganglios mesentéricos, de
donde salen por los vasos eferentes, que finalmente desembocan en el gran canal
toracico y pasan a la circulacion sanguinea. Los linfocitos activados abandonan el
compartimento vascular a nivel de organizaciones endoteliales especiales en las
vénulas postcapilares, tanto en las mucosas como en otras localizaciones. Sin
embargo, los linfocitos activados en el GALT tienden a ubicarse en la lamina propia
intestinal, donde las células B se transforman en células plasmaticas que producen
anticuerpos, especialmente IgA, la cual finalmente es transportada por los enterocitos,
en forma de dimero secretor, hasta la luz intestinal. Figura tomada de Simpson y
Wetzler (2004), con modificaciones.

La presentacion a través de una célula “no profesional”, como el enterocito,
podria formar parte de las vias de induccion de tolerancia oral inducida por
dosis altas de antigeno, ya que una presentacion inadecuada (por ejemplo, en
ausencia de senales coestimuladoras) puede provocar anergia en las células T.
En la tolerancia oral inducida por dosis bajas de antigeno, juega un papel
crucial la produccién de citokinas supresoras como interleukina 10 (IL-10),
producida por células Tu2, y TGF-$ (transforming growth factor f), producido
por células Twh3; por tanto, esta tolerancia afecta a la inmunidad celular
proinflamatoria (inhibicion de las células Tu1), pero no a la cooperacion de
células T2 con los linfocitos B, con lo que se acompana de una respuesta de
anticuerpos secretores IgA (Dotan y Mayer, 2003).
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El efecto de los probidticos en el sistema inmune ha sido objeto de numerosos
estudios en los ultimos 20 anos. Determinadas cepas probidticas pueden
estimular, o bien, regular diversos aspectos de la respuesta inmune innata o de
la inmunidad adquirida. La interaccion de microorganismos probidticos con las
células epiteliales del intestino y las células inmunes, provoca cambios en el
fenotipo celular, secrecion de citokinas, y la activacion o supresioén de las vias
de senalizacion intracelular, modulando asi, la resistencia del huésped (Ashraf
y Shah, 2014).

8.1.1. Efectos de los probioticos en la produccion de citokinas

Las citokinas comprenden el grupo mas grande y mas pleotrépico de
mediadores de respuesta inmune. La iniciacién, el mantenimiento y la
resolucién de las respuestas inmunes innatas y adquiridas estan reguladas por
la comunicacién “célula a célula” a través de las citokinas. Diversos estudios in
vitro han demostrado que las bacterias acido lacticas (BAL) o sus productos,
pueden estimular la funcidén inmune al actuar directamente sobre las células
epiteliales intestinales (IEC) y los linfocitos intraepiteliales (IEL) con efectos en
la expresion de citokinas y se ha observado una gran variacion en la capacidad
de diferentes cepas de Lactobacillus para inducir citokinas pro vy
antiinflamatorias (Gill, 2003). Algunas cepas LAB como L. sakei son capaces
de inducir la expresion de ARNm de IL-1B, IL-8, la proteina quimioatractiva de
monocitos-1 y TNF-a. en células Caco-2 en presencia de leucocitos (Haller et
al., 2000). También se ha observado la induccién preferencial de la expresién
de ARNm de TGF-B en células Caco-2 sensibilizadas con leucocitos tras el
cocultivo con L. johnsonii. Por otra parte, se ha demostrado que el TNF-a
podria ser el mediador clave responsable de sensibilizar las células epiteliales
a los lactobacilos; Asi, L. plantarum 299v aumentd la expresién del ARNm de
IL-8 en células HT29 estimuladas con TNF-a (McCracken et al., 2002). En
modelos animales, se ha demostrado la capacidad de las LAB, administradas
por via oral, para influir en la produccién de citokinas en las superficies de las
mucosas in vivo. Maassen et al. (2000) demostraron que la administracion de
L. reuteri y L. brevis aumentd la expresion de citokinas proinflamatorias
producidas por Tu1, TNF-a, IL-2 y/o IL-1 en las vellosidades intestinales de
ratones. Por su parte, Perdigon et al. (2002) evidenciaron un aumento del
numero de células productoras de TNF-a y de IFN-B en las placas de Peyer y
en los niveles de Bc1, una proteina responsable de la activacion celular, en la
lamina propia de ratones a los que se les administré diferentes cepas de
Lactobacillus.
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En lo que respecta a los estudios en seres humanos, se ha demostrado que la
ingesta de probidticos es capaz de inducir y/o aumentar la produccion de
citokinas in vivo y, en ex vivo en estudios con células mononucleares de sangre
periférica después de la estimulacion apropiada. De Simone et al. (1989)
detectaron niveles significativamente mas altos de IFN-y en el suero de
individuos que recibieron lactobacilos liofilizados y yogurt en comparacion con
el grupo control. Efectos similares en la produccion de IFN-y y/o IL-2 se han
observado en otros estudios. Entre ellos, el realizado por Wheeler et al. (1989)
en linfocitos estimulados con concavalina A de pacientes a los cuales se les
administré yogurt con L. acidophilus. Sus resultados mostraron un aumento de
los niveles de IFN-y (P= 0,054). También se ha demostrado que L. brevis
subsp. coagulans y Bifidobacterium lactis administrados por via oral, mejoran la
capacidad de produccion de IFN-y en individuos sanos en un mecanismo
dependiente de la dosis en el caso de L. brevis. En el mismo estudio
observaron que los lactobacilos muertos por calor eran menos efectivos para
inducir la produccion de IFN-a. (Kishi et al., 1996; Arunachalam et al., 2000)

La secrecion de IFN-y potencia la eliminacion de microorganismos mediada por
fagocitos (aumentando la produccién de oxido nitrico y la expresion de
receptores de Fc en las células fagociticas), induce la expresion de MHC-| y
MHC-II en diversas células, estimula la funcién de las células TH y aumenta la
inmunogenicidad de las vacunas. El TNF-a coopera con el IFN-y para aumentar
la capacidad microbicida de los macrofagos y, ejerce un efecto citotdxico contra
los tumores. El IFN-a juega un papel importante en las primeras etapas de la
defensa del huésped contra las infecciones virales, las infecciones microbianas
y el cancer. La IL-1 estimula la proliferacion de las células T y B, mientras que
la IL-6 induce la diferenciacion de células plasmaticas para la secrecion de
anticuerpos. La IL-2 estimula la proliferacion y diferenciacion de las células NK
(de natural killer) y las células B, y desempefia un papel importante en la
induccién y regulacion de las respuestas inmunitarias mediadas por las células
T. Mientras que la IL-10 y el TGF-f tienen potentes propiedades
antiinflamatorias y juegan un papel importante en la homeostasis del sistema
inmune (Gill, 2003).

8.1.2. Efectos beneficiosos de los probidticos sobre lainmunidad innata

La respuesta inmune innata actua no solo como primera linea de defensa para
la proteccion contra los patdégenos invasores, sino que también juega un papel
crucial en el desarrollo posterior de la respuesta inmune adaptativa. Los

principales componentes celulares de la inmunidad no especifica incluyen las
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células fagociticas (monocitos, macréfagos y células polimorfonucleares) y las
células NK. Estas células poseen la capacidad de reconocer patrones
moleculares  compartidos entre grupos de patogenos (PAMPs:
lipopolisacaridos, acido lipotecoico, peptidoglicanos, etc.) a través de sus
receptores de reconocimiento de patrones (por ejemplo, receptores TLR de toll-
like-receptor y CD14) (Gill, 2003). Los TLR se expresan principalmente en
macrofagos y CD, y en otros tipos de células, como las células B y las células
epiteliales. La activacién de los TLR da como resultado el inicio de la respuesta
de las CD, lo que conduce a la produccién de citokinas y a una regulacién
positiva o negativa de las moléculas de la superficie celular (Granucci y
Ricciardi-Castagnoli, 2003). Las células fagociticas desempefian un papel
central en la lucha contra las infecciones microbianas, mientras que, las células
NK son fundamentales para la defensa del huésped contra las infecciones
virales y el cancer (Gill, 2003).

Diversas cepas probidticas pueden modular varias rutas de sefializacion dentro
de los macrofagos que repercuten sobre las funciones inmunorreguladoras de
la inmunidad mucosal. Ademas de las citokinas proinflamatorias innatas como
TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-8, se ha prestado especial atencién a la IL-10 y la IL-12,
ya que la produccion de estas citokinas por parte de los macréfagos y otras
células inmunes en respuesta a microorganismos, pueden determinar el tipo
de respuesta inmune adaptativa (Llewellyn y Foey, 2017).

La IL-10 e IL-12 son producidas naturalmente por macréfagos, células B y CD.
La IL-12 estimula la inmunidad celular al estimular potentemente las células T
citotoxicas y las células NK, asi como, induce la proliferacion de células Th1 y
la produccion de citokinas (IL-2 e IFN-y). Por el contrario, la IL-10 regula
negativamente la inmunidad mediada por células directamente o mediante la
supresion de funciones celulares que presentan antigenos, incluida la
produccion de IL-12. Debido a su actividad antitumoral, antimetastasica y
antiangiogénica de IL-12, ha existido un interés en evaluar la IL-12 como un
posible farmaco anticanceroso (Ashraf y Shah, 2014).

Algunas cepas probidticas pueden restaurar la disminucion de la funcion
fagocitica relacionada con la edad. La ingesta de leche suplementada con L.
rhamnosus (HNOO1) o B. lactis (HNO19) durante 3-6 semanas en humanos,
aumentoé la capacidad fagocitica de neutréfilos y monocitos en comparacion
con el grupo control que recibié solo leche sin probidtico. Los resultados
mostraron que los individuos con sistema inmunitario deprimido antes de la
intervencion probiodtica, presentaron mayor incremento en la funcion celular
fagocitica al final del tratamiento, que los individuos que presentaban una
funcién inmune adecuada antes de la ingesta del probidtico. Ademas el
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aumento de la actividad fagocitica se correlacion6 con la edad, los individuos
mayores de 70 afios presentaron una mejora significativamente mayor en la
funcidén inmune que aquellos menores de 70 anos (Gill et al., 2001a). En otro
estudio, los mismos autores, determinaron el impacto de una dieta
suplementada con L. rhamnosus (HNOO1) o B. lactis (HNO19) sobre la actividad
de las células NK en sangre periférica de individuos sanos con edad avanzada.
Tras tres semanas de tratamiento, solo los individuos que recibieron cualquiera
de las dos cepas presentaron un aumento en la proporcién de linfocitos T
CD56" en la circulacion periférica, asi como, un aumento de la actividad
tumoricida ex vivo de células mononucleares de sangre periférica contra las
células tumorales K562. Al igual que el estudio anterior, estos aumentos se
correlacionaron significativamente con la edad, y los sujetos mayores de 70
afos experimentaron mejoras significativamente mayores que los menores de
70 anos (Gil et al., 2011b).

Otro estudio realizado por Schiffrin et al. (1995) en el cual se administrd
durante 3 semanas leche fermentada suplementada con L. johnsonii La1 o B.
lactis Bb12, mejoro la actividad fagocitica de los leucocitos de sangre periférica
(células polimorfonucleares y monocitos) en voluntarios humanos sanos. Los
granulocitos mostraron mayor actividad fagocitica que los monocitos. Este
aumento en la actividad fagocitica se mantuvo durante varias semanas
después del cese del consumo de leche fermentada suplementada con los
probioticos.

La respuesta a citokinas por los macréfagos puede variar entre diferentes
cepas con potencial probidtico. Ademas, algunas cepas del género
Lactobacillus pueden activar los macréfagos para secretar tanto citokinas
inflamatorias como antiinflamatorias. Asi, en un estudio llevado a cabo por
Morita et al. (2002) con 11 cepas de L. acidophilus, L. casei y L. rhamnosus
para evaluar la secrecién de citokinas en la linea celular de macréfagos
murinos J774.1, encontraron que algunas de las cepas indujeron la produccion
de IL-6, IL-12 y TNF-a y siete de ellas también indujeron la produccion de IL-
10.

A pesar de que el consumo de muchas cepas probidticas ejerce diversos
efectos sobre la funcidon inmune innata, varios estudios no han encontrado
ningun efecto. No se sabe si esto se debe a la escasa capacidad
inmunoestimuladora de las cepas probidticas evaluadas o a diferencias
relacionadas con la dosis. Por lo tanto, es importante demostrar para cada
cepa, la eficacia y la dosis relacionada con la respuesta o efecto, en ensayos
rigurosamente disenados (aleatorios, a doble ciego y controlados con placebo).
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8.1.3. Efectos beneficiosos de los probiéticos sobre la inmunidad
adaptativa

La ingesta de cepas especificas de LAB también ha demostrado mejorar la
respuesta inmune humoral a las infecciones naturales y a las inmunizaciones
sistémicas u orales en estudios con tanto ratones como en humanos.

La administracion de L. acidophilus, B. infantis, B. bifidium en combinacion con
los microorganismos tradicionales del yogurt L. bulgaricus y S. thermophilus a
ratones con 8 semanas de edad durante 3 semanas y desafiados dos veces
con 10 ug de la toxina del célera, aumento significativamente los niveles de IgA
anti-colera intestinal y sérica. Este aumento fue significativamente mayor en
aquellos ratones que recibieron los microorganismos probiéticos en el yogurt
elaborado con los starter tradicionales, al comparar con los que los recibieron
solo en leche (Tejada-Simon et al., 1999; Sanders y Klaenhammer, 2001).

Algunas LAB poseen propiedades adyuvantes capaces de mejorar la eficacia
de las vacunas orales y pueden actuar como inmunoestimulantes para
promover la recuperacion de enfermedades infecciosas. Asi, en un estudio
aleatorio, controlado con placebo, llevado a cabo por Kaila et al. (1992)
observaron un numero significativamente mayor de células secretoras de IgG,
IgA e IgM en nifios a quienes se les administré leche fermentada con L.
rhamnosus GG durante la fase aguda de la infeccidn por rotavirus (diarrea) en
comparacion con los nifios que recibieron el placebo. Durante la convalecencia,
una proporcidn significativamente mayor de nifios en el grupo que recibio el
probidtico (90%) en comparacion con el grupo que recibié el placebo (46%)
desarroll6 una respuesta celular con secrecidén de anticuerpos IgA especificos
para rotavirus. En otro estudio realizado por De Vrese et al. (2005) con 66
voluntarios sanos quienes consumieron durante 5 semanas leche
suplementada con L. rhamnosus GG y L. paracasei subsp. paracasei (CRL431)
o el placebo (leche acidificada) fueron desafiados oralmente después de la
semana 2 con una vacuna con el virus de poliomelitis vivo atenuado. Sus
resultados muestran que los individuos que recibieron el desafio presentaron
un aumento significativo de IgG e IgA séricos especificos para el virus
comparado con el grupo que recibio el placebo.

Se ha demostrado que la ingesta de probidticos fortalece la funcion de barrera
de la mucosa al promover la produccion de anticuerpos y al reducir la
transferencia transmucosal de antigenos. En un estudio realizado por Gill et al.
(2001) con la bacteria probidtica L. rhamnosus HNOO1 a fin de conocer su
capacidad para conferir proteccion frente a una o varias dosis de Salmonella
enterica serovar Typhimurium (ATCC 1772) en ratones, a través de su
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actividad inmunomoduladora. Los ratones que recibieron el probidtico
mostraron mejor estado de bienestar (mayor ingesta de alimentos y agua con el
consiguiente aumento de peso) que el grupo control, produjeron titulos altos de
anticuerpos anti-Salmonella en el tracto gastrointestinal y mostraron una mayor
supervivencia a la infeccion (27 de 30 ratones sobrevivieron 21 dias después
de la exposicion, en comparacion con 2 de 29 en el grupo de control). Después
de la administracién de varias dosis de Salmonella, los ratones que recibieron
el probidtico, tenian significativamente menor carga promedio de patégenos en
el bazo e higado, que los controles, y adicionalmente, los leucocitos
peritoneales obtenidos de ratones alimentados con HNOO1 mostraron una
capacidad fagocitica ex vivo significativamente mayor comparada con la de los
ratones control.

Paineau et al. (2008) administraron dos capsulas diarias que contenian uno de
los siguientes microorganismos probidticos: B. lactis Bi-07, B. lactis BI-04, L.
acidophilus La-14, L. acidophilus NCFM, L. plantarum Lp-115, L. paracasei Lpc-
37, L. salivarius Ls-33 durante 21 dias a voluntarios sanos. Sus resultados
mostraron un aumento significativo en anticuerpos séricos totales. Durante la
respuesta temprana (dia 0-21), la IgG sérica aumento significativamente en los
sujetos que consumieron Bifidobacterium lactis Bl-04 y L. acidophilus La-14 (P
= 0.01) en comparacion con los controles, mientras que durante la respuesta
tardia (dia 21-28), las IgA e IgM en suero aumentaron en los sujetos que
recibieron L. acidophilus NCFM.

No se conocen los mecanismos por los que los microorganismos probioticos
aumentan la respuesta inmune humoral, pero podrian ser el resultado de un
mayor transporte de materiales antigénicos en el intestino y una regulacién
positiva de moléculas presentadoras de antigenos y moléculas coestimuladoras
de las células inmunes inducidas por citokinas proinflamatorias y/o un mayor
numero de células B.

La potenciacion de la inmunidad por probidticos tiene como resultado el
incremento de la resistencia frente a patégenos. Se sugiere que los probioticos
confieran proteccion contra patdégenos entéricos mediante la produccion de
citokinas, la potenciacion de la capacidad fagocitica de las células
polimorfonucleares y los macréfagos, el aumento de la actividad citotéxica de
las células NK y mejora de las respuestas de anticuerpos especificos a
organismos patégenos (Gill, 2003).
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8.2. OBJETIVOS

En el presente capitulo se abordaron los siguientes objetivos:

1°. Investigar la capacidad inmunomoduladora de Lactobacillus plantarum C4 in
vitro, sobre cultivos celulares, incluyendo cultivos primarios de esplenocitos de
ratones sanos y cultivos de la linea celular continua Raw 264.7 de macrofagos
murinos.

2°. Evaluar el efecto de C4 en la infeccidn intestinal con Y. enterocolitica O9 en
ratones a través de su actividad inmunomoduladora.

8.3. MATERIALES Y METODOS

8.3.1.

8.3.2.

Instrumentacion y equipos

Frascos de 75 cm? para cultivo celular.

Frascos shell vial

Placas microttiter de 24 y 96 pocillos

Microscopio 6ptico invertido (Olympus, Japén).

Sobres y jarra para incubacion en anaerobiosis (Thermo Scientific Oxoid)
Membranas filtrantes de 0,22 ym.

Vortex, YellowLine TTS 2 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Alemania).
Incubador a 37°C (Memmert, Alemania).

Incubador de CO2 a 37°C (Memmert, Alemania).

Micropipetas de 10-50 pl, 50-200 pl y 100-1000 pl, Boeco (Alemania).
Centrifuga para tubos de 15 ml (Memmert, Alemania).

Lector microELISA (Behring EL 311).

Aguja de alimentacion (Harvard Apparatus, Edenbridge, Reino Unido)
Instrumental quirurgico estéril.

Medios de cultivo, reactivos y soluciones

Agar Lactobacilli (MRS), DifcoTM, Becton, Dickinson and Company
(Sparks, Estados Unidos).
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- Agar LPSM: L. plantarum Selective Medium (Bujalance et al., 2006).
- Agar TSA (Tryptic Soy Agar, Difco laboratorios, Le Pont de Claix,
Francia).

- Agar Cefsulodin-lrgasan-Novobiocina (CIN): agar selectivo para Yersinia,
(Difco, Le Pont de Claix, Francia).

- Medio RPMI 1640, Sigma R7388.

- Suero bovino fetal (SBF), Sigma F2442

- Mezcla de antibidtico y antimicético (vancomicina 50 mg/l, gentamicina
40 mg/l y anfotericina B 0,25 mg/l), Sigma A5955.

- Piruvato de sodio, Sigma P2256

- L-glutamina, Sigma G7513.

- Estuches de ELISA comerciales para la medicion de las citokinas: TNF-
a, IL- 10, IL-12 e IFN-a, Pierce Biotechnology, Thermo Scientific,
Rockford, EEUU).

- Estuche de ELISA comercial para la determinacién de IgA, Affymetrix
eBioscience (San Diego CA, EE. UU.).

8.3.3. Bacterias y condiciones de cultivo

L. plantarum C4 se cultivé en agar MRS, medio en el que se consigue un buen
crecimiento tras 24 h a 37°C. Tras el crecimiento se conservo en frio (4°C). Se
realizaron resiembras perioddicas de los cultivos para su mantenimiento y uso.

Y. enterocolitica cepa IP383 de la coleccion del Instituto Pasteur. La cepa fue
aislada de heces humanas, e identificada como serotipo O9 y biotipo 2,
poseyendo el plasmido de virulencia pYV. Por lo tanto, esta cepa expresa a
37°C el fenotipo de virulencia que se caracteriza por aglutinacién en medios
liquidos y crecimiento dependiente de calcio (Mazigh et al., 1983). Se cultivé en
agar inclinado de TSA a 37°C. Tras el crecimiento, fueron conservadas a 4°C.
Para el mantenimiento, se hicieron siembras periddicas.
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8.3.4. Ensayos de inmunomodulacion in vitro

8.3.4.1. Células

Se utilizé la linea celular Raw 264.7 (ATCC TIB-71), una linea continua de
macrofagos de origen murino del linaje BALB/c, obtenidos del liquido ascitico y
establecida desde un tumor inducido por el virus de la leucemia murina de
Abselon. Tienen capacidad fagocitica y citolitica dependiente de anticuerpo,
son adherentes y crecen formando monocapa. La linea fue amablemente
cedida por el Dr. F. Gamarro (Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez
Neyra, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Granada). Para su
cultivo se empleé el medio RPMI 1640 suplementado (Tabla 8.1) y fueron
incubadas a 37°C y 5% CO2 en frascos Falcon. En los ensayos con bacterias,
el medio RPMI no fue suplementado con la mezcla antibiético-antimicético.

Tabla 8.1. Suplementos del medio RPMI.

Componentes Concentracién por litro  Volumen p/100 ml
Mezcla antibiética-antimicética 1% 1 mi
Piruvato de sodio TmM 1ml
L-glutamina 2 mM 1ml
Suero bovino fetal 10% 10 ml

El medio de cultivo se cambid cada 2-3 dias hasta que las células alcanzaron
un crecimiento confluente formado una monocapa. A partir de este momento,
se procedio al proceso de tripsinizacion con la finalidad de despegar y separar
las células del frasco para su recuento y/o subcultivo en frascos con medio de
cultivo nuevo. Para ello, se desechd el medio de cultivo y las células fueron
lavadas tres veces con 1 ml de solucion de Tripsina-EDTA en cada lavado y
después se incubaron a 37°C durante 3-5 minutos con dicha solucién o hasta
observar el desprendimiento de la monocapa. A continuacién, se sacudieron
los frascos para despegar las células, obteniendo una suspension celular
turbia. Para minimizar la accion proteolitica de la tripsina, se anadié medio
RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal y con la ayuda de una pipeta
se homogenizé completamente. La suspensidn celular homogénea se recogio y
se centrifugd a 100 x G, descartando el sobrenadante con ftripsina, y
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resuspendiendo las células en medio de cultivo nuevo. El recuento de células
Raw 264.7 viables se hizo por exclusion con azul de Tripan de acuerdo al
procedimiento descrito previamente en el apartado 6.3.7.2. A partir de la
suspension celular ajustada a una concentracion de 5x10° células/ml, se
llenaron 24 pocillos de una placa de cultivo para células con 1 ml cada uno,
siendo cultivadas las células durante 24 h a 37°C y 5% CO: para la formacién
de las monocapas.

8.3.4.2. Preparacioén de las suspensiones de L. plantarum C4

Las suspensiones estandarizadas de C4 fueron obtenidas a partir de un cultivo
de 24 horas de incubacién a 37°C en agar MRS en condiciones aerdbicas. A
partir de este cultivo se prepard una suspension de bacterias en bufer fosfato a
pH 7,2 (PBS) estéril. La concentracién se ajustd por turbidimetria usando como
término de comparacion el patrén 0,5 de la escala McFarland. 1 ml de esta
suspension fue adicionado a 9 ml de medio RPMI 1640 sin antibidtico para
obtener una suspension de 107 bacterias/ml lo que constituyd la suspensién de
trabajo con microorganismos vivos (C4 vivo). El resto de la suspensién se
utilizé para preparar la suspensién con microorganismos muertos (C4 muerto).
Para ello, se inactivd por ebullicion durante 10 minutos y se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Al igual que la suspension con microorganismos vivos,
se tomd 1 ml de la suspensién inactivada que fue adicionada a 9 ml de RPMI
1640 sin antibidtico para obtener una suspensién de 107 bacterias/ml. La
concentracion real de todas las suspensiones, asi como la inactivacion de C4,
fueron comprobadas de acuerdo al procedimiento descrito en el apartado 5.3.6.

8.3.4.3. Inoculacion de las células con L. plantarum C4 vivo y muerto

A las 24 h del cultivo de las células Raw 264.7 en placas de 24 pocillos se
retird el medio de cultivo de éstos, y se lavd dos veces con medio RPMI sin
antibidtico. Se realizd un control basal de la produccién de citokinas por las
células Raw, en ausencia de bacterias, tanto a las 28 como a las 48 h, a fin de
determinar posteriormente el efecto de la cepa C4 en la produccion de citokinas
por estas células.

Para la inoculacion de las bacterias se siguidé el esquema expuesto en la
Figura 8.3. Se incubaron las columnas de la placa de cultivo en diferentes
condiciones (cada condicion por cuadruplicado): en la primera y en la sexta
columna se afadido 1 ml de RPMI 1640 sin antibiético en cada pocillo, como
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control basal. En la segunda y en la tercera, se anadié 1 ml de L. plantarum C4
vivo a una concentracion de 107 bacterias/ml en cada pocillo. En la cuarta y
quinta columna, se afiadié 1 ml de L. plantarum C4 muerto a 107 bacterias/ml
en cada pocillo. En las columnas primera, segunda, tercera y cuarta, la
incubacion se realizo durante 4 h a 37°C y 5% CO2. Para las columnas quinta
y sexta, la incubacion fue 24 h a 37°C y 5% CO..

Control
negativo

Control
negativo

B Control Control
negativo negativo

C Control Control
negativo negativo

D Control Control
negativo negativo

Figura 8.3. Esquema de la inoculacion de las células Raw 264.7 con L. plantarum
C4. Columnas: 1 y 6: controles negativos, sin C4; columnas 2 y 3: suspension de C4
vivo; columnas 4 y 5: suspensiéon de C4 muerto. A las 4 h de incubacién se recogi6 el
sobrenadante de columnas 1, 3y 4, y a las 24 h de las columnas 5 y 6. La columna 2
se utilizé como control de viabilidad de C4.

A las 4 y 24 horas (28 y 48 horas totales respectivamente), se recogieron los
sobrenadantes de las columnas primera, tercera y cuarta, y las columnas
quinta y sexta respectivamente. Todos los sobrenadantes se filtraron con un
filtro de 0,22 ym, y se congelaron a -20°C hasta la posterior medida de
citokinas. La columna segunda se usé como control de la concentracion real de
L. plantarum C4. Los pocillos de esta columna se trataron con solucion de bilis
durante 15 minutos a 37°C y 5% CO2, para recuperar también aquellas
bacterias que las células Raw 264.7 hubieran fagocitado. Se obtuvieron los
sobrenadantes, y se realizaron diluciones decimales seriadas en PBS estéril,
sembrando gotas de 10 pl en placa con agar MRS y contando las colonias
crecidas a las 24 h.
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8.3.4.4. Inoculacion con L. plantarum C4 y Y. enterocolitica IP383

A otra placa con monocapas de células Raw 264.7 de 24 horas (placa 2), se le
retird el medio de cultivo de los pocillos de las columnas, lavando cada pocillo
dos veces con 1 ml de medio RPMI sin antibiético. En este experimento
también se realiz6 un control basal con células Raw. Se prepararon
suspensiones de las cepas C4 e IP383 en solucion de bufer fosfato como se ha
descrito en el apartado 8.3.4.2 de este capitulo.

Para la inoculacion de los pocillos de la placa de cultivo con las cepas C4 e
IP383 se siguio el esquema representado en la Figura 8.4. Se incubaron las
columnas en diferentes condiciones (cada condicién por cuadruplicado): en la
primera columna se afiadid6 1ml de RPMI, sin antibiético, en cada pocillo
durante 4 h. En la segunda columna se afiadi6 1ml de una suspension con
concentracion 107 bacterias/ml de L. plantarum C4 en cada pocillo durante 4 h.
En la tercera columna, se afadié 100 ul de una suspension que contenia 107
bacterias/ml de Y. enterocolitica IP383 (una hora mas tarde, tras haber
incubado las células 25 h), durante 3 h. En la cuarta columna se afadié 1ml de
L. plantarum C4 de una suspension que contenia 107 bacterias/ml, y a la hora,
se le afadioé 100 pl Y. enterocolitica IP383 de una suspension 107 bacterias/ml
durante 3 h. En los primeros pocillos de las columnas quinta y sexta (5A y 6A)
se realizd el mismo procedimiento que para la segunda columna, en los
segundos pocillos (5B y 6B) el mismo procedimiento que para la tercera
columna, y en los terceros pocillos (5C y 6C) el mismo procedimiento que para
la cuarta columna.

A las 28 horas totales, se recogieron los sobrenadantes de los pocillos de las
columnas primera, segunda, tercera y cuarta, se filtraron con un filtro de 0,22
MM, y se congelaron a -20°C para la posterior medida de citokinas. Los pocillos
de las columnas quinta y sexta se usaron como control de la concentracion real
de L. plantarum C4 (la primera fila), de Y. enterocolitica (la segunda fila), y de
ambas en la tercera fila. Para ello, cada pocillo se traté con 100 ul de solucion
de bilis durante 15 minutos a 37°C y 5% CO.. Se obtuvieron los sobrenadantes,
y se realizaron diluciones decimales seriadas en PBS estéril, sembrando gotas
de 10 pl en placa con agar MRS y LPSM para los pocillos que contenian L.
plantarum C4; y en agar TSA y agar Yersinia para aquellos que contenian Y.
enterocolitica; y en agar MRS, agar TSA, agar Yersinia y agar LPSM para los
pocillos que contenian ambas bacterias, recontando el numero de colonias
crecidas en las placas a las 24 h.
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Figura 8.4. Esquema de la inoculacion de las células Raw 264.7 con las cepas C4
e IP383. Columna 1: control negativo, sin bacterias; columna 2: suspensién de C4;
columna 3: suspension de IP383; columna 4: suspension de C4 y una hora después,
adiciéon de IP383; pocillos 5A y 6A, igual que columna 2; pocillos 5B y 6B, igual que
columna 3; pocillos 5C y 6C, igual que columna 4. A las 24 h se inocul6é con C4, a las
25 h con IP383 y a las 28 h se recogieron todos los sobrenadantes.

8.3.4.5. Cuantificacion de citokinas

Los niveles de citokinas en los sobrenadantes de cultivo se cuantificaron
mediante estuches comerciales por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA). Las concentraciones problema se determinaron por interpolacion en la
recta de calibrado obtenida a partir de las densidades 6pticas correspondientes
a estandares de concentraciones conocidas, suministrados por la casa
comercial y de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El procedimiento
general se ilustra en la Figura 8.5.

Las citokinas ensayadas fueron TNF-a, IL- 10, IL-12 e IFN-a. Las lecturas de
las absorbancias se realizaron en un lector MicroELISA, a 450 nm y 550 nm
para las citokinas IL-10, IL-12 y TNF-a, y solo a 450 para IFN-a.

Para el analisis estadistico, se determinaron las medias y desviaciones
estandar de los valores obtenidos. Las diferencias entre los grupos de medidas
se determinaron mediante la prueba t de Student. Los valores de P < 0,05 se
consideraron significativos.
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Figura 8.5. Esquema general de los ensayos de ELISA. (1) La superficie de los
pocillos esta sensibilizada con el anticuerpo de captura especifico para la citokina a
medir. (2) Adicién de las muestras y patron para la reaccién Ag (antigeno) - Ac
(anticuerpo). (3) Adicién del anticuerpo de deteccion conjugado con biotina. (4) Adiciéon
de estreptavidina conjugada con la enzima peroxidasa de rabano (HRP). (5) Adicién
de sustrato TMB y generacibn de un producto coloreado. Lectura en
espectrofotdmetro.

8.3.5. Actividad inmunomoduladora de L. plantarum C4 sobre la
capacidad de los esplenocitos de raton para responder a mitdgenos de
células By T.

8.3.5.1. Animales

Se emplearon ratones BALB/c, hembras, de 8 a 12 semanas de edad y de 18 a
22 g de peso, procedentes de Janvier Labs (Saint Berthevin, Francia). Los
animales se mantuvieron en condiciones libres de patégenos especificos con
libre acceso a pienso estandar (dieta AO4, Panlab, Barcelona) y agua estéril, y
se distribuyeron en dos grupos de 5 ratones cada uno.

8.3.5.2. Inoculacion de los ratones con L. plantarum C4

El grupo de animales tratados fueron inoculados cada dia con una dosis de 10°

bacterias/ml de L. plantarum C4 en un volumen de 100 ul de vehiculo por ratén

durante 18 dias. Como vehiculo se utilizé leche comercial descremada estéril.

La administracion se realizd por via intragastrica empleando una canula de

alimentacion de acero inoxidable conectada a una jeringa estéril de 1 ml. El
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grupo control fue tratado con el mismo volumen de leche descremada esteéril
durante el mismo tiempo.

Para la estandarizacion del inéculo, se partio de un cultivo de 24 horas de la
cepa C4 en placa de agar MRS a 37°C. A partir de este cultivo, se preparo una
suspension bacteriana en bufer fosfato pH 7,2 estéril a una concentracion de
100 bacterias/ml por comparacion visual con una suspension conocida. 1 ml de
esta suspension fue adicionado a 9 ml de leche descremada estéril para
obtener la suspension de 10° bacterias/ml. Para comprobar la concentracion
real de las suspensiones se realizaron diluciones decimales en bufer fosfato
salino (PBS) pH 7,2 estéril y sembrando gotas de 10 pl en las placas con agar
MRS y agar TSA. Una vez culminado el programa de inoculacion de los ratones
se procedio a la obtencién de heces (en su defecto, contenido cecal) y a su
posterior sacrificio para obtener la suspension de esplenocitos.

8.3.5.3. Cultivo de esplenocitos y respuesta a mitdgenos

Una vez obtenida las heces de cada raton, éstos fueron sacrificados. Tras
aseptizar la superficie corporal con etanol al 96%, se dispusieron sobre
soportes previamente aseptizados en el interior de una cabina de flujo laminar.
Utilizando material quirurgico estéril, se practicaron sucesivas incisiones en la
piel y en el peritoneo para extraer el bazo que se dispuso sobre una rejilla
metalica estéril depositada en el interior de una placa de Petri también estéril,
conteniendo ésta 10 ml de medio de cultivo RPMI 1640 (Tabla 8.2).

Tabla 8.2. Suplementacién del medio RPMI 1640 para esplenocitos.

Componente Concentracién por litro Volumen p/100 ml
L-glutamina 2 mM 1 mi
Piruvato sédico 1 mM 1 ml
2-mercaptoetanol? 50 uM 350 plP
Suero fetal bovino 90,9 ml 10 ml

aSe afade 2-mercaptoetanol al medio para favorecer la proliferacion de los
esplenocitos. °Volumen a tomar de una dilucién 1:1000 en PBS del producto
comercial.
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Se procedié a homogenizar el bazo presionando sobre la rejilla con el extremo
ancho de una jeringa de 5 ml estéril. Se dejaron decantar los restos tisulares
macroscopicos y se llevd la suspensién celular a un tubo de centrifuga de 15
ml. Las células se sedimentaron por centrifugacion a 1200 rpm durante 10
minutos y a 5°C en centrifuga Kokusan H-103N, desechando posteriormente el
sobrenadante. El sedimento celular obtenido fue resuspendido en 5 ml de
tampon de lisis de hematies (sigma) estéril. La suspension fue incubada a
temperatura ambiente durante 10 minutos, tras lo cual se anadieron 5 ml de
medio de cultivo para proteger las células nucleadas de dafo hipoténico. A
continuaciéon se realizd un lavado por centrifugacion en las condiciones ya
descritas y se resuspendieron en 10 ml de medio fresco.

De la suspension de esplenocitos se tomaron 100 pl que se llevaron a un tubo
eppendorf sobre 500 ul de Azul tripan (Sigma) y 400 ul de medio de cultivo
celular RPMI 1640. Con esta dilucion a 1:10 se llend una camara
hemocitométrica de Neubauer para proceder al recuento de células viables y
ademas comprobar que la viabilidad estuviese por encima del 95%. Las
suspensiones con viabilidad inferior fueron eliminadas. La suspension original
se centrifugé en las condiciones descritas anteriormente y el sedimento celular
se resuspendié en un volumen apropiado de medio de cultivo, para conseguir
una concentracion de 5 x 10° células viables por ml.

Las células se cultivaron en placas microtitter de poliestireno de 96 pocillos de
fondo plano. Se distribuyeron 100 ul de suspensién por pocillo de modo que
cada pocillo recibio 5 x 10° células. La suspensiéon (procedente del pool de
esplenocitos de varios ratones) se distribuy6é en 3 columnas de 8 pocillos. Se
afadio 10 pl de LPS (mitégeno estandar de células B) a cada uno de los 8
pocillos de una columna y 10 yl de Concanavalina A (ConA, mitégeno estandar
de células T) a la siguiente columna. La columna restante se correspondié con
los controles que no recibieron estimulo mitogénico. Las concentraciones
finales fueron 2,5 ug/ml para LPS y 1 ug/ml para Con A. Las placas se
incubaron a 37°C, 5% de tension de CO2 y humedad a saturacién durante 72
horas, tras lo cual se procedié a la lectura de la proliferacion celular.

La proliferacion celular se determind por el método colorimétrico descrito por
Mosmann (1983). Tras los tres dias de incubacion, se afnadieron a cada pocillo
10 ul de solucion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio)
MTT (sigma) al 0,5% en PBS y se incubaron durante 4 horas. En este tiempo
las células metabdlicamente activas reducen el MTT a un derivado tetrazdlico
coloreado. Transcurrida esta incubacion, cada pocillo recibio 100 ul de
isopropanol acido (0,42 ml de HCL al 35% por cada 100 ml de isopropanol),
con el fin de extraer de las células el colorante reducido. Se aspiré y expelid
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varias veces el contenido de cada pocillo, para solubilizar completamente los
cristales del colorante reducido. La densidad optica de los cultivos se determind
en un lector de microELISA, a una absorbancia de 550 nm (test) y 650 nm
(referencia). Los resultados se expresaron como la media aritmética de las
densidades Opticas obtenidas para cada mitdgeno (Leiva, 2008).

8.3.6. Efecto de C4 sobre la infeccién intestinal con Y. enterocolitica O9 in
Vivo

8.3.6.1. Animales

Se emplearon 36 ratones BALB/c hembras libres de patdégenos, de 6 semanas
de edad, procedentes de Janvier Labs (Saint Berthevin, Francia). Se hicieron
seis grupos de seis animales cada uno y se colocaron en condiciones de
barrera estandar en jaulas con pisos de rejilla de acero en la Unidad de
Experimentacion Animal de la Universidad de Granada. Todos los
experimentos con animales se llevaron a cabo de conformidad con las
directrices del Convenio Europeo para la proteccion de los animales
vertebrados utilizados con fines experimentales y otros fines cientificos
(Directiva 86/609/CEE) y supervisados por el Comité de Bioética de la
Universidad de Granada.

8.3.6.2. Preparacion de la leche fermentada adicionada con L. plantarum
C4

La leche fermentada adicionada de L. plantarum C4 fue suministrada por el
Departamento de Nutricion de la Universidad de Granada y se fabrico de
acuerdo al procedimiento descrito por Bergillos-Meca et al. (2015). De forma
resumida, el proceso de preparacion fue el siguiente: la leche cruda de cabra
se desnatd, se concentré y se calenté a 80°C durante 30 min. Una vez
enfriada, se inoculd con los iniciadores tradicionales utilizados en la fabricacion
de vyogur (Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus), asi como con L. plantarum C4. El in6culo de C4 fue preparado a
partir de una suspension en bufer fosfato salino a concentraciéon conocida, que
fue posteriormente centrifugada para ser agregada a la leche. La leche y los
in6culos se incubaron a 37°C durante 6 h.
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8.3.6.3. Inoculaciéon de los animales

Dos grupos (1 y 2) de animales recibieron una dosis de 10° bacterias viables de
la cepa C4 en 100 ul de leche fermentada, una vez al dia por via intragastrica,
durante 19 dias. La administracién se realizé con una aguja de alimentacion de
acero inoxidable y una jeringa de 1 ml. Otros dos grupos (3 y 4) recibieron 100
pl de leche fermentada sin C4 y los grupos (5 y 6) recibieron 100 ul de agua en
las mismas condiciones. Para la evaluacion del numero real de bacterias C4
viables, se sembraron diluciones del indculo en placas con agar LPSM y se
registré el numero de UFC después de 24 h de incubacién a 37°C.

8.3.6.4. Infeccién experimental con Y. enterocolitica O9 1P383

La cepa de Y. enterocolitica IP383 fue cultivada en TSA a 25°C durante 24 h,
se recogio, se lavo y se resuspendié en agua estéril. El numero real de
bacterias IP383 fue evaluado por siembra de las diluciones decimales
preparadas en agar CIN e incubadas a 37°C durante 24 h. Los ratones fueron
desafiados con una dosis Unica de 102 bacterias viables en 100 pl de agua por
la via intragastrica.

8.3.6.5. Deteccion de Y. enterocolitica O9 en heces y placas de Peyer

Para la evaluacién de la excreciéon fecal de IP383, las heces recién recogidas
se pesaron y se homogeneizaron en PBS estéril y las diluciones apropiadas de
los homogeneizados se sembraron en placas de agar CIN para su recuento.
Para la deteccion de Yersinia en las placas de Peyer (PP), los ratones se
sacrificaron por asfixia con CO2 en diversos puntos temporales después de la
infeccion, las PP se extrajeron asépticamente, se homogeneizaron en PBS
estéril y se procesaron como se ha descrito anteriormente para las heces. Se
registré el crecimiento bacteriano en las placas de agar CIN después de las 48
h de incubacion a 25°C.

8.3.6.6. Medicién de citokinas e IgA

Los ratones fueron anestesiados con una mezcla de ketamina y xilazina antes

de la obtencidon de sangre a travées de una puncidn cardiaca. La sangre

completa se recogié en tubos con EDTA a fin de separar el plasma para los

ensayos de citokinas. A continuacion, los ratones se sacrificaron y el contenido
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cecal se retird, pesé y homogeneizé en PBS. Las citokinas y la IgA total se
determinaron en homogeneizados cecales usando estuches comerciales de
ELISA.

8.3.6.7. Andlisis estadistico

Se analizé la significacion estadistica de las diferencias en la persistencia de
Yersinia en heces o en las PP de los ratones tratados con el probidtico y los no
tratados, usando la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Los resultados de las
determinaciones de citokinas e IgA se expresaron como medias y desviaciones
estandar y, para las comparaciones de los valores medios de los ratones
tratados con probidticos y los no tratados se usé la prueba t de Student. Los
valores de P < 0,05 se consideraron significativos.

8.4. RESULTADOS Y DISCUSION

8.4.1. Actividad inmunomoduladora de L. plantarum C4 sobre células Raw
264.7

En primer lugar, se examind la respuesta de las monocapas de células Raw
264.7 al estimulo de la cepa C4, inactivada por calor. Los ensayos con
bacterias inactivadas por calor ofrecen algunas ventajas: al excluir la actividad
metabdlica de las bacterias, se facilita el estudio de los efectos de sus
componentes estructurales potencialmente bioactivos; en el caso de bacterias
Gram-positivas como los lactobacilos, existen varios candidatos, principalmente
componentes de la pared como los acidos lipoteicoicos o la mureina (Lee et al.,
2013; Noh et al., 2015) y otras moléculas superficiales como polisacaridos y
glicoproteinas (Lebeer et al., 2008; Donkor et al., 2012; Ghadimi et al., 2014).
Adicionalmente, los tiempos de incubacion de células de mamifero con
bacterias muertas pueden prolongarse durante 24 h o mas, sin que se
incremente la relacion entre el numero de bacterias y el de células y sin que la
actividad metabdlica de las bacterias consuma los nutrientes del medio y
acumule metabolitos toxicos o modifique el pH. Sin embargo, estos ensayos
tienen la limitacion de que no reproducen las interacciones protagonizadas por
bacterias vivas, funcionalmente activas, capaces de secretar moléculas con
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actividad biologica y de establecer un dialogo molecular con las células del
hospedador o con otros microorganismos presentes en la microbiota intestinal
(Adams, 2010).

La Figura 8.6 presenta las determinaciones de TNF-a en sobrenadantes de
cultivos de células Raw 264.7 incubadas con la cepa C4, muerta por calor,
durante periodos de 4 y 24 h. En ambos casos, C4 estimul6 la produccion de
TNF-a hasta seis veces en comparacion con los cultivos control de células Raw
2.64.7 sin estimular. Estos resultados sugieren que algun o algunos
componentes de C4 promueven la produccion de esta citokina proinflamatoria
por macrofagos.

TNF-& (pg/ml)

50 - P<OOOT P <0.05
0

Control Control
4 horas 24 horas

Figura 8.6. Produccion de TNF-a por células Raw 264.7 inoculadas con L.
plantarum C4 muerto por calor. Las monocapas de Raw 264.7 se inocularon con
suspensiones de C4 inactivadas por tratamiento térmico y se incubaron durante 4 y 24
horas. Los resultados representan las medias de cuatro determinaciones (mas la
desviacion estandar). Los valores de P indican diferencias significativas de los cultivos
inoculados con C4 en relaciéon con sus correspondientes controles.

En lo que se refiere a la produccién de IFN-a, como se muestra en la Figura
8.7, la incubacién con C4 inactivada por calor no modificé significativamente su
produccion respecto de los niveles basales medidos en los respectivos cultivos
control.
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Figura 8.7. Produccion de IFN-a por células Raw 264.7 inoculadas con L.
plantarum C4 muerto por calor. Las condiciones del ensayo fueron las mismas
descritas en el pie de la Figura 8.6. Los resultados representan las medias de cuatro
determinaciones (mas la desviacion estandar). No se observaron diferencias
significativas entre los cultivos inoculados con C4 y sus correspondientes controles.

En el siguiente grupo de experimentos las monocapas de Raw 264.7 se
incubaron en presencia de bacterias vivas. Esto permitié estudiar la accién de
C4 viva para compararla con los efectos observados con C4 inactivada en los
ensayos anteriores. Adicionalmente, se examinoé la influencia de C4 viva en la
respuesta de citokinas inducida por la bacteria enteropatégena Y. enterocolitica
09. Las monocapas de Raw 264.7 se incubaron durante 4 h en presencia de
C4; transcurrida la primera hora, se adicioné la cepa IP383 de Y. enterocaolitica,
que se mantuvo por tanto 3 h en cocultivo con la monocapa. Los ensayos
incluyeron monocapas control (sin bacterias), monocapas incubadas 4 h con
C4 sola y monocapas incubadas 3 h con IP383 sola. En la Figura 8.8 se
presentan las determinaciones de TNF-a. En primer lugar, se observa que la
incubacion durante 4 h con C4 viva no modificé la produccion basal de esta
citokina. Sin embargo, los ensayos anteriores mostraron que la incubacién con
C4 inactivada, durante el mismo periodo de tiempo, incrementé en mas de seis
veces el nivel de TNF-a en los sobrenadantes. Aparentemente, el hecho de
que una bacteria probidtica inactivada por calor es capaz de inducir una
potente respuesta proinflamatoria, mientras que la misma bacteria viva carece
de dicha capacidad, es inusual y llama la atencion. Aunque se reconoce que
muchas bacterias probiodticas pueden ejercer sus efectos beneficiosos tanto
vivas como muertas (Adams, 2010), en la mayoria de los estudios
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comparativos se encuentra que la actividad probidtica es claramente superior
en las bacterias vivas, tanto in vitro (Donkor et al., 2012; Karlsson et al., 2012;
Fang et al., 2014) como in vivo (Kim et al., 2013).
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Figura 8.8. Influencia de L. plantarum C4 en la produccion de TNF-a por células
Raw 264.7 infectadas con Y. enterocolitica IP383. Las monocapas de Raw 264.7 se
inocularon con cultivos vivos de C4 y de IP383. Los sobrenadantes se recogieron 4
horas después de la inoculacion con C4 y 3 h después de la infeccion con IP383. Los
resultados representan las medias de cuatro determinaciones (mas la desviacion
estandar). Los valores P indican diferencias significativas de los cultivos inoculados
con IP383 y con la combinacion de C4 e IP383 en relacion con el cultivo control. El
valor de P’ indica que la diferencia entre los cultivos infectados con IP383 sin y con
pretratamiento con C4 fue significativa.

Sin embargo, Wang et al. (2013), trabajando con células Raw 264.7
estimuladas con una cepa probidtica de Lactobacillus casei, han observado una
transcripcion diferencial de los genes que codifican diversos TLRs en funcién
de que las bacterias estuviesen vivas o muertas por calor, en consecuencia, las
bacterias vivas mostraron capacidad para suprimir significativamente la
respuesta de mediadores de inflamacion, incluyendo TNF-a. Esta observacién
podria explicar nuestros resultados. Adicionalmente, hay que considerar que
algunos lactobacilos producen proteasas capaces de degradar citokinas
proinflamatorias (von Schillde et al., 2012). Si este fuese el caso de la cepa C4,
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esta claro que la promocion de la actividad proinflamatoria no se detectaria con
bacterias vivas, con actividad proteolitica; sin embargo, actualmente no
poseemos evidencias de que C4 produzca proteasas capaces de degradar
TNF-a..

La Figura 8.8 muestra también que la cepa IP383 indujo una notable
produccion de TNF-a por las células Raw 264.7. Esta citokina proinflamatoria
es una molécula crucial en la inmunidad innata frente a infecciones bacterianas
(Pfeffer, 2003) y desempefia un papel prominente en la defensa frente a Y.
enterocolitica (Autenrieth et al., 1992; Autenrieth et al., 1996). En nuestros
ensayos, el pretratamiento de las células Raw 264.7 con C4 incrementd
significativamente la respuesta de TNF-a frente a IP383 en comparacién con la
respuesta inducidos por IP383 sola, lo que sugiere un claro efecto
inmunoestimulador de C4 que se puede traducir en términos de un incremento
de la resistencia a la infeccién por la enterobacteria. Dado que la reaccién
inflamatoria causa un dafo tisular, la produccion excesiva de citokinas
proinflamatorias puede resultar perjudicial para el hospedador y, de hecho, se
admite que algunos probidticos con actividad antiinflamatoria son capaces de
limitar los dafios causados en el curso de infecciones por bacterias como
Salmonella enterica (Eom et al., 2015) o Helicobacter pylori (Myllyluoma et al.,
2008). Por tanto, la actividad antiinflamatoria de algunos probidticos puede
reportar beneficios al hospedador, pero también puede disminuir la resistencia
frente a la infeccidn (Steinberg et al., 2014). En nuestro caso, es de destacar
que C4 viva no induce de por si producciéon de TNF-a, pero es capaz de
potenciar notablemente su produccion en respuesta a Y. enterocolitica, es
decir, solo promueve la respuesta defensiva en presencia del agente patégeno.

En los ensayos con bacterias vivas también se midieron los niveles de IFN-o en
los sobrenadantes de los cultivos de células Raw 264.7. Los resultados se
presentan en la Figura 8.9. Ninguna de las bacterias ensayadas, ni su
combinacién, modificd significativamente la produccién de IFN-o en relacion
con los cultivos control no infectados. Sin embargo, en los sobrenadantes de
las monocapas incubadas con IP383 sola, los niveles de esta citokina antiviral
fueron menores que en los controles y esta disminucién rozo la significacion
estadistica (P = 0.0606); pero el pretratamiento con C4 abolié esta inhibicion:
los niveles de IFN-a en sobrenadantes de monocapas inoculadas con la
combinacién de C4 e IP383 fueron moderada pero significativamente mayores
que los niveles en sobrenadantes de monocapas inoculadas con IP383 solo.
Estos datos podrian interpretarse en el sentido de que la infeccién con Y.
enterocolitica se asocia a una ligera depresion de la capacidad de respuesta
frente a infecciones virales, pero la cepa C4 es capaz de revertir esta situacion
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y llevarla a la normalidad. Se precisan nuevos estudios para documentar este
posible efecto de la cepa probidtica.
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P <0.05
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Figura 8.9. Influencia de L. plantarum C4 en la produccién de IFN-a por células Raw
264.7 infectadas con Y. enterocolitica IP383. Las condiciones del ensayo fueron las
mismas descritas en el pie de la Figura 8.8. Los resultados representan las medias de
cuatro determinaciones (mas la desviacion estandar). La diferencia entre los cultivos
infectados con IP383 sin y con pretratamiento con C4 fue significativa.

Finalmente, hay que resenar que las determinaciones de IL-10 y de IL-12 no
ofrecieron niveles detectables de ninguna de estas citokinas en la mayoria de
los sobrenadantes examinados, motivo por el cual no se incluyen resultados de
las mismas. Las razones de esta ausencia de valores detectables no estan
claras. La linea Raw 264.7 ha sido utilizada por otros autores para medir la
produccion de IL-10, aunque en algunas condiciones experimentales sus
niveles son indetectables (Yamamoto et al., 2007), como ocurre en nuestro
caso. Hay que tener presente que IL-10 es una citokina antiinflamatoria, que
suele presentar una correlacién negativa con las citokinas proinflamatorias
como TNF-a (Mege et al.,, 2006). En estudios previos, nuestro equipo ha
encontrado que L. plantarum C4 inhibe la produccion de IL-10 y que algunos
efectos antiinflamatorios de esta cepa estan mediados por un mecanismo
independiente de IL- 10 (Jiménez-Valera et al., 2013). En cuanto a IL-12, su
produccion por células Raw 264.7 sometidas a diversos estimulos es
frecuentemente muy escasa (Yamamoto et al., 2007; Wang et al., 2008), lo que
supone una limitacion experimental dado el interés de esta citokina
inmunorreguladora.
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8.4.2. Influencia de C4 en la capacidad de los esplenocitos para proliferar
en respuesta a mitdbgenos.

Para investigar los posibles efectos inmunomoduladores de la administracion
de L. plantarum C4 por via intragastrica, durante 18 dias consecutivos, se
obtuvieron los bazos y se realizaron recuentos de células nucleadas viables.
Los resultados, que se muestran en la Tabla 8.3, revelan que no hubo ninguna
diferencia significativa en el tamafo de la poblaciéon de esplenocitos.

Tabla 8.3. NUmero de esplenocitos en ratones testigos y tratados con C4.

Ratén Grupo Esplenocitos por bazo (x106)
1 Control 88
2 84
3 105
4 79
5 71
Media 85,4
DE? 12,66
6 Tratado 45
7 100
8 61
9 163
10 60
Media 85,8
DE? 47,71
pP 0,9831

aDesviacion estandar.
bCalculada mediante la prueba t de Student (significacion < 0,05).

Estos resultados son consistentes con la ausencia de esplenomegalia
observable en los animales tratados con C4. La esplenomegalia es un sintoma
caracteristico de diversas infecciones causadas por protozoos, bacterias y
virus, y es la consecuencia de una reaccién inflamatoria que acumula células
fagociticas en el bazo colonizado por microorganismos patdégenos (Stevens et
al., 1994). El bazo es un 6rgano muy irrigado y rico en fagocitos fijos, por lo que
(junto con el higado) juega un papel crucial en la depuracion de particulas
extranas y microorganismos que hayan alcanzado la circulacién sanguinea. La
induccion de esplenomegalia se considera por tanto un efecto indeseable para
un probidtico (Kuo et al., 2013). Se ha comprobado que la administracion oral
de otros lactobacilos probiéticos vivos no induce modificaciones significativas
en el peso del bazo ni en su contenido en linfocitos (Kirjavainen et al., 1999;

Bernardeau et al., 2002).
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La Tabla 8.4. muestra las determinaciones y el calculo de la proliferacion de
esplenocitos correspondiente a un raton del grupo testigo. Las suspensiones de
esplenocitos se cultivaron en ausencia de estimulo (blancos) y en presencia de
los mitogenos LPS y ConA, para examinar la capacidad de respuesta de los
linfocitos B y T, respectivamente. Como se ha descrito anteriormente, la
proliferacion celular se midi6 por un método no radiactivo, basado en la
reduccion del MTT.

Tabla 8.4. Ejemplo del célculo de la proliferacion de esplenocitos.

Densidades Opticas en las columnas indicadas®®

Fila® Filtro 1 (Blanco) 2 (LPS) 3 (ConA)
A 550 nm 0,255 0,655 1,117
B 0,282 0,660 1,037
C 0,261 0,686 1,130
D 0,281 0,684 1,123
E 0,254 0,693 1,153
F 0,250 0,712 1,107
G 0,264 0,696 1,095
H 0,241 0,742 1,128
A 650 nm 0,073 0,126 0,194
B 0,080 0,129 0,182
C 0,083 0,134 0,205
D 0,084 0,135 0,208
E 0,087 0,142 0,222
F 0,089 0,141 0,214
G 0,083 0,133 0,207
H 0,078 0,139 0,205
Diferencia 550-650 nm 0,182 0,529 0,923
0,202 0,531 0,855
0,178 0,552 0,925
0,197 0,549 0,915
0,167 0,551 0,931
0,161 0,571 0,893
0,181 0,563 0,888
0,163 0,603 0,923

@Filas y columnas de una placa de microttitter de 96 pocillos; cada valor corresponde
a la media de la densidad 6ptica (DO) de un pocillo.

®Los cultivos en las columnas 2 y 3 se hicieron en presencia de LPS y ConA.

La proliferacién se mide por la diferencia entre la media de densidad 6ptica de los
cultivos estimulados con un mitégeno y la media de DO de los cultivos sin estimular.

Los esplenocitos de cada bazo se habian cultivado en 24 pocillos distribuidos
en tres columnas: los ocho pocillos de la primera columna eran blancos, los
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ocho de la segunda se estimularon con LPS y los ocho de la tercera con ConA.
Para cada pocillo, se determiné la absorbancia en los lisados de esplenocitos,
a 550 y a 650 nm, y a la primera se rest6 a segunda. Se calcul6 el promedio de
los ocho valores obtenidos para los ocho pocillos de cada columna. Finalmente,
al promedio de cada columna de cultivos estimulados con mitdgenos se le resto
el promedio de la columna de cultivos blancos, sin estimular.

Una vez obtenidos los resultados de proliferacion correspondientes a los
esplenocitos de cada raton, se calcularon los promedios para el grupo testigo y
para el grupo tratado con C4, y se analizo la significacién estadistica de las
diferencias observadas. Los resultados se presentan en la Figura 8.10.
Ninguna f=t=——t« : = - ! A toeifiaaais E—
Figura 4.1. Influencia de laingestion de C4 en la
respuesta de los esplenocitos a mitbgenos
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Figura 8.10. Influencia de la ingestion de C4 en la respuesta de los esplenocitos
a mitdégenos. Valores de P: para la comparacion de respuestas a LPS, P = 0,6692;
para la comparacion de respuestas a ConA, P = 0,0889.

Por tanto, el tratamiento con C4 no tuvo repercusion en la capacidad de
respuesta de los linfocitos a nivel sistémico. Un enfoque ya clasico en el
estudio de las interacciones entre probidticos e inmunidad pasa por examinar
los efectos de la incubacién de leucocitos periféricos, esplenocitos o lineas
leucocitarias estables (linfocitos y macrofagos) con bacterias probidticas vivas,
muertas o con fracciones o metabolitos suyos. Partiendo de este enfoque,
numerosas publicaciones han demostrado que las células inmunitarias son
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facilmente estimuladas in vitro, con diversos efectos, reflejados generalmente
en la produccidn de citokinas pro- o anti-inflamatorias, inmunorreguladoras,
antivirales, quimiokinas, etc. (Leber et al., 2008; Adams, 2010; Donkor et al.,
2012). Sin embargo, esta informacion no es apenas relevante para conocer los
efectos de la ingestion de probidticos sobre la inmunidad, dadas las distintas
condiciones y factores que se dan en los experimentos in vitro respecto de los
ensayos in o ex vivo. En nuestro caso, es muy interesante notar que en el
presente estudio no se han detectado modificaciones adversas de la capacidad
de respuesta sistémica en ratones inmunolégicamente intactos, pero tenemos
evidencias previas de que C4 puede ejercer una significativa accion
inmunorrestauradora en ratones inmunosuprimidos por tratamiento con
ciclofosfamida (Bujalance et al., 2007). Si este perfil de inmunomodulacion se
confirma, estariamos ante una bacteria que no modifica la inmunidad intacta
pero si ayuda a la recuperacion de funciones inmunitarias deterioradas. En
posteriores investigaciones, se debera examinar si C4 ejerce efectos
inmunomoduladores sobre la inmunidad mucosal, con el fin de tener un
panorama completo de su potencial como agente modificador de la respuesta
bioldgica.

8.4.3. Efecto del tratamiento con L. plantarum C4 en la infeccién
experimental con Y. enterocolitica O9 en el ratén.

En un estudio previo encontramos que el curso de la excrecion fecal de Y.
enterocolitica O9 en ratones infectados por via oral no se modificoé por la
administracién previa de L. plantarum C4 adicionado a leche no fermentada
(Bujalance et al., 2014). Dado que, en el modelo de infeccién oral por raton, las
yersinias invaden las placas de Peyer (Oellerich et al., 2007), decidimos
determinar si el tratamiento con C4 afecta la persistencia de yersinias en las
placas de Peyer. Los ratones recibieron C4 en leche fermentada una vez al dia
hasta el dia de su sacrificio mientras que los ratones control solo recibieron
leche fermentada. En el dia 10, los animales fueron desafiados con IP383. Dos
grupos de ratones infectados (control no tratado y ratones tratados con C4, n =
6 en cada grupo) se sacrificaron en diversos momentos después de la infeccion
(dias 14, 18, 22, 26 y 30) para la deteccion de yersinia en las PP. El tratamiento
con C4 no fue capaz de acortar la persistencia de yersinias en la luz intestinal
(datos no mostrados). Sin embargo, los resultados mostrados en la Figura 8.11.
demuestran que los cultivos de las PP de ratones tratados con C4 se volvieron
negativos antes que los de los ratones no tratados, y la diferencia fue
estadisticamente significativa (P <0,05). Este experimento se repiti6 con
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resultados similares (datos no mostrados). Esto sugiere que C4 promovié la
eliminacion de IP383 en las placas de Peyer del raton.

Numero de ratones con placas de Peyer colonizadas

10 14 18 22 26

dias post-infeccion

Figura 8.11. Medicion del curso temporal de la colonizacion de las PP por Y.
enterocolitica. Los grupos de seis ratones BALB/c control (linea continua) y tratados
con C4 (linea discontinua) se sacrificaron en diversos momentos después de la
infeccién para detectar yersinias en las PP. La diferencia en la cinética de depuracion
entre los ratones tratados con C4 y los controles no tratados fue significativa de
acuerdo con la prueba de Wilcoxon (P <0,05).

8.4.4. Efectos del tratamiento con L. plantarum C4 en la produccién
intestinal de citokinas e IgA en ratones no infectados e infectados con Y.
enterocolitica O9.

Para examinar los efectos de C4 en la respuesta intestinal a la infeccion con
IP383, y para diferenciarlos de los posibles efectos del vehiculo de leche
fermentada, los ratones se dividieron aleatoriamente en tres grupos (cada
grupo de 12 ratones): Un grupo de ratones recibié C4 suspendido en leche
fermentada durante 19 dias consecutivos, otro grupo recibié leche fermentada
y un tercer grupo (control no tratado) recibié agua durante el mismo periodo. La
mitad de los animales de cada grupo se expusieron a |IP383 el dia 17. Las
muestras cecales se tomaron al final del experimento, el dia 20.
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Como se muestra en la Figura 8.12 la infeccidn con IP383 aumento
significativamente el nivel de la citokina proinflamatoria TNF-a en los ratones
control (P <0.01), en los ratones que recibieron leche fermentada (P <0.05) y
en aquellos tratados con C4 (P <0.002). Curiosamente, el nivel cecal de TNF-a
fue significativamente mayor en ratones infectados que recibieron C4 que en
ratones infectados que recibieron leche fermentada sola (P <0.05).
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Figura 8.12. Niveles de TNF-a en el contenido cecal de ratones no infectados
(barras blancas) e infectados con Y. enterocolitica (barras negras). Los resultados
se informan como las medias mas la desviacion estandar de los datos de seis ratones.
La misma letra sobre 2 barras indica que las diferencias entre los grupos
correspondientes fueron estadisticamente significativas. Los valores de P estan
indicados en el texto.

La Figura 8.13 muestra que la citokina antiinflamatoria IL-10 disminuyo
significativamente en el contenido cecal de los animales tratados con leche
fermentada (P <0.01) y en aquellos que recibieron leche fermentada que
contiene C4 (P <0.001). La infeccion con IP383 redujo el nivel de IL-10 en
ratones de control (P <0,0001), pero no tuvo efecto sobre esta citokina en
animales tratados con C4 o solo con leche fermentada.

Las determinaciones de IgA total en los contenidos cecales son presentadas en
la Figura 8.14. Solo en el grupo de animales tratados con C4 era una infeccién
con |IP383 asociada con un aumento significativo en produccion de IgA (P
<0.005). Ademas, los ratones tratados con C4 e infectado con IP383 tenian
niveles totales de IgA mas altos en comparacion con los ratones infectados con
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IP383 en el control no tratado grupo (P <0.05) y en el grupo tratado con la
lecheria vehiculo solo (P <0.005).
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Figura 8.13. Niveles de IL-10 en el contenido cecal de ratones no infectados
(barras blancas) e infectados con Y. enterocolitica (barras negras). Los resultados
se informan como las medias mas la desviacion estandar de los datos de seis ratones.
La misma letra sobre 2 barras indica que las diferencias entre los grupos
correspondientes fueron estadisticamente significativas. Los valores de P estan
indicados en el texto.
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Figura 8.14. IgA total secretada en el contenido cecal de ratones no infectados
(barras blancas) e infectados con Y. enterocolitica (barras negras). Los resultados
se informan como las medias mas la desviacion estandar de los datos de seis ratones.
La misma letra sobre 2 barras indica que las diferencias entre los grupos
correspondientes fueron estadisticamente significativas. Los valores de P estan
indicados en el texto.

149



8. ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE C4

8.4.5. Efectos del tratamiento con L. plantarum C4 sobre los niveles
plasméticos de citokinas en ratones no infectados e infectados con Y.
enterocolitica O9

Para comprender mejor la actividad inmunoduladora de C4 a nivel sistémico,
utilizamos el mismo disefio experimental descrito anteriormente para examinar
las concentraciones de TNF-a, IL-10 e IFN-y en el plasma de los ratones
control, de los ratones tratados con leche fermentada y de los tratados con C4,
tanto infectados como no infectados con IP383. La Figura 8.15 muestra que la
concentracion de TNF-a no se modificod significativamente por los tratamientos
con C4 o con el vehiculo lacteo solo. Ademas, la concentracidn de esta citokina
no se vio afectada por la exposicion a IP383.
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Figura 8.15. Niveles de TNF-a en plasma de ratones no infectados (barras
blancas) e infectados con Y. enterocolitica (barras negras). Los resultados se
informan como las medias mas las desviaciones estandar de los datos de seis ratones.
La misma letra sobre 2 barras indica que las diferencias entre los grupos
correspondientes fueron estadisticamente significativas. Los valores de P estan
indicados en el texto.

Como se muestra en la Figura 8.16 (A), los niveles plasmaticos de IL-10 fueron
significativamente mayores, solo en el grupo que recibi6 C4 e IP383 en
comparacioén con el grupo control no infectado (P <0.01) y el grupo tratado con
vehiculo lacteo no infectado (P <0.05). Finalmente, la Figura 8.16 (B) muestra
valores de IFN-y en plasma. Tanto si estaban infectados como si no, los
ratones tratados con C4 mostraron concentraciones plasmaticas de IFN-y mas
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altas que las del grupo control no infectado (P<0.02 y P<0.05,
respectivamente), el grupo de control infectado (P <0.01 y P <0.05 ) y el grupo
que recibi6 el vehiculo lacteo solo (P <0.02 y P <0.05).
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Figura 8.16 Niveles de citokinas (IL-10 e IFN-y) en plasma de ratones no
infectados (barras blancas) e infectados con Y. enterocolitica (barras negras).
Los resultados se informan como las medias mas las desviaciones estandar de los
datos de seis ratones. La misma letra sobre 2 barras indica que las diferencias entre
los grupos correspondientes fueron estadisticamente significativas. Los valores de P
estan indicados en el texto.
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Nuestros estudios previos dirigidos a caracterizar el potencial probiotico de L.
plantarum C4 demostraron que esta cepa no pudo modificar el curso de la
infeccién intestinal con Y. enterocolitica en ratones cuando se midié por
excrecion fecal de yersinias, pero confiridé proteccidon parcial contra Salmonella
enterica serovar Typhimurium, sugiriendo que estaba implicado un mecanismo
de inmunomodulacion (Bujalance et al., 2014). En el presente estudio,
encontramos que la presencia de Y. enterocolitica en las placas de Peyer de
ratones infectados experimentalmente se acortd significativamente por el
pretratamiento con C4, lo que se asocid con la modulacion de la respuesta
biolégica del huésped. Y. enterocolitica O9 es una bacteria bien adaptada al
entorno intestinal, como lo demuestra su capacidad para permanecer en el
intestino durante largos periodos de tiempo. El pretratamiento con C4 no fue
capaz de acortar la persistencia de yersinias viables en el contenido intestinal,
lo que parece excluir cualquier mecanismo de antibiosis de C4 contra Y.
enterocolitica. De hecho, nuestros estudios in vitro demostraron que la accién
inhibidora de C4 contra bacterias enteropatégenas se debe a la produccién de
acido en medios ricos en dextrosa, pero no en muestras fecales (Bujalance et
al.,, 2014). Sin embargo, la capacidad de C4 para acelerar la depuracion
bacteriana en las PP sugiere un mecanismo inmunoldgico.

La citokina proinflamatoria TNF-a es una molécula clave en la inmunidad innata
a la infeccion (Pfeffer, 2003). Los resultados presentados en este estudio
indican que la infeccion intestinal con Y. enterocolitica induce una respuesta
local de TNF-a. Esto es coherente con los informes que muestran que se
requiere produccion de TNF-a. para la restriccion de una infeccién primaria por
Y. enterocolitica en ratones (Autenrieth y Heesemann, 1992; Autenrieth et al.,
1996). Nuestros datos demostraron que el pretratamiento con C4 aumenté la
produccion de TNF-a en respuesta a la infeccion, mientras que el
pretratamiento con el vehiculo de leche fermentada solo no tuvo ningun efecto.
Por lo tanto, el pretratamiento con C4 podria ejercer un efecto protector contra
la infeccidn por Y. enterocolitica potenciando la respuesta del TNF-a. Este
efecto protector de C4 podria extenderse a otros patégenos intestinales cuya
eliminacion estd mediada por TNF-a. Sin embargo, junto con su papel
defensivo, las respuestas de citokinas proinflamatorias pueden ser perjudiciales
para el huésped; por lo tanto, existen mecanismos reguladores para limitar la
extension del dafio colateral a los tejidos del huésped.

La IL-10 es un importante regulador de las respuestas del huésped, capaz de
prevenir o limitar el desarrollo de lesiones causadas por una respuesta
inflamatoria exacerbada inducida durante la infecciéon (Mege et al., 2006). Sin
embargo, se ha documentado que la IL-10 puede proporcionar efectos
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beneficiosos para las bacterias patdgenas, permitiendo al patogeno eludir las
defensas del huésped (Lee et al., 2011). En infecciones con Y. enterocolitica,
IL-10 puede impedir la depuracion de patdégenos y mejorar la inmunopatologia
(Schaake et al., 2013). En nuestro estudio, todas las inoculaciones con
bacterias (leche fermentada, C4 o Y. enterocolitica) produjeron reducciones
significativas en los niveles de IL-10 en los contenidos cecales, pero el
pretratamiento C4 no modificé la produccion de IL-10 en respuesta a la
infeccion con Y. enterocolitica. Por lo tanto, nuestros hallazgos sugieren que, a
nivel intestinal, C4 promovié una respuesta defensiva proinflamatoria en lugar
de una respuesta regulatoria.

Por otra parte, el tratamiento con C4 no modifico la concentracion total de IgA
en los contenidos cecales de animales no infectados, pero solo los animales
pretratados con C4 respondieron a la infeccion por Y. enterocolitica con un
aumento significativo en la IgA cecal. La IgA secretada es esencial para la
defensa Optima de la mucosa, ya que es capaz de inhibir la colonizacién de la
mucosa Yy la invasion por microorganismos patdgenos (Brandtzaeg, 2003). La
respuesta de IgA parece ser importante para proteger la mucosa intestinal
contra la infeccion por Y. enterocolitica (Sugiura et al., 2013). Aunque, en
nuestro estudio, la respuesta de IgA especifica a Y. enterocolitica no se midié,
nuestros datos demuestran un efecto adyuvante de C4 sobre la produccion de
IgA secretada en ratones infectados.

Tomados en conjunto, nuestros datos sugieren que C4 promovié mecanismos
de resistencia a la infeccién con Y. enterocolitica, lo que puede explicar la
reduccion en la duracion de la colonizacién de las placas de Peyer por las
yersinias en los animales tratados con el probiético. Con el fin de obtener una
imagen completa de la actividad inmunomoduladora de C4, se examino el
impacto de la infeccién intestinal en la inmunidad sistémica en los mismos
animales en estudio. Las respuestas inflamatorias en el intestino no se
reflejaron en los niveles plasmaticos de TNF-a o IL-10, y el tratamiento con C4
no modificé significativamente las concentraciones de ninguna de las citokinas.
Sin embargo, los niveles plasmaticos de IFN-y fueron mayores en los animales
tratados con C4 que en los controles no tratados o en los ratones que
recibieron leche fermentada. El IFN-y es producido por células NK y algunos
subconjuntos de células T, y desempefa un papel inmunomodulador (Stark et
al., 1998).

La resistencia a muchas bacterias depende en gran medida de las acciones de
IFN-y, que incluyen la activacion de los macréfagos a un estado microbicida
elevado (Taylor et al., 2007). Por ejemplo, la produccién de IFN-y se asocia con

la resistencia de los ratones a Y. enterocolitica (Autenrieth y Hessemann,
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1992), y esta citokina esta implicada en el control de la propagacion de
yersinias altamente patégena desde las placas de Peyer al bazo (Autenrieth et
al., 1996). Se ha demostrado que los ratones BALB/c son mas susceptibles a
Y. enterocolitica que los ratones C57BL/6 porque estos ultimos expresan
ARNm de IFN-y mas rapidamente y en cantidades mayores que los BALB/c
(Bohn et al., 1994). Sin embargo, la depuracién de las yersinias en las placas
de Peyer de ratones pretratados con C4 comenzé después de 18 dias de
infeccion, y este periodo podria ser suficiente para la produccion de IFN-y por
ratones BALB/c (Autenrieth et al., 1994). Por lo tanto, la potenciacion de la
produccion de IFN-y no puede excluirse como uno de los mecanismos
responsables del aumento de la resistencia a Y. enterocolitica inducida por C4.

En modelos experimentales de infeccion, los probidticos pueden actuar
aumentando los mecanismos de defensa mediante la produccion de citokinas
proinflamatorias o, como alternativa, limitando el dafo inflamatorio inducido por
el patégeno. La mayor expresion de IL-10 antiinflamatoria inducida por algunas
cepas probidticas puede, en algunos casos, ser beneficiosa para el huésped,
pero también puede estar asociada con la falta de proteccion contra la infeccion
(Steinberg et al.,, 2014). Curiosamente, se ha informado que una cepa
probiotica de Bifidobacterium adolescentis con actividad antiinflamatoria pudo
proteger a los ratones de la generalizacién de la infeccion con una cepa
altamente patégena del biotipo 1B de Y. enterocolitica (Frick et al., 2007). Sin
embargo, el pretratamiento con B. adolescentis no disminuyd la infeccidn
intestinal ni el numero de yersinias en las placas de Peyer, pero si su
diseminacion sistémica. La accién protectora de B. adolescentis se ha atribuido
a la estimulacion de Ila poblacion intestinal de células dendriticas
plasmocitoides que pueden inducir células T reguladoras (Wittmann et al.,
2013). Nuestros hallazgos demuestran que L. plantarum C4 ejerce un efecto
protector contra la infeccidon intestinal con Y. enterocolitica, y que esta
proteccion se asocia con un estado proinflamatorio en la mucosa intestinal y un
aumento en la produccion de IgA secretada. Sin embargo, a nivel sistémico, C4
no promueve una respuesta proinflamatoria, aunque estimula la produccion de
la citokina inmunorreguladora IFN-y. Por lo tanto, C4 tiene un potencial anti-
infeccioso, asociado a la actividad inmunomoduladora, que puede ser
beneficioso para el huésped.
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8.5. CONCLUSIONES

12. La cepa C4 de Lactobacillus plantarum no induce produccion de la citokina
proinflamatoria TNF-a por la linea de macrofagos murinos Raw 264.7, lo que
indica que esta bacteria probidtica carece de actividad inflamatoria per se.

22 La cepa C4 de Lactobacillus plantarum potencia la respuesta de TNF-a
inducida por la bacteria enteropatégena Yersinia enterocolitica O9 en la linea
de macréfagos murinos Raw 264.7, lo que demuestra que la cepa C4 es capaz
de estimular la inmunidad innata en situaciones de infeccion por esta bacteria.

32. Las determinaciones de producciéon de IFN-a por células Raw 264.7
sugieren que la infeccidbn por Yersinia enterocolitica O9 se asocia a una
moderada disminucion de la resistencia antiviral, que es restaurada por accion
de la Lactobacillus plantarum C4.

43, La administracion intragastrica de una dosis diaria de la cepa probidtica
Lactobacillus plantarum C4 a ratones BALB/c, durante un periodo de 18 dias,
no ocasiond variaciones significativas en el numero de esplenocitos, lo que
corrobora la ausencia de capacidad patdgena en esta cepa.

52, La administraciéon de Lactobacillus plantarum C4 a ratones BALB/c, no
indujo ninguna modificacion significativa en la capacidad de los esplenocitos
para proliferar en respuesta a los mitdgenos lipopolisacarido de bacterias
Gram-negativas y concanavalina A, que actuan sobre los linfocitos B y T,
respectivamente, lo que sugiere una ausencia de efectos sobre la inmunidad
sistémica en animales inmunocompetentes.

62. El pretratamiento de ratones BALB/c con L. plantarum C4 disminuyé el
tiempo de colonizacion de Y. enterocolitica O9 en las placas de Peyer de
ratones. Este efecto estuvo asociado al estado proinflamatorio de la mucosa
intestinal determinado por el aumento en la produccion de TNF-a y un aumento
en la secrecion total de IgA.

72. La administracion de Lactobacillus plantarum C4 a ratones BALB/c, no
indujo una respuesta proinflamatoria a nivel sistémico pero si un aumento en la
produccion de la citokina inmunoreguladora IFN-y.

82. La administracion de la cepa probidtica L. plantarum C4 a ratones BALB/c
durante un periodo de 18 dias, incrementé la resistencia a la infeccidn intestinal
con Y. enterocolitica O9 a través de su actividad inmunomoduladora.
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9. CONCLUSIONES

El trabajo recogido en la presente memoria de Tesis Doctoral aporta nuevos
conocimientos sobre las propiedades probidticas de Lactobacillus plantarum
C4. Estos conocimientos se extienden al comportamiento de la bacteria en las
condiciones de digestion gastrointestinal, sinergia con el fructooligosacarido
FOS, interacciones de antibiosis con diversos patégenos intestinales,
inactivacion de citotoxinas de Clostridium difficile, actividad antimutagena,
inmunomodulacién in vitro e in vivo y resistencia a la infeccion experimental por
Yersinia enterocolitica. A continuacion se presentan las conclusiones concretas
derivadas de este estudio, que se han incluido al final de cada capitulo.

12, Lactobacillus plantarum C4 resiste las condiciones de una simulacion in
vitro de la digestion gastrointestinal, mostrando al final del proceso un
crecimiento moderado.

22 La adicion de fructooligosacarido prebidtico (FOS) al medio en distintas
condiciones experimentales, incluyendo medios de cultivo ricos y minimos y un
proceso de digestién gastrointestinal de leche descremada, no puede sustituir a
la dextrosa como sustrato para el crecimiento de Lactobacillus plantarum C4,
pero prolonga su viabilidad.

32. En el curso de un proceso de digestion gastrointestinal de vehiculo lacteo
adicionado de FOS, Lactobacillus plantarum ejerce un efecto inhibidor sobre
cepas de las bacterias patdégenas intestinales Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium y Enterococcus
faecalis, siendo la presencia de FOS un requisito necesario para esta inhibiciéon
al menos en el caso de Y. enterocolitica.

42, La produccion de acidos por Lactobacillus plantarum C4 inactiva la toxicidad
de los sobrenadantes de Clostridium difficile toxigénico, siendo el factor
determinante de esta inactivacion el pH y no la naturaleza de los acidos.

52 La cepa C4 de Lactobacillus plantarum ejerce antibiosis in vitro sobre
Clostridium difficile, sin que la presencia o ausencia de los genes responsables
de la toxigenicidad influya en este efecto.

62. Lactobacillus plantarum C4 inhibe de forma significativa la mutagenicidad

del 2-nitrofluoreno sobre la cepa auxotrofa S. typhimurium TA98 en el ensayo
de Ames, en condiciones en las que la viabilidad de C4 se ve abolida, lo que

sugiere un mecanismo de adsorcion que faculta a esta bacteria para retirar el
mutageno.
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72. La cepa C4 de Lactobacillus plantarum no induce produccion de la citokina
proinflamatoria TNF-a por la linea de macrofagos murinos Raw 264.7, lo que
indica que esta bacteria probidtica carece de actividad inflamatoria per se.

82. La cepa C4 de Lactobacillus plantarum potencia la respuesta de TNF-a
inducida por la bacteria enteropatégena Yersinia enterocolitica O9 en la linea
de macréfagos murinos Raw 264.7, lo que demuestra que la cepa C4 es capaz
de estimular la inmunidad innata en situaciones de infeccion por esta bacteria.

92, Las determinaciones de producciéon de IFN-a por células Raw 264.7
sugieren que la infeccidbn por Yersinia enterocolitica O9 se asocia a una
moderada disminucion de la resistencia antiviral, que es restaurada por accion
de la Lactobacillus plantarum C4.

102. La administracion intragastrica de una dosis diaria de la cepa probidtica
Lactobacillus plantarum C4 a ratones BALB/c, durante un periodo de 18 dias,
no ocasiond variaciones significativas en el numero de esplenocitos, lo que
corrobora la ausencia de capacidad patégena en esta cepa.

112. La administracién de Lactobacillus plantarum C4 a ratones BALB/c, no
indujo ninguna modificacion significativa en la capacidad de los esplenocitos
para proliferar en respuesta a los mitdgenos lipopolisacarido de bacterias
Gram-negativas y concanavalina A, que actuan sobre los linfocitos B y T,
respectivamente, lo que sugiere una ausencia de efectos sobre la inmunidad
sistémica en animales inmunocompetentes.

122. El pretratamiento de ratones BALB/c con L. plantarum C4 disminuyé el
tiempo de colonizacion de Y. enterocolitica O9 en las placas de Peyer de
ratones. Este efecto estuvo asociado al estado proinflamatorio de la mucosa
intestinal determinado por el aumento en la produccion de TNF-o y un aumento
en la secrecion total de IgA.

132. La administraciéon de Lactobacillus plantarum C4 a ratones BALB/c, no
indujo una respuesta proinflamatoria a nivel sistémico pero si un aumento en la
produccion de la citokina inmunoreguladora IFN-y.

142, La administracion de la cepa probidtica L. plantarum C4 a ratones BALB/c
durante un periodo de 18 dias, incrementé la resistencia a la infeccién intestinal
con Y. enterocolitica O9 a través de su actividad inmunomoduladora.
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