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ABREVIATURAS

GALT Gut associated lymphoid tissue

Th T helper

IL Interleuquina

TGFB Transforming growth factor beta

Ig Inmunoglobulina
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TNFa Tumor necrosis factor alfa

PAMP Pathogen-associated molecular pattern
PPR Pattern recognition receptor
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1. INTERACCIONES BACTERIANAS CON EL SISTEMA INMUNE

INTESTINAL

El intestino es el lugar del organismo donde desde el momento del nacimiento
existe el mayor y mas constante estimulo antigénico por el continuo contacto
con los antigenos alimentarios y los elementos de la flora intestinal normal. El
intestino es, ademas, particularmente vulnerable como lugar de infeccién y
como puerta de entrada al resto del organismo, ya que para mantener la
funcién digestiva posee una enorme superficie (400 m?) formada por las
vellosidades tapizadas de enterocitos. La integridad de esta capa de enterocitos
se mantiene a pesar de que toda la superficie se recambia cada 2-3 dias. Ya
desde el nacimiento, se ponen en marcha mecanismos madurativos vy
adaptativos para mantener una barrera mucosa intestinal integra y activa e
incorporar una poblacion bacteriana normal estable. La protecciéon frente a los
agentes potencialmente dafinos se establece mediante diversos factores como
la saliva, el &cido géstrico, el peristaltismo, el moco, los enzimas proteoliticos, la
flora intestinal, la capa de células epiteliales y el sistema inmune intestinal

(Isolauri 2001).

1.1. Sistema inmune intestinal

El tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (Gut associated lymphoid tissue
0 GALT) representa la mayor masa de tejido linfoide del organismo y, por lo
tanto, constituye un elemento de gran importancia en la capacidad

inmunologica total del huésped. Las funciones reguladoras de la respuesta
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inmune intestinal ocurren en diferentes compartimentos fisiol6gicos, bien en
forma de agregados como en los foliculos y placas de Peyer, o de manera
difusa en la mucosa y el epitelio intestinal (linfocitos intraepiteliales y de la
lamina propia). El intestino delgado contiene alrededor de 250 placas de Peyer
(agregados de 5 o mas foliculos) y miles de foliculos solitarios, que en el colon
se encuentran en gran cantidad. Cada foliculo se asocia a un epitelio
especializado (células M o linfoepitelio) que carece de criptas o vellosidades y
gue se encarga de transportar los antigenos a su través hasta contactar con las

células inmunes.

F

Figura 1. Morfologia de una placa de Peyer humana normal (HEx40)
(McDonald 2003)

A todos los niveles del intestino, el sistema inmune estd procesando
continuamente antigenos de la luz, por lo que los foliculos linfoides de la
mucosa presentan un alto grado de activacion (MacDonald 2003). Una vez

activados por el contacto con los antigenos, los linfocitos T y B de las placas de
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Peyer adyacentes a las células M proliferan en forma de un clon antigeno-
especifico, pasan a la sangre y desde alli migran nuevamente a la lamina
propia. La lamina propia aloja a los linfocitos T CD4+ y es el lugar donde los
linfocitos B se transforman en células plasmaticas productoras de IgA secretora
especifica contra los diferentes antigenos ( Mac Donald 2001). En la superficie
de la mucosa intestinal existe una gran produccion de IgA secretora que, a
diferencia de la IgA circulante, es resistente a la proteolisis intraluminal y no
activa la via del complemento por lo que no induce inflamacion. Estas
caracteristicas, originadas en su estructura dimérica o polimérica, la hacen ideal
como mecanismo de proteccidn en las superficies mucosas que estdn en
contacto continuo con productos antigénicos. El origen de los linfocitos
intraepiteliales no estda del todo claro aunque algunos estudios en ratones
sugieren que pueden originarse “in situ” a partir de progenitores locales (Saito
1998).

Todas las evidencias disponibles hasta ahora sugieren que el sistema inmune
intestinal responde activamente a los antigenos alimentarios y de la flora
normal sin inducir enfermedad, lo que se denomina “inflamacion fisiolégica”,
caracterizada en el intestino humano por un perfil Thl de citoquinas, con altos
niveles locales de IL-12 en respuesta, probablemente, a la flora normal y a los

antigenos de la dieta (Monteleone 2003).

1.2. Tolerancia oral
El término puede definirse como la respuesta fisiolégica a los antigenos

alimentarios y a la flora comensal mediante la induccion de un estado especifico
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de no-respuesta inmunoldgica (Mc Donald, 2001). Por el contrario, los
microorganismos patdégenos inducen potentes respuestas inmunes en el
intestino, lo que indica que el sistema inmune intestinal es capaz de procesar y
distinguir entre los antigenos inocuos y los potencialmente lesivos. En realidad,
una definicion mejor de la tolerancia oral seria la de tolerancia sistémica
obtenida oralmente ya que el proceso se hace efectivo no sélo localmente sino
sistémicamente. El balance entre tolerancia (supresion) y sensibilizacion
(priming) depende de varios factores entre los que se incluyen la carga
genética, la naturaleza del antigeno, la dosis y frecuencia de administracion del
mismo, la edad de la primera exposicion, el estado inmunoldgico del huésped o
la via de exposicion (materno-fetal, leche materna) (Strobel 2001). Los
mecanismos que inducen la tolerancia no estdn demasiado claros y
probablemente actian a diferentes niveles de la cascada inmunoldgica
complementandose unos con otros. Algunos estudios sugieren que la induccion
de tolerancia depende sobre todo del tipo de exposicion al antigeno (Strobel
1998, Strober 1998). Asi, la administracién de dosis altas del antigeno induciria
la tolerancia mediante un mecanismo de deleccion o anergia de los linfocitos,
mientras que la administracion repetida del antigeno a dosis bajas la induciria a
través de mecanismos reguladores celulares o bioquimicos. La deleccion
consiste en la eliminacién de clones de linfocitos T especificos para un antigeno
mediante apoptosis y la anergia es la falta de respuesta a un antigeno que pasa
a la sangre en grandes cantidades en ausencia de una repuesta inflamatoria
que sirva de estimulacion a los linfocitos. La alternativa a la deleccidén o anergia

para la eliminacién de linfocitos T-especificos es la induccion de células T-
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reguladoras con actividad inhibidora. Estas células inhibidoras son
fundamentalmente linfocitos Th3 que ejercen su funciébn a través de la
liberacion de citoquinas supresoras como la IL-10 y el TGFp (Garside 2001).
Muchas de las alteraciones en la inmunoregulaciéon que inducen una
sensibilizacion a antigenos (alergia) en vez de un proceso de tolerancia suceden
durante la infancia. Los mecanismos de exclusion, eliminacion y regulacién
inmune son incompletos durante un periodo de tiempo tras el nacimiento, lo
que, en algunos casos, puede conducir a una incorporacion aberrante de
antigenos. La inmadurez inmunoldgica se caracteriza por una disminucion de la
produccion de IgA y una alteracion en la respuesta inmune celular que hace
que predomine un perfil Th2. Esta predominancia induce un aumento de la
produccion de IgE y una respuesta de tipo atbépica ante los antigenos
fundamentalmente alimentarios. Teniendo esto en cuenta, las nuevas
estrategias de tratamiento de procesos como la alergia alimentaria estan
dirigidas a inducir tolerancia sistémica por via oral mediante la administracion
de antigenos alimentarios o bacterianos ya que, probablemente, el proceso de
incorporacion y presentacion del antigeno en el epitelio intestinal es el punto
critico para la induccion bien de tolerancia o de una respuesta inmune

especifica (Nowak- Wegrzyn 2003).

1.3. Papel de las células epiteliales en la regulacion inmune del
intestino
En virtud de su localizacibn anatomica, la célula epitelial intestinal tiene la

capacidad de jugar un papel de gran importancia en la inmunomodulacion del
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intestino, ya que constituye la puerta de entrada para los antigenos luminales
alimentarios y bacterianos (Shao 2001). Uno de los puntos claves de la
regulacion inmune del intestino serd, por lo tanto, la interaccion entre la célula
epitelial que controla el acceso a los diferentes compartimentos de la mucosa y
las células inmunes que median las respuestas inflamatorias o tolerantes. La
célula epitelial tiene no solo la capacidad de procesar y transportar activamente
los antigenos hacia la lamina propia sino ademas actuar como célula
presentadora de antigeno ya que expresa moléculas del MHC clase | y Il que
interactian con las células efectoras (Van Niel G, 2003). Los linfocitos T
antigeno-especificos se transforman en no-respondedores o anérgicos cuando
es Unicamente la célula epitelial la que presenta el antigeno. Aunque se
produce una importante proliferacion del clon especifico, no se desencadena
una respuesta inflamatoria contra las células epiteliales(Vezys 2000). Asi, en un
modelo de co-cultivo de células epiteliales colonicas, macréfagos y linfocitos T
CD4, las células epiteliales eran capaces de prevenir la activacion de los
linfocitos por las células presentadoras de antigenos profesionales (Cruickshank
2004). En consecuencia, parece que, en condiciones normales, la presentacion
del antigeno Iluminal no patégeno por la célula epitelial conduce a la
inactivacion o supresion de la respuesta inmune. Sin embargo, en condiciones
patolégicas como la enfermedad de Crohn, estos mecanismos reguladores
probablemente fallan conduciendo a una situacion en la que la célula epitelial
es obviada y los antigenos bacterianos contactan directamente con células
presentadoras de antigeno “profesionales” que inducen la respuesta

inflamatoria local.
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1.4. Interaccion bacterias-sistema inmune intestinal

El intestino humano estd habitado por un complejo y dinamico ecosistema
bacteriano. El habitat intestinal de un individuo contiene entre 300 y 500
especies diferentes de bacterias y el numero de células microbianas dentro de
la luz intestinal es hasta 10 veces mayor que el numero de células eucariotas
del organismo. El colon es la region del intestino con una mayor densidad de
bacterias vivas alcanzando concentraciones he hasta 10 —10% células/g de
contenido intestinal componiendo el 60% de la masa fecal. La constante
interaccion entre el huésped y la flora afecta a la homeostasis del organismo
tanto en condiciones fisioldgicas como patolégicas (Guarner F, 2003). Ademas
de formar una barrera fisica de membranas celulares y “ tight junctions”, el
epitelio dispone de métodos activos para reprimir a las bacterias siendo capaz
de discriminar entre la flora residente y los microorganismos patégenos. Las
vias y métodos de sefalizacion que determinan estas funciones de interaccion
son lo que se ha denominado “cross-talk” epitelio-bacteria (Lu 2001).
Fisiologicamente, el establecimiento de la microflora intestinal comienza ya en
el nacimiento y determina el desarrollo del sistema inmune intestinal. Estudios
en animales neonatos y en animales germ-free han demostrado que la
interaccion entre el epitelio y la flora es esencial para el desarrollo normal del
sistema inmune tanto humoral como celular (Elson 2001). Cuando el intestino
de mamiferos es colonizado por nuevas especies bacterianas tras el nacimiento,
aumenta el nimero de células plasmaticas a lo largo del intestino, la produccion
de anticuerpos circulantes especificos y naturales anti-bacterias, se estimula la

produccion en los centros germinales de las placas de Peyer de células B
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antigeno-especificas (Cebra, 1998) y promueve la maduracion y acumulacion
de linfocitos en el epitelio asociado a las placas de Peyer(Yamanaka 2003). En
ausencia de microflora intestinal, los animales presentan un sistema inmune
intestinal infradesarrollado: disminucion de las placas de Peyer, nodulos
linfaticos mesentéricos sin centros germinales ni células plasmaticas,
guimiotaxis y actividad natural killer macrofagica disminuida y un niamero muy
reducido de linfocitos intestinales (Butler 2000). Ademas, estos animales no
producen IgA y poca IgG y se inhibe la formacién de granulocitos en la médula
0sea. Sin embargo, cuando se les introduce en un ambiente convencional
“contaminado”, el sistema inmune intestinal se desarrolla rapidamente y
comienza la produccion de una gran variedad de isotipos de anticuerpos,
incluyendo anticuerpos especificos contra las bacterias de la propia flora. Esta
interaccion entre el sistema inmune intestinal y las bacterias de la flora
mantiene una activacion del tejido linfoide asociado a la mucosa a lo largo de
toda la vida. La mayor parte de la investigacion relacionada con este tema ha
estado centrada hasta ahora en dilucidar los mecanismos por los que las
bacterias patdgenas interactiian con el sistema inmune. Su conocimiento puede
ayudar a entender también como se produce esta interaccion, en condiciones

fisiol6gicas, con las bacterias no patégenas.

1.5. Inmunidad innata
La respuesta defensiva del huésped contra los microorganismos patégenos se
basa en dos componentes bien diferenciados pero que trabajan sinérgicamente:

la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa o adquirida. La respuesta
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adaptativa se caracteriza por una seleccion clonal de linfocitos antigeno-
especificos que, a largo plazo, originan una proteccion duradera y especifica.
Por el contrario, la respuesta inmune innata no es especifica del patégeno que
invade y no genera memoria inmunoldgica.

La funcién esencial de la inmunidad innata es su capacidad de provocar una
respuesta rapida contra el microorganismo patégeno sin necesidad de induccién
0 maduraciéon de linfocitos, por lo que constituye la primera linea de defensa
contra las enfermedades infecciosas. La inmunidad innata estd mediada
fundamentalmente por las células fagociticas, neutrdfilos, eosinofilos,
macréfagos y células dendriticas, células que fagocitan y destruyen a los
patdgenos y que, al mismo tiempo, coordinan respuestas adicionales mediante
la liberacion de mediadores inflamatorios y citoquinas como el TNFa y la IL-1
que activan de manera complementaria la inmunidad adquirida. En el
macrofago, célula presentadora de antigeno, el microorganismo es degradado y
los fragmentos que resultan se presentan al linfocito T para iniciar la activaciéon
de la respuesta inmune adaptativa y el establecimiento de una inmunidad
protectora a largo plazo creando una interseccion entre los dos tipos de
inmunidad. Si hablamos en términos filogenéticos, la inmunidad innata es
mucho mas antigua que la adaptativa ya que ésta ultima sélo aparece en
animales vertebrados.

El principal fundamento de la respuesta inmune innata es el reconocimiento
innato de los productos microbianos que, por otra parte, son demasiado
numerosos. Un sistema inmune funcional debe ser capaz de tener un

mecanismo de reconocimiento de patdégenos, a la vez que mantiene la
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tolerancia contra los “elementos propios” (Aderem 2000). La sensibilidad y
especificidad de esta importante funcion se mantiene, al menos en parte, por la
capacidad de reconocer los patrones especificos microbianos. Por este motivo,
el primer reto al que se enfrenta la inmunidad innata es la discriminacion de un
gran numero de patégenos mediante un ndamero restringido de receptores. El
problema se ha resuelto mediante la creacion de unos receptores que
reconocen fragmentos de los microorganismos patdégenos que no se encuentran
en las células eucariotas y que estan sometidos a pocas mutaciones ya que
forman parte de estructuras esenciales para la vida de los mismos y que se han
llamado “pathogen-associated molecular patterns” (PAMPS). A los receptores
que los reconocen se les ha denominado, por lo tanto, “pattern recognition
receptors” (PRR). Los PAMPs incluyen componentes de la pared celular de
bacterias como el lipopolisacarido (LPS), los peptidoglicanos o los acidos
teicoicos y otros componentes de hongos, levaduras y protozoos. Existen dos
tipos fundamentales de PRR, los que median los mecanismos de fagocitosis y
los que inducen vias de activacion de mediadores pro-inflamatorios. Las
primeras investigaciones sobre estos receptores se realizaron en la mosca
Drosophila, que carece de inmunidad adquirida, y ha dado lugar al
descubrimiento de toda una familia de estos receptores de membrana
denominados Toll-like receptors (TLR) (Lien 2002). Hasta el momento, se han
descrito diez diferentes TLRs en mamiferos y se ha descubierto parte de sus
mecanismos de accion. La activacion del receptor de membrana inicia una
cascada intracelular de kinasas que produce una translocacion de factores de

transcripcion desde el citoplasma al nucleo. El factor de transcripcion mas
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importante que se activa es el NF-kappa B que estimula la produccién de un

gran numero de mediadores y citoquinas como el TNFa, IL-6, IL-1, IL-8 o IL-

12. Por otra parte, estimula moléculas necesarias para la activacion de los

linfocitos T por las células presentadoras de antigenos, creando un vinculo

entre la deteccién del microorganismo patdgeno,

adquirida.

Figura 2:

Estructura de un Toll-like receptor

y las vias de sefializacion y activacion
del NF-«xB y su posterior translocacion

al nucleo.
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En humanos, los TLRs mejor conocidos son el TLR4 y el TLR2. El TLR4 funciona

como un receptor para el LPS de las bacterias Gram-negativas mientras que el

TLR2 reconoce multiples productos de bacterias Gram-positivas, micobacterias

y levaduras. Los TLRs se expresan tanto en tejido linfoide como no linfoide y su

patron de expresion varia segun el tipo celular y el tejido estudiado. Los
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diferentes tipos de TLR se expresan en monocitos, neutrofilos, células NK,
células B, células dendriticas, células endoteliales y también en las células
epiteliales intestinales.

La unién de los PAMPs a los TLRs produce activacion celular que en el caso de
las células presentadoras de antigenos profesionales como las células
dendriticas, induce su maduracion y la expresion de moléculas de superficie que
determinaran tanto la potencia como la polarizacion de las células T en lo que
se refiere al perfil de citoquinas (Cummings 2004).

La superficie luminal del intestino y del colon esta continuamente expuesta a
bacterias comensales Gram negativas y por lo tanto al LPS, lo que deberia
inducir la activacion de los TLRs y la estimulacion de la liberacion de
mediadores pro-inflamatorios. Sin embargo, por una parte, las células
dendriticas presentadoras de antigeno pueden inducir en el linfocito Tnaive un
fenotipo Tregulador que mediante citoquinas como la IL-10 o el TGFf suprimen
las respuestas inflamatorias. Por otra parte, las células epiteliales intestinales
expresan niveles basales bajos de este tipo de receptores para mantener una
situacion de “no-respuesta” ante estimulos como el LPS de las bacterias
comensales (Abreu 2001). Ademas, recientemente ha sido descrita la capacidad
de los TLR para reconocer la flora comensal e intervenir no sélo en la respuesta
inflamatoria sino en la homeostasis del epitelio intestinal como mecanismo de
mantenimiento de su integridad (Rakoff-Nahoum 2004).

En situaciones patoldgicas en las que se activan los mecanismos inflamatorios,
aparecen en el medio citoquinas derivadas de los linfocitos T como el IFN-y o el

TNF-a que inducen un aumento de la expresién de los TLR lo que a su vez
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conlleva un aumento en la secrecion de mas mediadores inflamatorios por las
células epiteliales (Abreu 2002). Asi, la inflamacion intestinal produce una
sobrexpresion de los TLR2 y 4 (Hausmann 2002) lo que en situaciones
patolégicas, como la enfermedad inflamatoria intestinal, podrian originar una

reactividad anormal a las bacterias de la propia flora (Cario 2000).

1.6. Inmunidad adquirida

Ademas de la inmunidad innata, en el organismo se ha desarrollado un sistema
inmune adquirido o adaptativo para proteger las superficies mucosas. Al
contrario de lo que sucede con la inmunidad innata, la inmunidad adquirida es
especifica contra el antigeno y genera memoria inmunoldégica, por lo que induce
una defensa duradera. Este tipo de inmunidad estd4 protagonizado por los
linfocitos B y T efectores. Las células efectoras B son las células plasméaticas
productoras de inmunogluobulinas y realizan su accibn mediante la
inmunoexclusién e inmunoeliminacién de los antigenos por los anticuerpos, 1gG
e IgM a nivel sistémico y del tipo IgA secretora producida localmente a nivel
intestinal. Las células plasmaticas intestinales productoras de IgA derivan de las
células B2 localizadas en las placas de Peyer o en los foliculos solitarios y de las
células B1 que residen en la cavidad peritoneal (Fagarasan 2003). El proceso se
inicia mediante el contacto del antigeno con las células presentadoras que lo
procesan y presentan a los linfocitos de las placas de Peyer y de los foliculos,
generando la proliferacion de un clon antigeno-especifico que pasa a sangre, se
distribuye como células de memoria sistémicamente y vuelve a la ldmina propia

donde se aloja de forma definitiva. Ante una nuevo contacto con el antigeno,
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los linfocitos T proliferan, se desencadena por un lado una respuesta inmune
celular y por otro, un estimulo para que los linfocitos B se transformen en
células plasméticas productoras de 1Ig A secretora antigeno-especifica
(Fagarasan 2001). La inmunidad celular, segun las moléculas co-estimuladoras
expresadas por las células presentadoras de antigeno, puede polarizarse en un
perfil Thl si predominan el TNFo y el IFNy citoquinas que activan a los
macréfagos e inducen mecanismos citotéxicos. Si la polarizacion es hacia el
perfil Th2, se inducen las citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13 que median la
produccion de IgE y la activacion de los eosinofilos en las reacciones de tipo
alérgico. El balance entre estos dos perfiles depende en parte de la secrecion
de citoquinas antiinflamatorias por el linfocito T regulador activado también por
las células presentadoras de antigeno, fundamentalmente células dendriticas
(Stagg 2004).

El hecho de que la estimulacion de linfocitos antigeno-especificos que se
produce localmente en el intestino se haga efectiva también a nivel sistémico,
ha dado lugar a un campo muy relevante de investigacion como es el de las
vacunas administradas oralmente. El proceso de inmunoexclusion de antigenos
mediante anticuerpos sucede no sélo en condiciones patoldgicas (p.ej. infeccion
por una bacteria patdgena) sino en condiciones fisiologicas. Las células
dendriticas retienen bacterias comensales de manera que se induce la
produccién de IgA especifica para eliminar las bacterias evitando su penetraciéon
en la mucosa y sin producir una respuesta a nivel sistémico (Macpherson 2004).
En un estudio realizado en voluntarios sanos, se analizd por citometria de flujo

los diferentes tipos de Igs que recubren a las bacterias de las heces. La mayor
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parte de las bacterias estan recubiertas de IgA y menos de IgG e IgM por lo
gue se induce una exclusion de la bacteria sin generar un proceso inflamatorio
epitelial (Van der Waaij 1996). La IgA secretora, al contrario que la 1IgG o M,
por su estructura, no activa vias de inflamacion como la del complemento, lo
que la hace ideal para proteger superficies mucosas en continuo contacto con
antigenos. Por el contrario, en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal,
los linfocitos intestinales producen una alta concentracion de IgG dirigida contra
bacterias no patégenas de la propia flora comensal (Macpherson 1996). En el
mismo sentido, Duchmann y colaboradores demostraron que las células
mononucleares de la mucosa intestinal inflamada de pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal proliferaban cuando se exponian /n vitro a antigenos
bacterianos de la flora autéloga. Sin embargo, las células de las areas de
mucosa no afectada de los mismos pacientes, de pacientes en remision y de

controles sanos no proliferaban ante las bacterias autélogas (Duchmann 1997).
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Figura 3: Descripcion esquematica del sistema inmune intestinal humano

Los lugares de induccién para las células T y B estan constituidos por los tejidos
linfoides regionales asociados a la mucosa (MALT) con sus foliculos de células B y el
epitelio de células M asociado al foliculo a través del cual los antigenos exégenos
luminales son transportados activamente hasta alcanzar las células presentadoras de
antigeno profesionales (APC) que incluyen a las células dendriticas (DC), macr6fagos,
células B y células dendriticas foliculares. Ademas las células dendriticas sub o
intraepiteliales pueden capturar antigenos y migrar via linfatica a los ganglios linfaticos
regionales donde se transforman en APC activas estimulando a los linfocitos T para
generar respuestas inmunes activas o supresoras. Los linfocitos B y T naive llegan al
MALT( y a los ganglios linfaticos) a través de vénulas endoteliales (HEV). Después de
haber sido primados para transformarse en linfocitos T/B efectores o de memoria,
migran nuevamente desde el MALT y los ganglios linfaticos regionales via linfatica o
sanguinea para su subsequente extravasacion en los lugares efectores. Este proceso
esta dirigido por el perfil de moléculas de adhesion y quemokinas expresadas en la
microvasculatura, de manera que las células endoteliales controlan la inmunidad local
de la mucosa.
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2. PROBIOTICOS

2.1. Definicion

La demostracion de que la flora intestinal es de gran importancia en el
desarrollo del sistema inmune y en el mantenimiento de los procesos
inmunoldgicos normales locales y sistémicos, ha fomentado la investigacion
sobre bacterias con efectos beneficiosos a nivel inmunologico que puedan ser
usadas para mejorar la salud de las personas. En este sentido, y por consenso,
se ha definido a los probioticos como aquellos microorganismos vivos que
ingeridos en cantidad adecuada ejercen efectos beneficiosos para la salud méas
alld de sus propiedades puramente nutricionales (Guarner 1998). Segun esta
definicion, los probidticos, para ser efectivos, no necesitan colonizar, sino que el
punto crucial es que el consumo de una cepa especifica demuestre ejercer un
beneficio concreto en la salud. Aunque clasicamente el concepto de probidtico
se ha asociado con los lactobacilos y bifidobacterias, actualmente podemos
incluir en el término a otras cepas bacterianas no patégenas como alguna cepa
de Escherichia coli u otros microorganismos no bacterianos como el
Saccharomyces boulardii. En diferentes estudios, tanto en animales como en
humanos, distintas cepas de microorganismos probidticos han demostrado su
capacidad para modular las respuestas inmunoldgicas cuando son
administrados por via oral. Los probiéticos son capaces de producir una
estimulacion de la inmunidad innata y de la inmunidad adquirida o especifica,
confiriendo al huésped un aumento potencial en la resistencia a
microorganismos patégenos (Cross 2002). Por el contrario, los probiéticos, en

situaciones patoldgicas de hiperestimulacion del sistema inmune, pueden
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inducir una inhibicidon del mismo frenando las reacciones de hipersensibilidad o
de falta de tolerancia (alergia) o ejerciendo un tedrico efecto antiinflamatorio.
Este espectro tan complejo de efectos sobre la inmunidad del huésped es lo

que confiere a los probidticos sus propiedades inmunomoduladoras.

2.2. Probioticos: estimulacion de la inmunidad innata

La inmunidad innata provoca una respuesta rapida no especifica contra los
microorganismos patodgenos constituyendo la primera linea de defensa contra
las enfermedades infecciosas. La inmunidad innata estda mediada
fundamentalmente por leucocitos (granulocitos y macréfagos), células que
fagocitan y destruyen a los patdgenos y que, al mismo tiempo, coordinan
respuestas adicionales mediante la liberacion de mediadores inflamatorios y
citoquinas.

Estudios “in vitro”, fundamentalmente con células murinas, han demostrado
que el cultivo de macréfagos o leucocitos con distintas cepas de probidticos
induce un aumento en la respuesta inmune innata estimulandose la liberacién
de diferentes mediadores como el TNFa, IL-6, NO, IL-12 o IFNy (Tejada-Simén
1999 a, Kato 1999). Sin embargo, los resultados de los estudios cuando las
bacterias son administradas por via oral son mas contradictorios. En un estudio
realizado en ratones alimentados con diferentes probioticos durante 2 semanas
no se evidencié ningun cambio en la sintesis de citoquinas e inmunoglobulinas
por las células inmunes de bazo, placas de Séller y ganglios linfaticos (Tejada-
Simén 1999 b). Sin embargo, cuando el efecto era analizado “ex vivo” en

leucocitos extraidos de los animales, algunos probioticos inducian una
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estimulacion de la sintesis de citoquinas y otros una atenuacion de la misma
(Tejada-Simoén 1999 c). Por el contrario, otro estudio (Ha 1999) demostré que
en animales alimentados con yogur durante 2-4 semanas se producia una
disminucion de la expresion de RNA de distintas citoquinas siendo este efecto
mas prominente sobre el TNFa. .

Diferentes estudios “in vitro” en humanos demostraron que la exposicion de
células mononucleares de sangre periférica a bacterias gram positivas de la
propia flora o a diferentes especies de lactobacilos era capaz de estimular la
inmunidad innata mediante la induccion de la liberacion de TNFa, IL-10, IL-12,
IL-18 o IFNy (Chen 1999, Hessle 1999, Miettinen 1998). Sin embargo, la
exposicion directa de las células inmunes de sangre periférica a los
microorganismos probidticos no representa adecuadamente la interaccion
fisiologica sistema inmune-bacterias. Consecuentemente, los estudios que
pueden tener mayor relevancia son los llevados a cabo mediante la
administracion oral del probiético, generalmente en forma de leche fermentada.
En los dltimos afios, se han llevado a cabo mdultiples estudios con diferentes
bacterias como Lactobacillus acidophilus Lal, Bifidobacterium bifidum Bb12,
Bifidobacterium Jactis HNO19, Lactobacillus rhamnosus HNOOL, Lactobacillus
Johnsonii Lal o Lactobacillus GG y en algunos de ellos se ha comparado su
efecto con el placebo de manera randomizada a doble ciego (Schiffrin 1995,
Donnet-Hughes 1999, Chiang 2000, Gill 2001 a, Gill 2001 b, Sheih 2001,
Arunachalam 2000). En todos los estudios se observan hallazgos similares en su
efecto sobre la respuesta inmune innata: aumento de linfocitos totales, CD4,

CD25 y células NK, de la capacidad fagocitica de mononucleares vy
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polimorfonucleares, de la actividad antitumoral NK y de la actividad bactericida.
S6lo en un estudio en el que se administré Lactobacillus casei Shirota
(Spanhaak 1998) no se evidencio ningun efecto en la inmunidad no especifica.
La mayoria de los estudios anteriormente resefiados se han realizado en
voluntarios sanos de edad avanzada, ya que el tratamiento con probiéticos
podria constituir una alternativa efectiva y segura para estimular un sistema
inmune  funcionalmente en declive, lo que se ha denominado
“inmunosenescencia”. Otro grupo particularmente vulnerable es el de los nifios
preescolares que acuden a centros de dia, ya que presentan un riesgo de
presentar infecciones gastrointestinales y respiratorias tres veces superior al de
los nifios cuidados en casa. Un estudio con leche fermentada con Lactobacillus
GG administrado a largo plazo en este grupo de nifios demostré una
disminucion en el numero y severidad de las infecciones respiratorias (Hatakka
2001). En otro estudio, doble ciego y randomizado contra placebo, la
suplementacion a largo plazo de la leche con Bifidobacterium lactis y
Streptococcus thermophilus en nifos entre 3 y 24 meses, redujo también la
frecuencia de uso de antibidticos (Saavedra 2004).

El concepto de inmunomodulacion, en este caso en la respuesta innata, queda
bien patente en un estudio (Pelto 1998) en el que se administr6 leche con
Lactobaciflus GG ATCC 53103 a sujetos sanos y a pacientes con alergia a la
leche. El efecto sobre la inmunidad innata se valor6 mediante la expresion de
receptores de fagocitosis antes y después de la ingesta de leche. Mientras que
en los sujetos sanos se producia un aumento en la expresion de los receptores,

en los pacientes alérgicos, el Lactobacillus GG revertia el aumento de expresion
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de los receptores inducido previamente por la leche. Probablemente, el efecto
inmunomodulador de los probidticos depende por una parte del estado
inmunologico basal del huésped, y por otra, de la cepa especifica estudiada por
lo que las indicaciones para la aplicacion del tratamiento con probioticos en

humanos deberian establecerse en funcion de estos dos conceptos.

2.3. Probioticos: efectos sobre la inmunidad adquirida

Al contrario que la inmunidad innata, la inmunidad adquirida esta dirigida
especificamente contra el antigeno y genera memoria inmunoldgica, por lo que
induce una defensa duradera. Este tipo de inmunidad esta protagonizado
fundamentalmente por la inmunoexclusion de antigenos por anticuerpos,
mayoritariamente del tipo IgA secretora que se produce localmente por los
linfocitos B. El uso de probioticos para estimular la inmunidad adquirida tiene
como objetivo mejorar la respuesta del huésped contra los microorganismos
patdgenos, es decir, prevenir o tratar las enfermedades infecciosas.

En ratones, la ingestibn de un yogur con Lactobacillus acidophilus vy
Bifidobacterium produce un aumento en la respuesta inmune especifica local y
sistéemica (IgA) cuando son inmunizados con toxina de coélera via oral (Tejada-
Simon 1999 d). En voluntarios sanos, la administracion conjunta de Sa/monella
typhi atenuada via oral y leche fermentada con Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterias, induce un aumento cuatro veces mayor de la IgA especifica que
en el grupo control (Link-Amster 1994 ) . Estos resultados no han podido ser

reproducidos con Lactococcus lactis ni Lactobacillus GG, aunque los sujetos que
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consumian este ultimo, mostraban una tendencia a producir un mayor titulo de
IgA especifica (Fang 2000).

Ya que los probiéticos son capaces de estimular la inmunidad especifica
contra microorganismos patégenos, parte de la investigacion ha ido dirigida al
tratamiento de enfermedades infecciosas, fundamentalmente gastrointestinales.
En este campo, el tema mejor estudiado es el de la diarrea infantil, producida
en la mayor parte de los casos por rotavirus. Desde hace mas de diez afos
existen estudios con distintas cepas de probiéticos que demuestran que su
administracion desde el inicio de los sintomas, reduce la duracion y la
frecuencia de la diarrea y disminuye el tiempo de hospitalizacién (Isolauri 1991,
Shornikova 1997a, Shornikova 1997 b, Guandalini 2000, Rosenfeldt 2002 a,
Rosenfeldt 2002 b). Recientemente, se han publicado dos meta-analisis que
valoran los resultados de los estudios publicados y que confirma que los
Lactobacillus son seguros y efectivos en el tratamiento de la diarrea aguda
infecciosa en los nifios y que reducen la duracion y la severidad de la diarrea
(Van Niel 2002, Huang 2002). Ademés del efecto beneficioso sobre la
gastroenteritis ya establecida, la administracion de Bifidobacterium bifidus y
Streptococcus termophilus (Saavedra 1994) o Lactobacillus GG (Szajewska
2001) en nifios hospitalizados reduce el riesgo de diarrea nosocomial vy
gastroenteritis por rotavirus durante el ingreso. El beneficio terapéutico
obtenido con los probidticos en la diarrea aguda infecciosa se relaciona
directamente con una estimulacion de la inmunidad humoral inespecifica y
especifica. Este hecho se refleja en un aumento del nimero total de células

secretoras de inmunoglobulinas, del numero de células secretoras de
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inmunoglobulinas especificas contra el rotavirus y de IgA en suero (Majmaa
1995, Kaila 1992). Por este motivo, los probidticos, y en concreto el
Lactobaciflus GG podria utilizarse como potenciador de la vacuna contra
rotavirus ya que induce un aumento en la seroconversion (Isolauri 1995).
Ademés este efecto es mas patente cuando se utilizan bacterias vivas (Kaila
1995) y se acompafia de una disminucion en la excrecion de virus en heces lo
qgue sugiere que potencia un mecanismo de inmunoexclusion (Guarino 1997).
En conclusién, todos los datos acumulados hasta la fecha demuestran que los
probidticos son realmente eficaces en el tratamiento y prevencion de la diarrea
aguda infecciosa infantil y segin una revision reciente de Cochrane también él
la del adulto (Allen 2004).

Los resultados del tratamiento con probidticos (diferentes cepas de
Lactobacillus 'y Saccharomyces boulardi)) en la prevencion de la diarrea
asociada a antibioticos incluyendo la diarrea por Clostridium difficile son
también prometedores segun dos metaandlisis recientes (D'Souza 2002,
Cremonini 2002) aunque hacen falta estudios mas homogéneos y con criterios
mas estrictos para asegurar este beneficio. Sin embargo, los datos para la
prevencion de la diarrea del viajero son ain muy limitados.

Un campo de investigacion todavia en sus inicios pero muy prometedor y que
aprovecha las propiedades estimuladoras de la inmunidad adquirida es el del
desarrollo de nuevas vacunas en las que los probioticos actuarian como
vectores o potenciadores de las mismas (Seegers 2002).

Estudios recientes han puesto de manifiesto la probable utilidad de los

probioticos (concretamente el Lactobacillus plantarum 299) en situaciones en
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las que la traslocacion de la propia flora intestinal puede originar infecciones
graves como en receptores de trasplante hepatico (Rayes 2002) o en pacientes
con pancreatitis aguda (Olah 2002). En ambos estudios, la administracion de
Lactobacillus plantarum redujo el nimero de pacientes que presentaron sepsis
e infecciones. Sin embargo, un estudio realizado en pacientes sometidos a
cirugia abdominal de manera electiva, y a los que se les administraba
preoperatoriamente una mezcla de lactobacilos, bifidobacterias y oligofructosa,
no ha demostrado un beneficio en el sentido de disminuir las complicaciones
sépticas postoperatorias (Anderson 2004). Probablemente, en el efecto
beneficioso de los probidticos en las patologias asociadas a la translocacion
bacteriana confluyen diferentes mecanismos ademas de la propia estimulacion
de la inmunidad. Los probiéticos podrian inducir una resistencia a que las
bacterias potencialmente patégenas invadan los tejidos méas alld de la luz
intestinal (efecto barrera) mediante la competicion por los lugares de anclaje en
el borde en cepillo de los enterocitos, por los nutrientes o mediante la liberacion

de bacteriocinas (Guarner 2003).

2.4. Probidticos y tolerancia oral a los antigenos

Las enfermedades alérgicas, caracterizadas por la alteracibn en la
inmunoregulacion que induce una sensibilizacion a antigenos sobrepasando los
mecanismos de tolerancia suceden fundamentalmente durante la infancia. Los
mecanismos de exclusion, eliminacidon y regulacién inmune son incompletos
durante un periodo de tiempo tras el nacimiento, lo que, en algunos casos,

puede conducir a una incorporacion aberrante de antigenos. Es precisamente
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tras el nacimiento cuando numerosos antigenos de la dieta se incorporan por
primera vez e interaccionan con el sistema inmune intestinal. El incremento de
las condiciones higiénicas en las sociedades occidentales ha reducido la
exposicion a antigenos y las infecciones precoces, y este hecho se ha propuesto
como el motivo del aumento de la prevalencia de las enfermedades at6picas
(hipétesis de la higiene en la alergia). La respuesta inmune a los antigenos
bacterianos induce un aumento de citoquinas Thl que contrarrestan la
respuesta altamente polarizada Th2 de los neonatos que de mantenerse
produce un incremento de Ig E y enfermedades atdpicas (Kalliomaki 2002). Los
resultados de estudios realizados en ratones sugieren que, efectivamente, algin
factor de la flora intestinal es el que promueve la tolerancia oral a los
antigenos. La ingestién de ovoalbumina por via oral en ratones normales y en
ratones “germ-free” tras la inmunizacién peritoneal con la misma sustancia,
induce una respuesta inmune diferente en cada grupo. Mientras que en el
grupo de ratones normales se produce una falta de produccion de I1gG
mantenida durante 3 meses (tolerancia sistémica inducida oralmente), en el
grupo de ratones “germ-free” esta falta de respuesta sistémica se mantiene
s6lo durante 1-3 semanas (Moreau 1996).

En este mismo sentido, bacterias de la flora y algunos probidticos, son capaces
de inducir un cambio en el perfil inmunologico inducido por los antigenos. En
ratones a los que se les inmuniza con ovoalbumina intraperitonealmente, la
administracion conjunta de Lactobacillus caser Shirota por via oral, induce un
descenso en la IgE sérica y en la IgE producida en respuesta a la

reestimulacion con ovoalbumina. Ademas, el patrén de secrecion de citoquinas
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por las células inmunes de los ratones expuestos al probidtico cambiaba de Th2
a Thl, es decir, promovian un comportamiento mas tolerogénico (Matsukazi
1998). También en ratones, la introduccién de antigenos extrafios como la
leche de vaca en el periodo neonatal induce un aumento de permeabilidad que
se asocia a una infiltracion eosinofilica de la mucosa intestinal (Arvola 1993).
Sin embargo, la adicion de Lactobacillus GG a la leche revierte este defecto de
permeabilidad asocidndose a un aumento en el nimero de células productoras
de anticuerpos anti-beta-lactoglobulina, es decir, estimulando la respuesta
inmune antigeno especifica ( Isolauri 1993).

Todos estos estudios sugieren que los probioticos pueden ejercer un efecto
regulador sobre los mecanismos inmunoldgicos responsables de la tolerancia a
los antigenos por lo que podrian ser beneficiosos en el campo de las
enfermedades atbpicas o alérgicas. En los dltimos afios, se han publicado
diferentes estudios clinicos relacionados con este tema. En un estudio
randomizado, doble-ciego, controlado con placebo, se estudié el efecto de la
suplementacion dietética con probidticos (Bifidobacterium lactis Bbl2 'y
Lactobacillus casei GG) en 27 nifios con eczema atopico en los primeros meses
de vida. Los nifios cuya dieta se complementd con probidticos presentaron una
mejoria significativa en el score utilizado para valorar el eczema atdpico, con la
practica desaparicion del mismo a los 2 meses. Ademas, estos resultados
clinicos se relacionaban con una disminucion de los marcadores inflamatorios
relacionados con la alergia como la proteina eosinofilica X (Isolauri 2000). En
un estudio similar del mismo grupo, también en nifios con dermatitis atopica, la

ingestion de Lactobaciflus GG inducia un aumento en suero de la citoquina
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antiinflamatoria IL-10 lo que sugiere que los probioticos son capaces de inhibir
respuestas inflamatorias mas alla del ambiente intestinal a través de la
modulacion de la liberacion de mediadores pro y anti-inflamatorios (Pessi
2000).

Si los resultados del tratamiento con probioticos en las enfermedades atopicas
son esperanzadores, todavia son mas llamativos los obtenidos en la prevencion
primaria de las mismas. En un estudio randomizado, doble-ciego, controlado
con placebo, se administré Lactobacillus GG en el periodo prenatal a madres
con un familiar de primer grado o su pareja afectos de enfermedad atépica y en
el periodo post-natal a sus hijos durante 6 meses (Kalliomaki 2001). De esta
manera, se seleccionaron nifios con alta probabilidad de presentar eczema
atopico cronico que es la manifestacion alérgica mas comun en los primeros
afos de vida. La diferencia entre los dos grupos fue significativa, ya que la
frecuencia de aparicion de eczema atopico a los 2 afios de vida en el grupo
Lactobacillus GG fue la mitad de la del grupo placebo (15/64 vs 31/68).
Posteriormente, ha sido publicado el seguimiento de esos mismos nifios a los 4
afos de vida comprobandose que la disminucion en la incidencia de eczema
atopico se mantiene (14/53 en el grupo probiético vs 25/54 en el grupo
placebo) (Kalliomaki 2003). Recientemente, se ha publicado un estudio con un
disefio similar pero en el que Unicamente la dieta de las madres era
suplementada con el Lactobacillus GG, tanto en el periodo del embarazo como
en el de la lactancia (Rautava 2002). El riesgo de padecer eczema atdpico en
los nifios a los 2 afios de edad fue significativamente inferior en el grupo cuyas

madres tomaron el probiotico (15% vs 47%). Ademas, la ingesta del
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Lactobacillus GG se relacionaba con un incremento en la concentracion de TGFp
(citoquina antiinflamatoria) en la leche materna.

Los resultados de todos estudios sugieren que, realmente, la administracion de
determinados probi6ticos son de utilidad en el tratamiento y prevencion de las

enfermedades atopicas.

2.5. Probioticos y efecto antiinflamatorio

Mientras que algunos probiéticos son capaces de estimular la inmunidad innata
y especifica, otras cepas han demostrado poseer caracteristicas tedricamente
antiinflamatorias mediante la modulacién de la liberacion de citoquinas. Las
implicaciones que pude tener este aspecto en enfermedades como la
enfermedad inflamatoria intestinal son de gran relevancia, ya que en la
etiopatogenia de la misma convergen una falta de tolerancia a la flora y una
respuesta inflamatoria exagerada.

En este sentido, diferentes estudios /7 vitro con células del sistema inmune o
lineas celulares epiteliales han demostrado un efecto tedricamente
antiinflamatorio de algunos probidticos. Asi, en un estudio realizado con
linfocitos T CD4+ de bazo murino, Lactobacillus paracasel inhibia marcadamente
la actividad proliferativa de los linfocitos, disminuia globalmente las citoquinas
Thl y Th2, estimulaba de forma dosis-dependiente el TGFB y mantenia los
niveles de IL-10 (Von der Weid 2001). En otro modelo de cocultivo de células
epiteliales CaCO-2 con leucocitos humanos, una cepa de Lactobacillus johnsonii
de origen intestinal no inducia la liberacion de TNFoa o IL-1B, pero si la del

TGFB, presentando un perfil global antiinflamatorio. Ademas, el reconocimiento
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de las bacterias y la respuesta secretora inducida en las células epiteliales
requeria la presencia de las células inmunes ya que aquellas, aisladamente, no
respondian al estimulo antigénico (Haller 2000). En el mismo sentido, ni
Lactobacifllus GG ni las diferentes cepas de lactobacillus y bifidobacterias de la
mezcla VSL#3 (probidticos utilizados con éxito en patologia humana) inducian
citoquinas proinflamatorias como la IL-8 en un modelo con monocapas de

células epiteliales en cultivo (Lammers 2002).
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3. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL: ENFERMEDAD DE

CROHN

La colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn son patologias complejas del tracto
gastrointestinal de caracter inflamatorio cronico y cuya etiologia es
desconocida. Por el momento, aunque se conocen diferentes mecanismos
implicados en la patogénesis de las lesiones, no existe un Unico agente o
alteracion celular o molecular que pueda explicar todos los aspectos de la
enfermedad.

La mayor incidencia y prevalencia de la enfermedad inflamatoria

intestinal, tanto de colitis ulcerosa como de enfermedad de Crohn, ocurre en los
paises del norte de Europa y en Norteamérica. En estas areas, la incidencia es
de 3.1 a 14.6 caso0s/100.000 habitantes / afio y la prevalencia de 26 a 199
casos /100.000 habitantes. En Espafia, la incidencia de la enfermedad de Crohn
ha ido aumentando en las Ultimas décadas siendo todavia inferior que en las
areas del Norte de Europa (Mate 1994, Brullet 1998). En el dltimo estudio
realizado entre 1994 y 1997 la incidencia de enfermedad de Crohn ha sido de
5.95 cas0s/100.000 habitantes / afio y la prevalencia de 87.45 casos/100.000
habitantes (Saro 2003).

La teoria etiopatogénica que actualmente cuenta con mas aceptacion sugiere
qgue la inflamacion intestinal se produce a partir de una reactividad anormal de
los linfocitos T hacia elementos de la flora bacteriana entérica en individuos
genéticamente susceptibles (Shanahan 2002). El reconocimiento de estos tres
factores involucrados: genes, bacterias y sistema inmune, ha permitido no sélo

profundizar en la fisiopatologia de la enfermedad sino aplicar nuevas
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estrategias terapéuticas (Elson 2002).

3.1. Susceptibilidad genética

Los datos epidemiologicos conocidos desde hace afos, como las diferencias
étnicas en la incidencia de la enfermedad, ya sugerian que la enfermedad de
Crohn podia tener un componente genético (Rozen 1979). Los estudios
familiares demostraron la existencia de agregacion familiar (mayor para la
enfermedad de Crohn que para la colitis ulcerosa), con un riesgo de padecerla
de hasta 10 veces mayor que el de la poblacién general entre familiares de
primer grado (Orholm 1991, Orholm 1999). Por otra parte, los estudios en
gemelos han evidenciado un porcentaje de concordancia para enfermedad de
Crohn de alrededor del 20-58% para los monozigotos y del 5% para los
dizigotos (Thompson 1996, Tysk 1998, Orholm 2000). Basandose en todos
estos datos epidemiolégicos, los estudios genéticos se han dirigido, por lo
tanto, a identificar genes de susceptibilidad para padecer enfermedad de
Crohn, que condicionaran una respuesta inflamatoria inadecuada ante ciertos
factores ambientales. El primer gen de susceptibilidad para la enfermedad de
Crohn descubierto se encuentra en la regién pericentromérica del cromosoma
16, en el locus designado IBD1(Hugot 1996). Diferentes mutaciones en un gen
de este locus, el NOD2 (llamado también CARD15), confieren un aumento en la
susceptibilidad para la enfermedad de Crohn (Hugot 2001, Ogura 2001, Hampe
2001) y no para la colitis ulcerosa. El riesgo relativo de tener la enfermedad es
de alrededor de 3 para los heterozigotos de alguna mutacién en dicho gen y de

10-30 para los homozigotos o dobles heterozigotos. EI gen NOD2 codifica la
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proteina NOD2 expresada en los monocitos y que parece tener un papel
importante en el reconocimiento de los productos microbianos y en las
respuestas de inmunidad innata frente a bacterias, a semejanza de los toll-like
receptors (TLRs) con los que comparte estructuralmente una region rica en
leucina. Las proteinas NOD y los TLRs reconocen productos bacterianos vy
activan el NF-kf, factor de transcripcion nuclear crucial en la iniciacion de las
respuestas inmunoinflamatorias que promueven la produccién de citoquinas
proinflamatorias como el TNFa (Inohara 2002). Ademas de su expresion en las
células inmunes, la proteina NOD2 se expresa también en las células epiteliales
y podria funcionar como un factor antibacteriano luminal mediante el
reconocimiento de bacterias intracelulares (Hisamatsu 2003).

Sin embargo, las mutaciones del NOD2 consideradas como principales o que
confieren susceptibilidad para la enfermedad aparecen sélo entre el 10-30 % de
los pacientes con enfermedad de Crohn (Vermeire 2002, Lesage 2002) por lo
gue se estan investigando y describiendo nuevas mutaciones en otros genes del
cromosoma 16 (Hampe 2002 a) y en otros cromosomas como el locus IBD2 en
el cromosoma 12, el locus IBD3 en el cromosoma 6 (region HLA), el locus IBD4
en el cromosoma 14 (Watts 2002), el locus IBD5 en el cromosoma 5 (Peltekova
2004) o el gen DLG5 en el cromosoma 10 (Stoll 2004). Otro aspecto importante
si se tiene en cuenta la enorme heterogenicidad en las manifestaciones clinicas
de la enfermedad de Crohn, es la relacion entre las alteraciones en el genotipo
y su relacion con el fenotipo. Asi, los hallazgos de diferentes trabajos
demuestran una asociacion entre las principales mutaciones del gen NOD2 y la

enfermedad de Crohn de afectacién ileal estenosante (Cuthbert 2002, Ahmad
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2002, Hampe 2002 b). Este hallazgo se ha explicado sobre la base de que la
expresion de NOD2 es muy prominente en las células de Paneth de las criptas,
células muy abundantes en el ileon terminal donde ejercen una funcién
antibacteriana (Lala 2003). Otros estudios han demostrado la asociacion entre
mutaciones en el locus IBD5 y otros fenotipos de la enfermedad de Crohn como
la afectacion perianal (Armuzzi 2003). Sin embargo, la falta de concordancia
total para la enfermedad de Crohn en los gemelos monozigotos, la variacion del
riesgo en un mismo grupo étnico segun la region geografica en la que vivan y
el aumento en la incidencia de la enfermedad en los ultimos afios, sugieren la

influencia de factores ambientales en el desarrollo de la enfermedad.

3.2. Factores ambientales: flora intestinal

La enfermedad de Crohn es frecuente en Europa y Norteamérica donde su
incidencia ha aumentado en la segunda mitad del siglo XX. Algunos autores
postulan que los cambios que se han producido en las Ultimas décadas en
determinados factores ambientales como la mejora en las condiciones
higiénicas y sanitarias, el aumento en el consumo de productos estériles y no
fermentados o la universalizacion de la vacunacion (hipotesis de la higiene),
podrian haber alterado la flora, el sistema inmune intestinal o ambos y haber
jugado un papel importante en el crecimiento del nimero de casos de
enfermedades de base inmunoldgica como la alergia o la enfermedad de Crohn.
En este sentido, en un estudio epidemioldgico publicado ya hace 10 afios (Gent
1994) se demostré que el riesgo de una persona de padecer enfermedad de

Crohn era 5 veces superior si en el domicilio habitual disponia de agua caliente
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corriente y cuartos de bafio separados. En el mismo sentido, un estudio
reciente ha demostrado que el uso de antibiéticos en el periodo previo al
diagndstico en un grupo de 587 pacientes con enfermedad de Crohn era mayor
que en un grupo control (Card 2004).

Teniendo en cuenta que el intestino es el 6rgano méas directamente expuesto a
la accion de los multiples microorganismos que componen la flora bacteriana
intestinal, no es extrafio que buena parte de la investigacion sobre la etiologia
de estas enfermedades se haya centrado en la influencia de las bacterias en la
iniciacion y perpetuacion del proceso inflamatorio (Shanahan 2004). El concepto
de que el contenido intestinal contribuye a la patogénesis de la enfermedad
inflamatoria intestinal se basa en algunos estudios realizados en pacientes con
enfermedad de Crohn sometidos a una reseccion ileal y anastomosis
ileocoldnica. La ausencia de contacto de la mucosa con el contenido intestinal
mediante una ileostomia previene la recurrencia. Cuando el transito intestinal se
reestablece aparecen nuevamente las lesiones de la mucosa intestinal lo que
sugiere que algun elemento en el contenido intestinal es el que las determina
(Rutgeerts 1991, D’'Haens 1998). Estas observaciones plantean diversas
cuestiones aun por resolver: ¢existe un agente infeccioso especifico responsable
de la enfermedad inflamatoria intestinal?, ¢tiene la enfermedad inflamatoria su
origen en un defecto primario del sistema inmune que condiciona una
respuesta exagerada frente a una flora intestinal no patogena (falta de
tolerancia inmunoldgica)?, ¢seria posible alterar el curso natural de la

enfermedad modificando la flora intestinal mediante antibioticos o probioticos?
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3.2.1. Agente infeccioso especifico

Aunque los métodos tradicionales no han sido capaces de demostrar un
patdgeno especifico como el causante de la enfermedad inflamatoria intestinal,
los nuevos métodos de biologia molecular actualmente disponibles han
propiciado nuevas posibilidades de estudio, ya que la etiologia infecciosa de la
enfermedad inflamatoria intestinal todavia es una opcion plausible (Fiocchi
1998).

Durante la década de los 80 y principios de los 90 se postuld la posible relacién
de la enfermedad de Crohn con la infeccibn por micobacterias a raiz del
descubrimiento de un microorganismo no clasificado pero relacionado con el
Mycobacterium paratuberculosis en pacientes con esta enfermedad (Chiodini
1984). Sin embargo, los resultados de las investigaciones posteriores han sido
muy contradictorios y poco concluyentes. Algunos estudios demostraron la
presencia en suero de pacientes con enfermedad de Crohn titulos elevados de
anticuerpos contra Mycobacterium paratuberculosis (Thayer 1984), pero este
dato no ha podido ser confirmado en estudios posteriores (Kobayashi 1988). La
deteccion del M.paratuberculosis en los tejidos de pacientes también ha sido
complicada tanto por técnicas de inmunohistoquimica (Kobayashi 1989) como
mediante el andlisis del DNA del microorganismo (Sanderson 1992). Sin
embargo, utilizando técnicas mas especificas de deteccion de DNA en tejido
intestinal en fresco de pacientes con enfermedad de Crohn, se detecta DNA de
Mycobacterium paratuberculosis hasta en el 92% de los pacientes comparado
con el 26% de controles (Bull 2003). Por otra parte, los resultados de los

estudios clinicos realizados con farmacos antituberculosos han sido
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contradictorios (Prantera 1994, Thomas 1998) aunque un metaanalisis sugiere
gue existe un beneficio del tratamiento antibiotico antimicobacterias en el
mantenimiento de la remisién inducida por corticoides (Borgaonkar 2000).

La Escherichia coli es la especie bacteriana aerObica Gram negativa mas
abundante en la flora intestinal normal en el humano, y por este motivo,
diversos estudios han estudiado su papel en la patogénesis de la enfermedad
inflamatoria intestinal. Ya hace mas de 20 afios se demostré un aumento de los
titulos de anticuerpos anti-£.coli en pacientes con enfermedad de Crohn
(Tabagchali 1978). Mas recientemente, un grupo de investigadores franceses
demostré que la E.coli se encuentra en el 65-100% de las lesiones ileales de
pacientes con enfermedad de Crohn y que ademéas constituye la flora
predominante (50-100% del numero total de aerobios y anaerobios)
(Darfeuille-Michaud 1998). EI mismo grupo de investigadores, en estudios
posteriores, ha demostrado que las cepas de £.coli aisladas de la mucosa ileal,
poseen capacidad de adherencia e invasion del epitelio lo que les confiere la
posibilidad de colonizarlo, sobrevivir y replicarse en los macréfagos induciendo
la produccion de grandes cantidades de TNF (Boudeau 1999, Glasser 2001).
Este tipo de E.coli adherente-invasiva aparece especialmente en las lesiones
ileales de pacientes con enfermedad de Crohn (Darfeuille-Michaud 2004).

Otro de los agentes infecciosos que han sido relacionados con la enfermedad
inflamatoria intestinal y que ha suscitado diversos estudios es el virus del
sarampion. Wakefield demostré que en piezas de reseccién intestinal de
pacientes con enfermedad de Crohn existian lesiones de vasculitis

granulomatosa. En el estudio por microscopia electronica de estas lesiones se
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evidenciaron particulas compatibles con la presencia del virus del sarampion
(Wakefield 1991, Wakefield 1993). Ademas, parecia que tanto la exposicién
perinatal al virus del sarampion como la vacunacion aumentaba el riesgo de
padecer una enfermedad de Crohn (Ekbom 1994, Thompsonl1995). Sin
embargo, estudios més recientes utilizando técnicas muy sensibles como PCR
no han conseguido detectar el virus en los tejidos de pacientes con enfermedad
de Crohn (Ghosh 2001).

Recientemente ha sido difundida la teoria conocida como “hipétesis de la
cadena del frio” en la que la refrigeracion de los alimentos, generalizada
durante el siglo XX en los paises desarrollados, se postula como la causa del
crecimiento del nimero de casos de enfermedad de Crohn (Hugot 2003). Segun
sus autores, la refrigeracion permite el crecimiento de bacterias psicrotréficas
(bacterias que viven entre —1°C y 10°C) como la Yersinia enterocolitica o
Yersinia pseudotuberculosis, produciendo en individuos genéticamente
predispuestos una respuesta inmunoldgica exagerada.

La implicacion de otras bacterias como Salmonella, Clostridium difficile etc.
también ha sido investigada, pero, probablemente, estas bacterias estan
relacionadas més con las exacerbaciones de la enfermedad que con el propio
mecanismo etiopatogénico subyacente (Campieri 2001).

Los estudios mas recientes utilizando no solo cultivos convencionales sino
técnicas de biologia molecular no han podido demostrar la presencia de un
anico patogeno en las lesiones inflamatorias de la mucosa intestinal (Marteau
2004). En un estudio con biopsias de 305 pacientes con enfermedad

inflamatoria intestinal y en 40 controles se ha investigado mediante cultivo
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convencional y FISH la flora bacteriana asociada a la mucosa. En los pacientes
con enfermedad de Crohn, se han encontrado altas concentraciones de
bacterias de origen fecal adheridas a la mucosa siendo més altas en las zonas
no inflamadas que en las inflamadas y sin evidenciarse translocacion en la
lamina propia o en los macréfagos. Sélo cuando las concentraciones de
bacterias superaban un determinado nivel, se podian observar por microscopia
electronica inclusiones bacterianas en los enterocitos localizados cerca de la
lamina propia. Sin embargo, no se pudieron encontrar diferencias entre el
grupo control y el grupo enfermedad inflamatoria intestinal en lo que se refiere
a las diferentes especies aisladas, la mayoria de ellas del género Bacteroides
entre las anaerobias o E.coli entre las aerobias. (Swidsinski 2002). Por el
contrario, otro estudio utilizando tecnologia similar ha evidenciado una
reduccion en las bacterias anaerdbicas normales (Bacteroides, Eubacterium y
Lactobaciflus) en la mucosa de pacientes con enfermedad inflamatoria activa
(Ott 2004). Los resultados de estos estudios contradicen la hipétesis de un
anico microorganismo como agente etiologico de la enfermedad inflamatoria
intestinal, haciendo mas probable la existencia de una respuesta inmunoldgica
anormal en el huésped, quiza determinada por algun defecto genético, que
originaria una alteraciébn global en la interaccion huésped-bacteria (Braun

2002).

3.2.2. Falta de tolerancia a la flora
La tolerancia de la mucosa intestinal puede definirse como el proceso activo por

el cual una respuesta inmune potencialmente agresiva es suprimida al
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reconocer como no patdogeno a un determinado componente del tracto
intestinal. El intestino est4 en contacto permanente con bacterias de la flora
intestinal normal, proteinas y antigenos de origen alimentario o productos
bacterianos potencialmente patégenos, y tiene que discriminar y ejecutar una
accion selectiva contra unos y otros. La flora intestinal no es parte del huésped
y, por lo tanto, la tolerancia inmunol6gica previene una respuesta inmune
contra las “bacterias propias”, que en caso de producirse conduciria a una
situacion de inflamacion crénica (Macpherson 1996).

La posibilidad de que sean los componentes de la flora intestinal normal los que
inicien o perpetlen la enfermedad inflamatoria intestinal ha sido ampliamente
estudiada. Los resultados experimentales obtenidos en modelos animales
demuestran que las bacterias de la luz intestinal estan incriminadas en los
mecanismos de inflamacién intestinal. Nuestro grupo de investigacion observo
en un modelo animal de colitis que los antibidticos de amplio espectro que
alcanzan niveles adecuados en la luz intestinal ejercen un efecto
antiinflamatorio. En cambio, en este modelo de colitis, los mismos antibidticos
administrados por via parenteral carecen de efecto antiinflamatorio (Videla
1994). Ademas, comprobamos que son las bacterias vivas de la flora, mas que
los antigenos de origen alimentario o la propia endotoxina bacteriana, los que
estimulan la actividad inflamatoria de la mucosa intestinal lesionada (Videla
1997) siendo algunos géneros como los Bacteroides los que contribuyen
particularmente a la formacion de lesiones mucosas profundas y cronicas
(Garcia-Lafuente 1997). Ademas, las lesiones contaminadas con ciertas

especies de bacterias anaerobias evolucionan facilmente a fibrosis intestinal
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(Mourelle 1998) mientras que otros elementos de la flora normal como los
lactobacilos no contaminan las lesiones de la mucosa ni inducen inflamacion en
la pared intestinal.

En el modelo animal de colitis por TNBS, los ratones perdian la tolerancia a la
flora autéloga mientras persistia la inflamacion y ésta se restablecia cuando los
ratones eran tratados con IL-10 o anticuerpos anti IL-12 (Duchmann 1996).
Ademas, los ratones deficientes selectivamente en IL-10 o IL-2 (citoquinas
antiinflamatorias y promovedoras de tolerancia), sanos en condiciones “germ-
free”, desarrollan una colitis espontdneamente cuando son colonizados con
bacterias (Kihn 1993, Ehrhardt 1997).

En humanos, las células mononucleares de la mucosa intestinal inflamada de
pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal proliferan cuando se exponen
/n vitro a antigenos bacterianos de la flora autdloga. Sin embargo, las células de
las areas de mucosa no afectada de los mismos pacientes, de pacientes en
remision y de controles sanos no proliferan ante las mismas bacterias, lo que
sugiere que en la mucosa inflamada existe una pérdida de la tolerancia a la
flora autéloga (Duchmann 1995) que desencadena el proceso inmuno-
inflamatorio y las lesiones de la mucosa. Algunos investigadores proponen que
probablemente no se trate de una alteracion global en la tolerancia a la flora
sino una pérdida de tolerancia selectiva a distintos microorganismos o auto
antigenos que originaria diferentes subtipos de pacientes con enfermedad de
Crohn (Landers 2002), aspecto éste ultimo que aun estd por determinar. La
causa de la pérdida de tolerancia podria deberse a una alteracion en los

mecanismos de regulacion inmune, en la barrera mucosa que permitiria el
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contacto de las células efectoras inmunes locales con los productos bacterianos

0 a un fallo en el reconocimiento de los microorganismos de la flora comensal.

3.2.3. Antibidticos y enfermedad inflamatoria intestinal

Si algun elemento en la flora fuera el responsable etiopatogénico de la
enfermedad, el tratamiento con antibidticos de amplio espectro, mediante la
disminuciéon de la carga bacteriana, tedéricamente reduciria el estimulo del
proceso innmuno-inflamatorio. Un estudio de nuestro centro (Casellas 1998) en
pacientes con colitis ulcerosa activa investigd el efecto antiinflamatorio del
tratamiento con amoxicilina-clavulanico administrado con cubierta entérica para
evitar su absorcion en intestino delgado y se comparé con el tratamiento
convencional con metil-prednisolona. El estudi6 demostr6 una reduccién
significativa de la actividad metabodlica de la flora, valorada mediante la
eliminacion de hidrégeno en el aliento tras la administracion de lactulosa,
solamente en los pacientes tratados con el antibidtico de amplio espectro con
cubierta entérica. A los cinco dias de tratamiento se observo una importante
inhibicion de la liberacion de eicosanoides inflamatorios en la mucosa rectal de
los pacientes de los dos grupos. Sin embargo, la respuesta més llamativa fue la
supresion en la liberacién de interleukina-8, que practicamente se anulé en los
pacientes tratados con antibioticos, mientras que no se modificé en los
pacientes tratados con corticoides. Estos datos sugieren que la presencia de
flora juega un papel importante en la patogénesis de las lesiones inflamatorias,
de modo que la reduccibn de la carga bacteriana tiene un efecto

antiinflamatorio mas profundo incluso que el de los antiinflamatorios
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esteroideos de uso habitual.

En este mismo sentido, desde hace afios, se han llevado a cabo estudios
clinicos y experimentales para aclarar el papel del tratamiento con antibioticos
en la enfermedad inflamatoria intestinal no sélo por su accién antibacteriana
sino porque a algunos de ellos, ademéas, se les atribuye efectos
inmunomodulares, como en el caso del metronidazol y el ciprofloxacino (Sands
2000). Sin embargo, los datos no pueden considerarse concluyentes,
probablemente porque muchos de los estudios incluyen pocos pacientes, son
muy heterogéneos desde el punto de vista clinico y los criterios de efectividad
del tratamiento asi como la duracién del mismo son muy variables (Kruis 2004).
En la colitis ulcerosa se han realizado estudios con vancomicina, metronidazol,
tobramicina, rifaximina y ciprofloxacino. La vancomicina via oral no resultd
efectiva en un estudio con pacientes con colitis ulcerosa activa, aunque
presentd una tendencia a disminuir la necesidad de cirugia (Dickinson 1985). El
metronidazol, activo contra bacterias anaerobias, tampoco fue efectivo via
endovenosa asociado al tratamiento convencional del brote severo de colitis
ulcerosa (Chapman 1986). La tobramicina administrada por via oral durante
una semana (se trata de un antibiético no absorbible activo frente a bacterias
Gram negativas) resultd mas efectiva que el placebo para controlar el brote de
colitis ulcerosa (Burke 1990). Sin embargo, la tobramicina no ha demostrado
ser eficaz ni para mantener la remision (Lobo 1993), o cuando se administra
por via endovenosa asociada a metronidazol en casos de brote severo
(Mantzaris 1994). La administracion de rifaximina, un antibiotico no absorbible

de amplio espectro, solo ha sido investigada en un estudio con pocos pacientes
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en los que induce una mejoria clinica y endoscopica al compararlo con placebo
(Gionchetti 1999). El ciprofloxacino es el farmaco mas ampliamente utilizado
en estudios clinicos recientes dado su amplio espectro tanto para bacterias
Gram positivas como negativas. Aunque el tratamiento a corto plazo, bien por
via oral (Mantzaris 1997) o via endovenosa (Mantzaris 2001) no ha demostrado
eficacia en la colitis ulcerosa activa, un estudio en el que se administro el
antibiético durante 6 meses demostro la superioridad del ciprofloxacino sobre el
placebo en disminuir la tasa de recidiva (Turunen 1998).

En la enfermedad de Crohn se han realizado diversos estudios con
metronidazol, ciprofloxacino y claritromicina. El metronidazol ha demostrado ser
eficaz en estudios clinicos en el tratamiento de enfermedad de Crohn activa
leve o moderada (Sutherland 1991), en el tratamiento de la enfermedad
perianal (Jakobovits 1984) y como tratamiento preventivo de la recidiva post-
quirdrgica (Rutgeerts 1995). El ciprofloxacino sdlo (Colombel 1999) o en
combinacion con el metronidazol (Greenbloom 1998) también ha sido efectivo
en el tratamiento de la enfermedad de Crohn activa sobre todo de afectacion
coldénica (Steinhart 2002) y con una tasa de remisién similar a la conseguida
con metil-prednisolona (Prantera 1996). Por ultimo, se ha publicado un estudio
abierto no controlado con claritromicina, antibiético elegido por su amplio
espectro y su capacidad de penetrar en macrofagos. La claritromicina,
administrada durante 4-12 semanas a pacientes con enfermedad de Crohn
activa mostré unos resultados muy prometedores en controlar la actividad y
mantener la remisién (Leiper 2000).

Teniendo en cuenta los resultados de todos los estudios, probablemente el
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exito del tratamiento con antibiéticos en la enfermedad inflamatoria intestinal
radigue en la eleccion de farmacos con amplio espectro, activos
intracelularmente y con pocos efectos secundarios para mantenerlos durante un
periodo prolongado de tiempo, y en la seleccion cuidadosa de los grupos de

pacientes a tratar para valorar la eficacia real del tratamiento (Colombel 2001).

3.3. Respuesta inflamatoria cronica

En la enfermedad inflamatoria intestinal, la alteracién en el reconocimiento de
la propia flora desvia el sentido de la respuesta inflamatoria y conduce a una
situacién de activacion no controlada de las células T CD4 + (helper) sobre todo
de tipo Thl. La activacion Thl origina la secrecion de citoquinas como el TNFa
gue desencadenan la respuesta inflamatoria, los procesos de destruccién tisular
mediados por metaloproteinasas, el dafio vascular, la adhesion y reclutamiento
de células inflamatorias, etc. (Fiocchi 1998). En condiciones normales, a pesar
de estar continuamente estimulado, el sistema inmune intestinal, ha
desarrollado mecanismos para prevenir la inflamacion excesiva y el dafio tisular.
En primer lugar, la produccién de citoquinas antiinflamatorias (TGFB e IL-10)
por linfocitos T reguladores y células epiteliales mantienen un estado de
hiporespuesta (Monteleone 2002). En segundo lugar, los linfocitos de la lamina
propia estan sometidos a un proceso estrechamente controlado de apoptosis o
muerte programada que impide su acumulacion (Boirivant 1996). Diferentes
estudios en modelos animales sugieren que en la enfermedad inflamatoria
intestinal existe una disminucién en las citoquinas antiinflamatorias como la IL-

10. Ademas, los animales genéticamente deficientes en IL-10 desarrollan una
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colitis mientras que la administracion exdégena de dicho mediador mejora la
lesion coldnica(Steidler 2000). Por otra parte, en la enfermedad de Crohn, los
linfocitos T de la mucosa intestinal son resistentes a la apoptosis por un
mecanismo que depende de la IL-6 y que perpetua el proceso inflamatorio
(Boirivant 1999, Atreya 2000). Como consecuencia, se produce un estado de
activacion permanente de los linfocitos CD4+ y la sintesis de grandes
cantidades de citoquinas (IL-12, IL-1, IL-6, TNFa) con un perfil polarizado Thl

gue median la respuesta inflamatoria y el dafio tisular.

3.4. Modelo hipotético

Todos los aspectos que se han reseflado continGan siendo investigados y
todavia no hay una teoria definitiva. Sin embargo, parece claro que el dafio
tisular en la enfermedad de Crohn es consecuencia de la activacion incontrolada
de los linfocitos T de la lamina propia cuando interactian con las células
presentadoras de antigenos en respuesta a la exposicion a bacterias de la

propia flora en pacientes susceptibles genéticamente.



Natalia Borruel. Tesis doctoral

Bacteria ’ ﬂ

| s |
comensal = G

activo

o110
B NBD R4
1 oljo

1040

Gen NOD2 mutado

Epitelio
intestinal

Inhibicion
apoptosis

DANO
TISULAR

et

Figura 4. Factores implicados en la fisiopatologia de la inflamacion en la

enfermedad de Crohn.
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4. PROBIOTICOS Y ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

La estrategia béasica del tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal ha
estado dirigida hasta ahora a modular o suprimir las respuestas inflamatorias vy,
salvo los estudios de tratamiento con antibioticos, se ha prestado poca atencion
a modificar el microambiente intestinal en lo que se refiere a la flora (Shanahan
2001 a). Aunque el uso de antibiéticos parece ser el método mas obvio de
manipular la flora, sus desventajas en términos de falta de especificidad, riesgo
de sobrecrecimiento de patogenos y desarrollo de resistencias, hacen que se
hayan investigado formas mas sutiles y controladas como son la administracién
de prebioticos y probiodticos (Sartor 2004). Ademas, la modificacion de la flora
intestinal mediante probioticos ofrece la oportunidad, no s6lo de actuar desde
el punto de vista microbiol6gico sino probablemente desde el punto de vista
inmunoldgico (Shanahan 2000, Shanahan 2001b). Los estudios realizados
sugieren que, ademas del efecto puramente competitivo con otras bacterias y la
produccion de sustancias antimicrobianas, los probioticos pueden modificar el
dialogo epitelio-sistema  inmune intestinal  ejerciendo un  efecto
inmunomodulador y que algunos de ellos podrian tener propiedades

antiinflamatorias al interactuar con la mucosa intestinal.

4.1. Probioticos en modelos experimentales de colitis

Los resultados de los estudios con animales en modelos experimentales de
colitis tratados con probidticos han resultado esperanzadores. En el modelo de
colitis en rata inducida por acido acético, la administracion de Lactobacillus

reuteri R2LC inmediatamente tras la induccion prevenia la instauracién de la
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colitis. Sin embargo, si la administracion se realizaba de forma mas retardada o
con concentraciones menores de bacterias el efecto era menos prominente
(Fabia 1993). De la misma forma, en el modelo de enterocolitis en ratas
inducida con metrotexato intraperitoneal, la ingestion de lactobacilos, y
especialmente Lactobacillus plantarum, disminuia la severidad de la colitis
mejorando la pérdida de peso y la permeabilidad intestinal y reduciendo la
mieloperoxidasa local, la translocacion bacteriana y los niveles plasmaticos de
endotoxina (Mao 1996). El modelo de ratones deficientes en IL-10 resulta
interesante para estudiar el papel de las bacterias en el inicio de la inflamacién
de la mucosa del colon. La colitis cronica espontanea que desarrollan estos
ratones requiere la presencia de bacterias en la luz intestinal (no la desarrollan
en condiciones “germ-free”), se previene y trata con antibidticos y presenta
caracteristicas similares a la enfermedad de Crohn humana (Kuhn 1993, Sellon
1998, Madsen 2000). Los ratones deficientes en IL-10 presentan en el periodo
neonatal niveles disminuidos de lactobacilos en colon y un aumento de
bacterias adheridas y translocadas en la mucosa coldnica, desarrollando una
colitis a las 4 semanas de vida. La repoblacion del colon con Lactobacillus sp
atenta la colitis y disminuye la translocacion y adherencia de otras bacterias
(Madsen 1999). El tratamiento de estos ratones con VSL#3, un preparado
probidtico liofilizado con 8 bacterias diferentes, induce la normalizacion de la
funcién epitelial, de la permeabilidad de la mucosa y una reduccion en la
secrecion de TNFa e IFNy (Madsen 2001). Asimismo, la administracion oral de
Bifidobacterium infantis o Lactobacillus salivarius disminuye la produccion de

citoquinas Thl tanto a nivel local como sistémico (McCarthy 2003). En el mismo
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modelo, la ingestion del probibtico Lactobacillus salivarius ssp salivarius UCC118
inhibe no solo el desarrollo de colitis sino la aparicion de cancer de colon
(O’Mahony 2001). Otros estudios similares con diferentes modelos o diferentes
bacterias han llegado a conclusiones semejantes (Schultz 2002, Dieleman
2003).

Utilizando otro tipo de estrategia, y también en un modelo animal de colitis, se
ha utilizado una bacteria (Lactococcus lactis) modificada genéticamente para
secretar IL-10, una citoquina con propiedades antiinflamatorias (Steidler 2000).
La administracion intragastrica de la bacteria tras la induccion de la colitis
mediante DSS produjo una reduccion significativa en la inflamacion intestinal
comparable a la de otros tratamientos mas convencionales como los
corticoides. En el modelo de los ratones deficientes en IL-10, la administracién
diaria de la bacteria previno ademas el desarrollo espontaneo de colitis. Las
ventajas de esta modalidad terapéutica son, por una parte, la necesidad de una
dosis efectiva méas baja de IL-10 que la requerida por via parenteral y, en
segundo lugar, permite la administracién /n situ evitando los inconvenientes
asociados a la exposicion sistémica de citoquinas con alta actividad biologica. El
estudio es prometedor, ya que introduce un nuevo concepto en la terapéutica
de la enfermedad inflamatoria intestinal integrando el tratamiento con
citoquinas y la modificacion del microambiente local intestinal (Shanahan 2001
C).

Otra posibilidad que se ha explorado es el uso de prebidticos, polisacaridos no
absorbibles que administrados por via oral aumentan la actividad sacarolitica de

la flora del colon favoreciendo el sobrecrecimiento de especies autoctonas de
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los géneros Bifidobacteria'y Lactobacillus. Un trabajo experimental de nuestro
centro demostré que la administracion oral de inulina tiene un efecto
antiinflamatorio muy significativo en un modelo de colitis distal similar a la
colitis ulcerosa humana (Videla 2001). Resultados similares se han obtenido
posteriormente en otros modelos de colitis también con inulina (Schultz 2004
a).

Del conjunto de resultados de los experimentos animales se pueden extraer
varias conclusiones. Por una parte, el inicio de la inflamaciéon de la mucosa
intestinal est4 probablemente relacionado con una alteracion del balance
normal de la flora y esta situacion puede ser antagonizada manipulando la flora
mediante la administracion de bacterias “probidticas”. En segundo lugar, la
variabilidad de la eficacia de los diferentes probidticos segun el modelo animal
utilizado, sugiere que en el caso de la enfermedad inflamatoria intestinal
humana, caracterizada por su gran heterogenicidad, sera preciso establecer
indicaciones con bacterias especificas segun el subgrupo de pacientes que se

quiera tratar.

4.2. Probioticos en la enfermedad inflamatoria intestinal humana
En los dltimos afios se ha investigado ampliamente sobre el efecto de los
probioticos en la enfermedad inflamatoria, pero los resultados no son del todo
concluyentes y todavia faltan datos basados en estudios controlados con
namero suficiente de pacientes incluidos para determinar su eficacia clinica.
En dos estudios abiertos no controlados realizados en nifios con enfermedad de

Crohn, el Lactobacillus GG demostré tener ciertos efectos beneficiosos.
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Administrado a corto plazo (10 dias), indujo una estimulacion de la respuesta
inmune intestinal que se plasmaba en un aumento en las células secretoras de
IgA contra lactoglobulina y caseina (Malin 1996). Cuando el probiodtico era
administrado durante 6 meses, inducia una disminucion de la permeabilidad de
la mucosa intestinal y una reduccion en el indice de actividad clinica (Gupta
2000). Sin embargo, estos resultados preliminares no han podido ser
confirmados ya que el Lactobacillus GG ha sido ineficaz tanto en prevenir la
recurrencia post-quirdrgica (Prantera 2002) como en mantener la remisién
inducida farmacolégicamente (Schultz 2004b) de pacientes con enfermedad de
Crohn. Tampoco en pacientes con pouchitis ha sido eficaz en reducir la
inflamacién mucosa del reservorio (Kuisma 2003).

La levadura Saccharomyces boulardii, eficaz en la prevencion y tratamiento de

la diarrea asociada al Clostridium difficile, también ha sido investigada como
tratamiento de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal aunque solo en
estudios pilotos incluyendo un nimero reducido de pacientes. En pacientes con
enfermedad de Crohn, la asociacion del S.Boulardii al tratamiento convencional
mejora la diarrea en la fase aguda (Plein 1993) y reduce la tasa de recidiva a
largo plazo en pacientes en remision (Guslandi 2000). En pacientes con colitis
ulcerosa activa, en un estudio piloto con 25 pacientes, la asociaciéon de la
levadura al tratamiento con mesalacina inducia la remisién en el 68% (Guslandi
2003).

En pacientes con colitis ulcerosa, se han publicado dos estudios comparando la

eficacia de una cepa de Escherichia coli no patdégena (Nissle 1917) con la

mesalacina en la induccién y mantenimiento de la remision. En un primer
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estudio, se incluyeron 120 pacientes con colitis ulcerosa en remision, a los que
de manera randomizada y a doble-ciego se les administré bien mesalacina a la
dosis de 1500 mg/dia o una preparacion via oral de la E.coli Nissle 1917
durante 12 semanas. Al final del periodo de estudio, la tasa de remision fue
similar en ambos grupos (11.3 y 16% respectivamente) lo que sugiere que el
tratamiento con probiéticos puede suponer una alternativa como
mantenimiento de la remision en pacientes con colitis ulcerosa (Kruis 1997). En
un estudio posterior, utilizando la misma bacteria, se investigo la eficacia del
probidtico en el mantenimiento a largo plazo, 12 meses, en 120 pacientes con
colitis ulcerosa activa. La adicion de la bacteria al tratamiento standard de la
colitis ulcerosa activa no modifico ni la tasa de remision ni el tiempo en
conseguirla. Por otra parte, el tratamiento con la £.co/i no patégena mostro
una eficacia equivalente al tratamiento con mesalacina (recidiva 67 vs 73%
respectivamente) en el mantenimiento de la remision (Rembacken 1999).
Segun algunos autores (Faubion 2000), el estudio presenta algunas
particularidades que limitan la importancia de los hallazgos, como son la
heterogenicidad en la severidad del brote, las diferencias en las pautas de
tratamiento con corticoides y la alta tasa de recidiva al final del periodo de
estudio.

La experiencia con bifidobacterias es mucho mas escasa habiéndose publicado
Gnicamente un estudio en pacientes con colitis ulcerosa. La suplementacion con
leche fermentada con bifidobacterias mejora las tasas de remision al afio de
tratamiento aunque los resultados del estudio no son concluyentes ya que sélo

incluia a 21 pacientes (Ishikawa 2003).
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Los resultados obtenidos con una mezcla de probioticos en pacientes con
pouchitis han resultado mas Illamativos. La pouchitis es una de las
complicaciones a largo plazo méas frecuentes de los pacientes con reservorio
ileo-anal. Aunque su causa no se conoce, la buena respuesta que presenta al
tratamiento con antibiéticos y su asociacibn a una disminucion en la
concentracion en las heces de lactobacilos y bifidobacterias sugiere que
probablemente tiene su origen en una alteracion en el equilibrio bacteriano. El
estudio, doble-ciego controlado contra placebo, incluy6é a 40 pacientes con una
anastomosis ileo-anal con reservorio con historia de pouchitis crénica
recidivante (mas de 3 brotes/afio) que se encontraban en remisién en el
momento de la inclusion (Gionchetti 2000). Los pacientes fueron randomizados
para recibir bien la preparacion de probidticos o placebo durante 9 meses. La
preparacion de probidticos (VSL#3) incluia 4 cepas de lactobacilos, 3 de
bifidobacterias y una cepa de Streptococcus salivarius sp thermophillus en
forma de liofilizado conteniendo 5x10* bacterias por gramo. Al final del periodo
de estudio, sélo el 15% de los pacientes en el grupo tratado con VSL#3
presentaron una recidiva comparado con el 100% de los pacientes en el grupo
placebo. Ademas, todos los pacientes que respondieron al tratamiento con
probioticos, presentaron una recidiva en los 4 meses siguientes tras
suspenderlo. Estos resultados han sido confirmados en un estudio posterior
utilizando una Unica dosis diaria del probiético durante 12 meses (Mimura
2004). La misma mezcla de probidticos ha demostrado ser efectiva ademas
como tratamiento profilactico del primer episodio de reservoritis en pacientes

sometidos a colectomia y anastomosis ileo-anal (Gionchetti 2003) y en el
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tratamiento de mantenimiento de la colitis ulcerosa en un estudio abierto con
20 pacientes con colitis ulcerosa en remision, alérgicos o intolerantes al 5-ASA
(Venturi 1999). Los autores justifican el uso de una mezcla de distintas
especies bacterias por dos motivos. Por un lado se administran altas
concentraciones de bacterias probidticas y, por otro lado, la presencia de
diferentes especies bacterianas favorece un efecto sinérgico tedrico entre ellas
para la inhibicibn de patégenos. Sin embargo, seria muy conveniente
determinar si realmente las distintas cepas de probiéticos presentan este efecto
sinérgico, si todas las cepas son activas y necesarias para conseguir el efecto
antiinflamatorio o si la utilizacién de la mezcla es superior a la de una Unica
cepa bacteriana (Sartor 2000).

En conclusién, aunque por el momento contamos con pocos estudios clinicos,
es probable que en algunos afios el uso de probidticos ocupe un lugar
importante en el arsenal terapéutico para prevenir y combatir la enfermedad

inflamatoria intestinal.
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HIPOTESIS
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La hipotesis de los estudios que constituyen esta tesis es la siguiente:

Las bacterias no patdogenas interactian de manera cepa-especifica con la

mucosa intestinal humana induciendo un cambio o modulacién en el patron de

secrecion de citoquinas tanto en tejido normal como inflamado.

En el tejido intestinal inflamado, determinadas bacterias ejercen un efecto

antiinflamatorio.
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OBJETIVOS
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Los objetivos _de los estudios gque constituyen esta tesis _son los

siguientes:

Estudio 1:
Estudiar el efecto “ex vivo” de diferentes bacterias no patdégenas sobre la

secrecion de citoquinas pro y anti-inflamatorias en la mucosa col6nica normal.

Estudio 2:

Estudiar el efecto antiinflamatorio de diferentes bacterias no patdgenas en la

mucosa intestinal de pacientes con enfermedad de Crohn.
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OBJECTIVE: The human intestine harbors a complex micro-
bial ecosystem, and the mucosa is the interface between the
immune system and the lumina environment. The aim of
this study was to elucidate whether host—bacteria interac-
tions influence mucosal cytokine production.

METHODS: Macroscopically normal colonic specimenswere
obtained at surgery from eight patients with neoplasm, and
inflamed ileal specimens were obtained from two patients
with Crohn’'s disease. Mucosal explants were cultured for
24 h with either nonpathogenic Escherichia coli ECOR-26,
Lactobacillus casei DN-114 001, L. casei DN-114 056, L.
casel ATCC-334, or Lactabacillus bulgaricus LB-10. Each
study included blank wells with no bacteria. Tissue and
bacteria viability were confirmed by LDH release and cul-
ture. Concentration of tumor necrosis factor (TNF)e, trans-
forming growth factor 81, interleukin (IL)-8, and IL-10 was
measured in supernatants. In parallel experiments, neutral-
izing anti-TNFa antibody was added to the culture.

RESULTS: Co-culture of mucosa with bacteria did not mod-
ify LDH release. Co-culture with L. casel strains signifi-
cantly reduced TNF« release, whereas E. coli increased it.
These effects were observed both in normal and inflamed
mucosa. In combination studies, L. casei DN-114 001 pre-
vented TNFa stimulation by E. coli. L. casel DN-114 001
also reduced IL-8 release viaa TNFa-independent pathway.
L. casel DN-114 056 or E. coli increased IL-10releasein the
presence of neutralizing anti-TNFa.

CONCLUSIONS: Nonpathogenic bacteriainteract with human
intestinal mucosa and can induce changes in cytokine pro-
duction that are strain specific. (Am J Gastroenterol 2003;
98:865—-870. © 2003 by Am. Coll. of Gastroenterology)

INTRODUCTION

The large intestine harbors a complex and dynamic micro-
bial ecosystem composed of several hundred species, in-
cluding both pathogenic and health-promoting microorgan-
isms (1). The microflora has marked influences on the
anima host, as observed in experiments comparing the
characteristics of germ-free and conventional animals (2).
Among other important benefits, host—bacteria cross-talk

appears to play a mgjor role in the development of normal
mucosal immunity (3-6).

Theintestinal mucosais the main interface between the
immune system and the luminal environment. Intestinal
epithelial cells can actively process and transport foreign
antigens to the underlying lamina propria (7) and gener-
ate signals for communication with mucosal immune and
inflammatory cells (8). Interactions between enteropatho-
genic bacteria and the host mucosa are well documented.
Pathogens possess highly specialized adaptive strategies
that permit them to colonize and invade the gut mucosa
(9, 10). Cytokines and chemokines expressed by epithe-
lial cells in response to invasion attract and activate
neutrophils and monocytes in the adjacent intestinal mu-
cosa (11). Thus, antigen processing and signaling by
epithelial cells are a primary step of innate and adaptive
defense mechanisms in the earliest phases after invasion
by pathogens.

The interactions between nonpathogenic bacteria and
their intestinal host are lesswell known. Most of the bacteria
that constitute the gut microflora are commensals that co-
exist with intestinal epithelial cells without harming them.
Moreover, both bacteria and host cells benefit from the
association. Some studies suggest that a dynamic molecular
cross-talk does exist. For instance, it was shown that Bac-
teroides thetaiotaomicron builds up a partnership with its
host (12). The host actively provides a nutrient the bacte-
rium needs, and the bacterium actively indicates how much
it needs to the host. This symbiotic relationship avoids
overproduction of the nutrient that would favor the intro-
mission of microbial competitors with potential pathogenic-
ity for the host. However, little is known about how non-
pathogenic bacteria interact with immuno-inflammatory
mechanisms of the intestinal mucosa.

The hypothesis of our study was that nonpathogenic bac-
teria interact with the intestinal mucosa and can induce
different patterns of cytokine production. Our aim was to
investigate whether some nonpathogenic bacteria can mod-
ulate cytokine responses. To this end, we incubated mucosal
explants in the presence of viable bacteria and measured
cytokine production after a 24-h period of organ culture.
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MATERIALS AND METHODS

Specimens

Macroscopically normal colonic tissue was obtained at sur-
gery from eight patients (five men and three women; median
age 70 yr, range 58—80 yr) undergoing left hemicolectomy
for colonic cancer. Full thickness colonic wall specimens
distant from the tumor and without macroscopic or micro-
scopic lesions were collected. Inflamed intestinal tissue was
obtained at surgery from two patients with Crohn’s disease
(two men; age 32 and 37 yr) undergoing ileal resection for
ileal stricture unresponsive to conventional medical treat-
ment (prednisolone and azathioprine). The diagnosis of
Crohn’s disease was established by routine clinical, radio-
logical, and endoscopic criteria and confirmed by histolog-
ical examination. Preparation for surgery was similar for all
patients and included gut lavage with electrolyte—polyeth-
ylene glycol solution and broad spectrum antibiotic therapy.
The project was approved by the local ethics committee
(Comite Etico de Investigacion Clinica, Hospitals Vall
d’ Hebron).

Organ Culture

Specimens were rinsed under a jet of saline and gently
washed twicein sterile saline. They wereimmediately trans-
ferred to our laboratory in sterile saline at 4°C. Multiple
mucosal samples (30—40 per patient) weighing 20-30 mg
each were separated from underlying tissue and placed on
culture filter plates (15-mm-diameter wells with 500-um
bottom mesh, Netwell culture systems, Costar, Cambridge,
MA). The epithelial surface was uppermost. Filters were
suspended over wells containing 1500 ul medium, consist-
ing of RPMI 1640 (CanSera, Rexdale, Ontario, Canada)
supplemented with 10% fetal calf serum (Gibco BRL, Eg-
genstein, Germany), 100 U/ml penicillin (Normon, Madrid,
Spain), 100 wg/ml streptomycin (Normon), and 50 wg/ml
gentamycin (Normon). Samples were preincubated with an-
tibiotics for 1 h at 37°C in humidified 5% CO, atmosphere
to eradicate indigenous flora and equilibrate the tissue to the
culture conditions. Thereafter, medium was replaced by
fresh RPMI 1640 supplemented with 10% fetal calf serum,
sodium bicarbonate at 24 mmol/L, and 100 U/ml penicillin.
Sodium bicarbonate was added to prevent acidification of
the medium by bacterial metabolism, because acidification
can modify cytokine release. Penicillin was included to
prevent contamination. At thistime, selected bacteriastrains
were added to the incubation at appropriated concentrations,
as described below. Each study run included blank wells
with no bacteria in the organ culture. In some experiments,
simultaneous to the addition of bacteria, neutralizing anti—
tumor necrosis factor (TNF)a monoclonal antibody (inflix-
imab [Remicade], Schering-Plough, Kenilworth, NJ) was
added to the incubation wells at a final concentration of 4
po/ml (13). After 24 h at 37°C in 5% CO, chamber, super-
natants and tissues were collected and stored at —80°C until
analysis.
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Bacteria Strains

Lactobacillus casei DN-114 001, L. casei DN-114 056, L.
casel sp casei ATCC-334, and L. bulgaricus LB-10 were
kindly provided by Dr. Puri Relano (Danone Vitapole, Paris,
France). A nonpathogenic Escherichia coli strain
(ECOR-26 or ATCC-35345) from the Ochman-Selander
collection of standard reference strains of E. coli isolated
from natural populations (14) was kindly provided by Prof.
Juan Aguilar (Biochemistry, Faculty of Pharmacy, Univer-
sity of Barcelona, Barcelona, Spain). The lactobacilli were
grown in Man-Rogosa-Sharpe liquid medium (Difco, De-
troit, MI) and the E. coli strain in Luria Bertani broth
(Pharmacy, Hospital Vall d'Hebron, Barcelona, Spain) at
37°C under aerobic conditions for 24 h. Bacteria were
harvested in the stationary phase, cell countsin the bacterial
suspension were estimated by optical density at 600 nm
absorbance (UV-1601, Shimadzu, Kyoto, Japan), and bac-
teria were added to the tissue culture wells at the appropri-
ated dilution to reach a final concentration of 10° colony-
forming units (CFU) per ml of incubation medium. Aliquots
of the suspensions were incubated in Man-Rogosa-Sharpe
liquid medium or blood agar plates to confirm bacterial
growth and exclude the presence of contaminant bacteria.

Analytical Methods

Tissue viahility was assessed by the release of LDH into the
supernatant. The ratio of LDH activity in the supernatant
over total LDH activity in tissue homogenates was calcu-
lated and used to estimate the percentage of viable tissue.
Tissue samples were homogenized in Tris'HCI (100
mmol/L, pH 7.4), and supernatants were analyzed for LDH
using the spectrophotometric method.

Concentration of cytokinesin the supernatants were mea-
sured using commercially available ELISA systems for hu-
man cytokines: TNFa (DuoSet, R&D Systems, Minneapo-
lis, MN); transforming growth factor B1 (TGFB1)
(Genzyme Diagnostics, Cambridge, MA); and interleukin
(IL)-8 and IL-10 (Endogen, Woburn, MA). All samples
were analyzed in duplicate. Results of cytokine concentra-
tion are expressed as ng or pg per ml of culture medium.

Statistical Methods

Results are expressed by the mean and the SEM. Statistical
differences were determined using overall analysis of vari-
ance and Student’s t test for individual comparisons be-
tween groups.

RESULTS

Tissue Viability

Table 1 shows tissue viability at the end of the 24-h culture
period as assessed by LDH release. Co-culture of the tissue
with any of the bacteria studied did not modify tissue
viability as compared with blank culture. Final pH was 7.36
+ 0.04 in blank wells, 7.32 = 0.04 in L. casei DN-114 001
wells, 7.34 = 0.04 in L. casel DN-114 056 wells, 7.35 *+
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Table 1. Tissue Viability After 24-H Organ Culture

Group n* % Viabilityt
Blank 13 67 14
L. casei DN-114 001 10 65+ 2.8
L. casel DN-114 056 10 65+ 1.2
L. casel ATCC-334 10 63 + 1.3
L. bulgaricus LB-10 10 62+ 18
E. coli ECOR-26 8 63 + 0.8

* Number of organ culture experiments per group.
T The ratio of LDH activity in the supernatant over total LDH activity in tissue
homogenates was calculated and used to estimate the percentage of viable tissue.

0.06 in L. bulgaricus LB-10 wells, and 7.32 = 0.05 in E.
coli wells.

Release of Cytokines by Normal Colonic Mucosa
Concentration of TNF« in the culture wells after 24-h in-
cubation showed significant differences between groups, as
depicted in Figure 1. Co-culture of colonic mucosa with L.
casei DN-114 001, L. casei DN-114 056, and L. casei
ATCC-334 significantly reduced TNFa release as compared
with blank culture. However, L. bulgaricus LB-10 did not
induce significant changes in TNFa release as compared
with blank culture. By contrast, the nonpathogenic E. coli
ECOR-26 strain induced a significant increase in TNF«
release to the medium. When the bacteria were harvested
during the phase of logarithmic growth and added to the
tissue culture, the effects were similar: L. casei DN-114 001
significantly inhibited TNF« release, whereas E. coli stim-
ulated production of this cytokine (data not shown). The
same findings were observed when the bacteria inocula
varied in the range of 10° to 10” CFU per ml (data not
shown).

*
80 - 125£35

TNF-o
(pg/mL)

*

E

Blank
L.casei
DN114001
L.casei
DN114056
L.casei
ATCC 334

L.bulgaricus
LB10
E.coli

Figure 1. Levels of TNFa in the incubation medium after 24-h
culture of colonic mucosa. No bacterium was added to blank
cultures, whereas lactobacilli or E. coli strains were added at 10°
CFU per ml in the corresponding culture wells. Co-culture of
colonic mucosa with L. casei DN-114 001, L. casei DN-114 056,
and L. casel ATCC-334 significantly reduced TNF« levels, but the
nonpathogenic E. coli strain significantly stimulated the release of
TNFa. Data are mean = SEM (* p < 0.05 vs blank). Differences
between E. coli and al the Lactobacillus strains were also signif-
icant (p < 0.05).
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Figure 2. Levelsof IL-8intheincubation medium in organ culture
experiments, as described in Figure 1. The L. casei DN-114 001
strain significantly inhibited the release of 1L-8 to the incubation
medium (* p < 0.05 vs blank and E. cali).

Asshown in Figure 2, co-culture experiments with any of
the L. casel strains showed that release of IL-8 into the
medium decreased by comparison with blank culture, but
only the DN-114 001 strain induced statistically significant
changes. L. bulgaricus and E. coli had no effect. In addition
to effects on IL-8, both L. casei DN-114 001 and L. casei
DN-114 056 induced a decrease in the release of IL-10 as
compared with blank culture (Fig. 3). The other two Lac-
tobacillus strains produced no significant changes, but co-
culturewith the E. coli strain significantly increasethe IL-10
release into the medium.

No changes were found in the release of TGFB1 after
co-culture of the mucosa with any of the bacteria studied
(Blank: 1.7 = 0.15 ng/mL; L. casei DN-114 001: 1.8 =
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Figure 3. Levels of IL-10 in the incubation medium in organ
culture experiments, as described in Figure 1. L. casel DN-114 001
and L. casel DN-114 056 inhibited the release of IL-10 to the
incubation medium, whereas the nonpathogenic E. coli signifi-
cantly stimulated its release (* p < 0.05 vs blank). Differences
between E. coli and al the Lactobacillus strains were also signif-
icant (p < 0.05).
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Figure 4. Levels of IL-8 and IL-10 in organ culture experiments
with neutralizing anti-TNFa antibody added to the medium. The
release of IL-8 (left graph) was significantly inhibited in the
presence of L. casei DN-114 001 (p < 0.05 vs blank, E. coli and
L. casei DN-114 056). The release of 1L-10 (right graph) was
higher in the presence of L. casel DN-114 056 or E. coli than in
blank cultures (* p < 0.05 vs blank). Data are mean = SEM.

0.20; L. casei DN-114 056: 1.8 + 0.20; L. casei ATCC-334:
1.6 = 0.15; L. bulgaricus LB-10: 1.8 + 0.15, and E. coli:
1.7 = 0.21).

Effect of Neutralizing Anti-TNFa Antibody

The effect of bacteria on cytokine release by colonic mucosa
was tested in the presence of neutralizing anti-TNFa anti-
body added to the incubation medium. The release of TNF«
was completely blocked by the antibody (<2.5 ng/ml in all
incubation conditions). In blank wells, IL-8 levels were
2-fold higher in the presence of anti-TNFa as compared
with blank wells without anti-TNFa (Fig. 4, left graph,
compared with blanks in Fig. 2). Interestingly, the L. casei
DN-114 001 strain induced a significant reduction in IL-8
release in the presence of the neutralizing antibody, whereas
the other strains had no effect. Release of 1L-10 was lower
when the mucosa was incubated in the presence of the
anti-TNFa monoclonal antibody (p < 0.05, blanksin Fig. 4
compared with blanks in Fig. 3). In this setting, the L. casei
DN-114 056 strain as well as the E. coli strain induced
significant increases in mucosal release of IL-10 (Fig. 4,

right graph).

Release of TNFa by Inflamed Ileal Mucosa

In blank organ culture, the release of TNFa from inflamed
ileal tissue of Crohn’s disease patients was high (323 = 38
pa/ml). As previously observed, co-culture of inflamed tis-
sue with the L. casel DN-114 001 strain significantly re-
duced TNFa release (Fig. 5). The nonpathogenic E. coli
strain induced an increase in TNFa release by the tissue.
Interestingly, combination co-culture experiments with L.
casel DN-114 001 and E. coli showed a reduced release of
TNFa as compared with either blank or E. coli only wells (p
< 0.05).
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Figure 5. Levels of TNFa in the incubation medium after 24-h
culture of inflamed ileal mucosa. Blank organ culture (no bacteria
in the medium) showed a high release of the cytokine. As shown,
L. casei DN-114 001 significantly reduced TNF« levels, but the
nonpathogenic E. coli strain significantly stimulated the release of
TNFa. Interestingly, combination experiments with L. casei DN-
114 001 and E. coli showed reduced levels of TNFe«, suggesting
that L. casei can prevent the inflammatory exacerbation induced by
the gram negative strain. Data are mean = SEM (* p < 0.05 vs
blank).

DISCUSSION

Our study investigated the effect of different nonpathogenic
bacteria on the spontaneous production of cytokines by
human intestinal mucosal specimens. We used whole mu-
cosa explants freshly dissected from surgical specimens and
co-cultured the mucosa with bacteria for a 24-h period.
Tissue viability was not altered by the presence of live
bacteria in the organ culture medium, as shown by the data
on LDH release. Our results show that nonpathogenic bac-
teria can influence the release of cytokines by mucosa
explants. Three strains of L. casei, a L. bulgaricus strain,
and a nonpathogenic E. coli strain were found to induce
different patterns of cytokine production.

Previous studies by other investigators have shown that
although human intestinal epithelial cell lines constitutively
express IL-8 and TGFB1 (8), other cytokines, such as
TNFa, are only expressed after challenge with enteropatho-
genic bacteria (11). Moreover, expression of TNFa or IL-8
genes in isolated colonic epithelial cells is not atered by
incubation with noninvasive bacteria (11). However, Haller
and coworkers (15) observed that isolated intestinal epithe-
lial cells could produce TNFa when sensitized with leuko-
cytes. Using intestina epithelial cells co-cultivated with
human blood leukocytes in separate compartments of trans-
well cultures, they found that some nonpathogenic bacteria
strains produce a variable stimulation of cytokine expres-
sion, including TNFq, IL-8, IL-10, and TGFB. In this
model, however, nonstimulated spontaneous production of
cytokines was low or negligible, and only up-regulation by
bacteria could be detected. In contrast, in our study we have
observed that cultured mucosal explants spontaneously se-
creted measurable quantities of TNFea, IL-8, IL-10, and



AJG - April, 2003

TGFB1 proteins. Thus, our model provides an interesting
approach for research on the interaction of bacteria with the
host, using both the epithelial interface and the immuno-
competent cells in their own natural disposition.

The nonpathogenic E. coli strain significantly stimu-
lated the release of TNFa by mucosal explants of normal
colonic mucosa. Increases in the release of |L-8 were not
significant, but the anti-inflammatory cytokine IL-10 was
stimulated by a TNFa independent mechanism. A similar
pattern of cytokine release (increasesin TNFe, IL-8, and
IL-10) was observed by Haller and co-workers (15) using
the transwell culture system with epithelial cells and
leukocytes challenged with another nonpathogenic strain
of E. coli (LTH 634). Increased expression of TNFa and
IL-8 by epithelial cells is consistently observed after
challenge by enteropathogenic strains of E. coli (11, 16).
This effect has been shown to involve the nuclear tran-
scription factor-x B (NF-« B) that binds to specific
promoter sequences and activates the transcription and
expression of a series of genes that encode proinflamma-
tory cytokines and inducible proinflammatory enzymes
(16, 17). Activation of the transcription factor NF-« B is
produced by transmembrane signals generated by toll-
like receptors in the outer cell surface (18). Intestinal
epithelial cells express toll-like receptors that recognize
specific microbial components, such as cell wall lipopoly-
saccharide of gram negative bacteria (19). This pathway
appears to be a primary mechanism for innate immune
response against infectious agents. Our data suggest that
the intestinal mucosa up-regulates this pathway not only
when challenged by pathogens but also in the presence of
nonpathogenic gram negative bacteria. This reaction to
nonpathogenic bacteria could be particularly harmful in
specific settings with a background of inflammation, asin
inflammatory bowel disease. Our experiments with in-
flamed ileal mucosa clearly suggest that a nonpathogenic
E. coli strain may exacerbate inflammation.

In the experiments with L. casal strain DN-114 001, the
spontaneous mucosal release of TNFe, IL-8, and IL-10 was
significantly reduced. Our studies with the anti-TNFa neu-
tralizing antibody suggested that the effect on IL-8 is inde-
pendent from the effect on TNFa. However, reduction of
IL-10 after co-culture with this strain appears to be mediated
by the reduction of TNF« release, because the experiments
performed in the presence of the neutralizing antibody
showed adifferent trend. Asobserved in aprevious study by
our own group (20), co-culture of inflamed ileal mucosa
with the L. casel DN-114 001 strain markedly reduced the
mucosal release of TNFa. In the previous study, we aso
measured a reduction of the number of mucosal T lympho-
cytes (CD3 cells) expressing TNF« or the activation marker
CD25 after tissue incubation with L. casel DN-114 001.
Those findings suggested that signals generated at the epi-
thelia level are transduced to the underlying mucosa and
induce changes in the activation status of immuno-inflam-
matory cells. Thus, signals generated by theinteraction of L.
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casei DN-114 001 with the epithelium may down-regulate
mucosal inflammation. This would explain our current find-
ings in the combination studies with E. coli and L. casei
DN-114 001. Interestingly, the L. casal strain was able to
prevent the inflammatory over-reaction against the non-
pathogenic E. coli strain. Our findings may suggest that a
“friendly” interaction exists between the L. casai strain and
the mucosal defense systems.

Experiments with L. casei strain DN-114 056 showed a
reduction on therelease of TNFa similar to that produced by
L. casei DN-114 001, no changes on IL-8 release, and a
stimulation of 1L-10 via an independent TNF« pathway. L.
casel ATCC-334 only reduced TNFa release, and L. bul-
garicus LB-10 did not induce any significant change on
cytokine profile. Our results suggest that each bacteriastrain
may induce a different pattern of response on mucosal
cytokine production. Other strains of Lactobacillus have
been shown to activate the NF-x B pathway when exposed
directly to human macrophages (21).

We conclude that nonpathogenic bacteria interact with
normal human colonic mucosa and may induce strain spe-
cific changesin innate mechanisms of mucosal defense. Our
data show that L. casel can antagonize the production of
TNFa stimulated by E. coli in inflamed intestinal tissue.
These findings have interesting implications for future uses
of nonpathogenic bacteria to modify immune responses in
the human colon.
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Background and aims: Tumour necrosis factor a (TNF-a) plays a key role in the pathogenesis of intes-
tinal inflammation in Crohn's disease. The effect of bacteria on TNF-a release by infestinal mucosa was
investigated.

Methods: lleal specimens were obtained at surgery from 10 patients with Crohn's disease (ileal stric-
ture) and five disease controls undergoing right hemicolectomy (caecal cancer). Mucosal explants from
each specimen were cultured for 24 hours with either non-pathogenic Escherichia coli, Lactobacillus
casei DN-114001, L bulgaricus LB10, or L crispatus (each study contained blank wells with no bacte-
ria). Tissue and bacterial viability was confirmed by lactate dehydrogenase (LDH) release and culture.
Concentrations of TNF-a were measured in supernatants and the phenotype of the intestinal
lymphocytes was analysed by flow cytometry.

Results: Coculture of mucosa with bacteria did not modify LDH release. Release of TNF-a by inflamed
Crohn’s disease mucosa was significantly reduced by coculture with L casei or L bulgaricus; changes
induced by L crispatus or E coli were not significant. The effect of L casei and L bulgaricus was not pre-
vented by protease inhibitors. Coculture with L casei and L bulgaricus reduced the number of CD4 cells
as well as TNF-a expression among intraepithelial lymphocytes from Crohn’s disease mucosa. None of
the bacteria induced changes in non-inflamed mucosa.

Conclusions: Probiotics inferact with immunocompetent cells using the mucosal interface and
modulate locally the production of proinflammatory cytokines.

appears to be responsible for the characteristic relapsing

course of inflammatory bowel disease.' The recurrent
disease process may be mediated by an abnormal pattern of
cytokine release. In Crohn'’s disease, the potent proinflamma-
tory cytokine tumour necrosis factor a (TNF-a) seems to play
a pivotal role in the pathogenesis of altered mucosal immune
function.”’ Several lines of evidence support this concept.
Firstly, expression of TNF-a in the intestinal mucosa is
increased in patients with Crohn’s disease.”® Secondly, a
number of clinical studies using anti-TNF-a monoclonal anti-
body therapy have clearly shown a beneficial response associ-
ated with clinical, endoscopic, and histological remission.”"*
Furthermore, failure of anti-TNF-a therapy has been related
to early reactivation of TNF-a secretory capacity by immuno-
competent cells.” These observations together with evidence
obtained from in vitro studies*' led to the notion that
enhanced function of T helper 1 lymphocytes that secrete
TNF-a is a key factor in the pathogenesis of Crohn’s
disease.”

The resident flora represent a major challenge to the intes-
tinal immune system and an abnormal immunological
reactivity to normal flora has been clearly documented in
patients with Crohn’s disease."” * Unrestrained activation of
the intestinal immune system in Crohn’s disease patients may
result from lack of tolerance to the resident flora. In
experimental studies, non-pathogenic bacteria of the enteric
flora have been shown to induce inflammatory responses and
mucosal injury.”* Certain genera such as Bacteroides and
Clostridium may be detrimental when dysfunction of the
colonic mucosal barrier is present,” ** whereas Bifidobacterium
and Lactobacillus are considered beneficial. Injection of
lactobacilli into the rat intestinal wall does not induce an

l | nrestrained activation of the intestinal immune system

inflammatory reaction, as opposed to injection of Bacteroides
and Clostridium species.”> Moreover, Lactobacillus reuteri can
prevent intestinal inflammation in interleukin 10 (IL-10)
deficient mice.” Several studies suggest that colonising bacte-
ria play a major role in the growth and differentiation of gut
associated lymphoid tissue, and different bacteria may elicit
different responses.” *’ Non-pathogenic bacteria may modify
immune responses of the intestinal mucosa by interaction and
signalling at mucosal surfaces.*

The aim of the current study was to investigate whether
bacteria modulate cytokine responses in Crohn'’s disease. To
this end, we incubated mucosal explants from Crohn’s disease
patients and controls in the presence of different bacteria,
including two strains with known probiotic properties.

METHODS

Patients

Samples of intestinal mucosa were obtained at surgery from
10 patients with Crohn’s disease (six men and four women;
median age 32 years (range 20-67)) undergoing ileal resection
for ileal stricture unresponsive to conventional medical treat-
ment. All patients had been treated with oral corticosteroids
(prednisolone 0.5-1.0 mg/kg/day) and azathioprine (2-2.5
mg/kg/day) up to the time of surgery and tissue sampling. The
diagnosis of Crohn’s disease was established by routine clini-
cal, radiological, and endoscopic criteria and confirmed by

Abbreviations: CFU, colony forming units; IEL, intraepithelial
lymphocytes; IL, interleukin; LDH, lactate dehydrogenase; LPL, lamina
propria lymphocytes; LB broth, Luria Bertani broth; MRS broth,
Man-Rogosa-Sharpe broth; TNF-a, tumour necrosis factor a.
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histological examination. Ileal stricture was diagnosed on the
basis of clinical symptoms and imaging studies (small bowel
barium studies and computed tomography scan). Macroscopic
examination of the surgical specimen confirmed ileal stricture
in all patients, and histological examination demonstrated
transmural inflammation, intense fibrosis, lymphoid aggre-
gates in the submucosa, and granulomas. Control ileal
specimens were obtained from five patients undergoing right
hemicolectomy for colonic cancer located at the caecum (three
men and two women; median age 67 years (range 45-78)).
Preparation for surgery was similar for patients and controls,
and included gut lavage with electrolyte-polyethylene glycol
solution and broad spectrum antibiotic therapy. The project
was approved by the local ethics committee (CEIC, Hospitals
Vall d’"Hebron).

Organ culture

Full thickness ileal wall specimens, including areas with and
without macroscopic lesions, were collected at surgery. After
resection specimens were rinsed under a jet of saline and gen-
tly washed twice in sterile saline. They were immediately
transferred to our laboratory in sterile saline at 4°C. Multiple
mucosal samples weighing 20-30 mg each were separated
from underlying tissue and placed on culture filter plates (15
mm diameter wells with 500 pm bottom-mesh; Netwell
Culture Systems, Costar, Cambridge, Massachusetts, USA).
The epithelial surface was uppermost. Filters were suspended
over wells containing 1500 pl medium, consisting of RPMI
1640 (CanSera, Rexdale, Ontario, Canada) supplemented with
10% fetal calf serum (Gibco BRL, Eggenstein, Germany), 100
U/ml penicillin (Normon, Madrid, Spain), 100 pg/ml strepto-
mycin (Normon), and 50 pg/ml gentamycin (Normon). Sam-
ples were preincubated with antibiotics for one hour at 37°C in
a humidified 5% CO, atmosphere to eradicate indigenous flora
and equilibrate the tissue to the culture conditions. Thereafter,
medium was replaced by fresh RPMI 1640 supplemented with
10% fetal calf serum, sodium bicarbonate 24 mmol/l, and 100
U/ml penicillin. Sodium bicarbonate was added to prevent
acidification of the medium by bacterial metabolism and
penicillin to prevent bacterial overgrowth. Selected bacteria
strains were added to the incubation at appropriate concentra-
tions, as described below. Each study run included blank wells
with no bacteria in the organ culture. After 24 hours at 37°C in
a 5% CO, chamber, supernatants and tissues were collected
and stored at —80°C until analysis. In ancillary experiments, a
mix of protease inhibitors including protease inhibitor
cocktail for mammalian cells (0.6 pl/ml; P-8340, Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain) and protease inhibitor cocktail for
bacteria extracts (1.3 pl/ml; P8465, Sigma-Aldrich) was added
to the incubation medium.

Bacterial strains

Lactobacillus casei DN-114001 and Lactobacillus bulgaricus LB10
were provided by Danone Vitapole (Paris, France). Consump-
tion of L casei DN-114001 was shown to increase the percent-
age of children with high counts of lactobacilli in faeces,” and
to reduce the severity of incident episodes of acute diarrhoea
during a six month controlled trial among infants attending
day care centres.” L crispatus was provided by Dr Antonia
Andreu (Microbiology Department, Hospital Vall d’"Hebron).
This strain had been isolated from the human vaginal flora
and selected because of its capacity to inhibit the growth of
uropathogens.” A non-pathogenic Escherichia coli strain
(ECOR-26) from the Ochman-Selander collection of standard
reference strains of E coli isolated from natural populations™
was provided by Professor Juan Aguilar (Biochemistry, Faculty
of Pharmacy, University of Barcelona, Spain). Lactobacilli were
grown in Man-Rogosa-Sharpe liquid medium (MRS broth;
Difco, Detroit, Michigan, USA) and the FE coli strain in Luria
Bertani broth (LB, Pharmacy, Hospital Vall d'Hebron) at 37°C
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under aerobic conditions for 24 hours. Bacteria were harvested
in the stationary phase, cell counts in the bacterial suspension
were estimated by optical density at 600 nm absorbance (UV-
1601, Shimadzu, Kyoto, Japan), and bacteria were added to
the tissue culture wells at the appropriate dilution to reach a
final concentration of 10° colony forming units/ml of incuba-
tion medium. Aliquots of the suspensions were incubated in
MRS or blood-agar plates to confirm bacterial growth and
exclude the presence of contaminant bacteria.

In ancillary experiments, bacterial concentration in the
supernatants of the organ culture was estimated by optical
density readings after four and 24 hours of incubation (n=5
per bacteria and per time point). Optical density readings were
transformed to bacteria counts by means of a specific conver-
sion factor previously estimated for each strain, and data
expressed as per cent of the counts at time 0. Other
experiments (n=>5 per bacteria and five blanks) assessed bac-
terial viability at the end of the incubation period by quantita-
tive culture of the supernatant. After 24 hours of incubation,
supernatants were spun at 9000 g for one minute using a
benchtop Eppendorf centrifuge (Cologne, Germany), and the
pellets washed twice in fresh liquid growth medium (MRS or
LB). The resuspended pellets were plated on MRS or
blood-agar at serial dilutions. Plates were incubated at 37°C for
up to four days and colonies counted.

Other organ culture experiments investigated the effect of
heat killed bacteria on TNF-a release compared with viable
bacteria. For this purpose, aliquots of the bacterial suspen-
sions were incubated for 10 minutes in a bath at 75°C whereas
matched aliquots were kept at room temperature. Thereafter,
tissue culture wells were inoculated with the suspensions at
the appropriate dilution for the organ culture experiments.
Aliquots of both suspensions were plated on MRS or
blood-agar. No bacterial growth was observed in aliquots sub-
jected to heat treatment whereas the matched aliquots
showed growth of the corresponding bacterial strain only.

Isolation of intestinal lymphocytes

Cell populations were isolated after culture of ileal mucosa for
24 hours at 37°C with 5% CO, as described above.
Macroscopically inflamed samples from eight patients with
Crohn’s disease and normal appearing samples from four con-
trols were included in the study. Intraepithelial lymphocytes
(IEL) and lamina propria lymphocytes (LPL) were isolated as
previously described.” Briefly, mucosal samples were incu-
bated in Iscove medium (Gibco) supplemented with 40 mg/ml
gentamycin, 10% fetal calf serum, and 1 mM EDTA
(Sigma-Aldrich) for one hour at 37°C under continuous
stirring. Thereafter, IEL and epithelial cells were collected in
the supernatant. Histological examination of the remaining
fragment revealed that the villous and lamina propria
structures were still preserved whereas all of the cells within
the epithelium had disappeared during the procedure. The
remaining fragments were then cut into small pieces and
incubated under stirring for one hour at 37°C in Iscove
medium containing 1 mg/ml collagenase-dispase (Sigma-
Aldrich), and LPL were collected in the supernatant. The
numbers of mononuclear cells were counted using a Biirker
chamber, and the percentages of CD3+ lymphocytes were
estimated by flow cytometry.

Phenotypic analysis of intestinal T lymphocytes

Phenotypic characterisation of the intestinal lymphocytes was
performed by flow cytometry on isolated IEL and LPL. Cell
suspensions were directly resuspended in complete Iscove
medium at 1x10° cells/ml and 100 pl of the cell suspension was
incubated with anti-CD3 FITC, anti-CD4 APC, anti-CD8
PerCPE, and anti-CD25 PE mAbs (Becton Dickinson, San Jose,
California, USA) at 4°C for 30 minutes in the dark. After
staining, cells were washed, and at least 5000 cells were ana-
lysed by flow cytometry (FACScan, Becton Dickinson).
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Table 1 Tissue viability after 24 hours of organ
culture
Non-inflamed Inflamed
Control Crohn'’s disease Crohn'’s disease
Blank 81 (4.5) 105 (10.9) 63 (3.9)
L casei 84(8.6)  94(7.7) 70 (8.3)
L bulgaricus 76 (4.5) 96 (9.8) 60 (4.6)
L crispatus 82 (4.3) 86 (6.5) 64 (9.5)
E coli 84 (4.7) 99 (6.1) 69 (7.5)
Data are mU of lactate dehydrogenase/mg of tissue protein/hour, as
measured in the supernatant after the 24 hour organ culture period
(mean (SEM) of 10-14 organ culture experiments per point).

Lymphocytes were gated by forward-sideward scatter light
and by gating for CD3+ cells.

The phenotype of TNF-a-producing cells was analysed
using flow cytometry by labelling both intracytoplasmic
TNF-a and lymphocyte membrane markers. However, because
this method lacks sensitivity, cells were first stimulated in
vitro with phorbol-12-myristate-13-acetate and the calcium
ionophore A23187 (10 pg/ml and 100 pg/ml; Sigma-Aldrich)
in the presence of brefeldin A (10 pg/ml; Sigma-Aldrich) for
16 hours at 37°C and 5% CO,. Intestinal cytokine producing
cells were analysed according to the instructions of the manu-
facturer of the Cytofix/Cytoperm product (Pharmingen, San
Diego, California, USA) using monoclonals anti-CD3 FITC,
anti-CD4 APC, anti-CD8 PerCP, and anti-TNF-a PE (Becton
Dickinson). Results were expressed as percentage of positive
cells per CD3+ cell. The cut off point at which a specific signal
was considered positive was determined using cells stained
with control antibodies of the same isotype.

Analytical methods
Concentrations of TNF-a in the supernatants were measured
using a commercially available assay system for human TNF-a
(DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA). All
samples were analysed in duplicate. Results of cytokine
concentrations are expressed as pg/ml of culture medium.
Supernatants were analysed for lactate dehydrogenase
(LDH) using the spectrophotometric method of Krieg and
colleagues.” Tissue samples were homogenised in Tris/HCI
(100 mmol/l, pH 7.4) and protein concentration was
determined using the bicinchoninic acid reagent for protein
assay (Pierce, Rockford, Illinois, USA). Tissue viability was
assessed based on release of LDH/mg of tissue protein, accord-
ing to Finnie and colleagues.”

Statistical methods

Results are expressed as mean (SEM) or median (range), as
indicated. Statistical differences were determined using over-
all analysis of variance and the Student-Newman-Keuls
method as post test for parametric variables, or the
Kruskal-Wallis test and Dunn’s post test for non-parametric
variables (GraphPad Instat, San Diego, California, USA).

RESULTS

Organ culture

Table 1 shows mean LDH release, as measured at the end of the
organ culture experiments. Interestingly, coculture of the tis-
sue with any of the bacteria did not modify LDH release. Com-
pared with total tissue LDH content, release of LDH into the
medium during the 24 hour culture period was below 30% in
all experiments.

Concentrations of L casei in the organ culture supernatant,
as assessed by optical density, decreased after four hours of
incubation (75 (9)% of baseline) but were relatively stable up
to the end of the experiment (84 (7)% at 24 hours). A similar
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Figure 1 Levels of tumour necrosis factor a (TNF-a) in the
incubation medium after 24 hours of culture of intestinal mucosa
from Crohn'’s disease patients in macroscopically non-inflamed
mucosa or inflamed mucosa. No bacterium was added to blank
cultures whereas Lactobacillus casei, L bulgaricus, L crispatus, or
Escherichia coli were added at 10° colony forming units/ml in the
corresponding culture wells. In blank cultures, levels of TNF-a were
significantly higher in inflamed than in non-inflamed mucosa.
Coculture of inflamed mucosa with L casei or L bulgaricus
significantly reduced TNF-a levels. Data are mean (SEM): 11p<0.01
versus non-inflamed; **p<0.01 versus blank.

profile was observed for L crispatus (80 (9)% at four hours and
73 (8)% at 24 hours). Concentrations of L bulgaricus initially
showed a marked drop (52 (8)% at four hours) but remained
stable (45 (7)% at 24 hours), and E coli concentrations
increased over time (206 (84)% at 24 hours). Microbiological
culture of the supernatants after the 24 hour incubation
period demonstrated growth of the same bacterial strain that
had been inoculated previously, and no other bacterium was
recovered. In blank incubations, no bacterial growth was
found. Quantitative culture demonstrated concentrations of
viable bacteria ranging from 9x10* to 5x10° colony forming
units/ml for L casei, from 8x10° to 9x10’ for L bulgaricus, from
2x10° to 2x10’ for L crispatus, and above 1x10° for E coli.

Release of TNF-a

Concentrations of TNF-a in culture wells after 24 hours of
incubation showed significant differences, as depicted in fig 1.
In blank organ cultures, release of TNF-a from inflamed tissue
of Crohn’s disease patients was significantly higher than
release measured in non-inflamed tissue from the same
patients (p<0.01). Interestingly, coculture of inflamed tissue
with the L casei strain significantly reduced TNF-a release, and
levels remained similar to those found in non-inflamed tissue.
A similar effect was found in coculture experiments with L
bulgaricus. However, L crispatus and the non-pathogenic E coli
strain did not induce significant changes in TNF-a release by
inflamed tissue compared with blank cultures. None of the
bacterial strains tested induced changes in non-inflamed
tissue from Crohn’s disease patients. Likewise, release of
TNF-a by ileal tissue from controls was similar in blanks (8 (2)
pg/ml), L casei (10 (3)), L bulgaricus (6 (1.2)), L crispatus (6 (1)),
and E coli (10 (3)).

The effect of bacteria on TNF-a release by inflamed ileal tis-
sue from Crohn'’s disease patients was tested in the presence of
protease inhibitors added to the incubation medium. As
shown in table 2, L casei and L bulgaricus significantly reduced
TNEF-a levels in the presence of the protease inhibitor cocktail.
These data suggest that the effect of the bacteria is not due to
TNF-a degradation by bacterial proteases.

Table 3 shows release of TNF-a by inflamed ileal tissue from
Crohn’s disease patients in coculture experiments with either
viable or dead bacteria. As previously observed, coculture of
the tissue with both L casei and L bulgaricus significantly
reduced release of TNF-a. A statistically significant effect was
only observed when viable bacteria were added to the organ
culture.
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Table 2  Effect of bacteria on tumour
necrosis factor a (TNF-a) release by
inflamed ileal tissue from Crohn's
disease patients in the presence of
protease inhibitors

TNF-a (pg/ml)
Blank 51 (6.4)
L casei 19 (1.7)**
L bulgaricus 26 (4.4)**

**5<0.01 versus blank.

Data are mean (SEM) of six organ culture
experiments per point. A mix of protease
inhibitors was added to the incubation medium of
blanks and bacterial cocultures.

Table 3 Release of tumour necrosis
factor a (TNF-a) by inflamed ileal
mucosa from Crohn’s disease patients
in coculture experiments with either
viable or heat killed bacteria

TNF-a (pg/ml)
Blank 107 (28.9)
L casei
Viable 8 (3.4)*
Heat killed 60 (9.6)t
L bulgaricus
Viable 30 (9.3)*
Heat killed 50 (18.6)

*p<0.05 versus blank; tp<0.05 versus viable
bacteria.

Data are mean (SEM) of 4-6 organ culture
experiments per point.

Phenotypic analysis of intestinal T lymphocytes

Table 4 shows cell counts in normal appearing mucosa from
control individuals and in inflamed tissue from Crohn’s
disease patients after 24 hours of organ culture in the presence
of bacteria. Incubation of inflamed tissue with L caser
significantly decreased the number of CD3+ cells in the
epithelial compartment, and also the proportion of CD4+ cells
and TNF-a expression among CD3+ cells. Relative changes
induced by bacteria in the phenotype of IEL in inflamed tissue
from Crohn’s disease patients compared with blank incuba-
tions are shown in fig 2. Coculture of inflamed tissue with L
casei or L bulgaricus significantly reduced the rate of CD4+
cells. Moreover, TNF-a expression among CD3+ was signifi-
cantly reduced in inflamed tissue incubated with L casei or L
bulgaricus. Coculture of Crohn’s disease tissue with E coli had
no significant effect. On the other hand, none of the bacteria
induced any change in IEL phenotype in intestinal samples
from control individuals (table 4).

Phenotypic changes were also observed in LPL from Crohn’s
disease inflamed tissue. After coculture with L casei or L
bulgaricus, expression of CD25 in CD3+ cells was significantly
reduced (L casei: median 64% of blank, range 49-86, p<0.05; L
bulgaricus: 77%, 39-98, p<0.05). Expression of TNF-a in CD3+
cells was also below levels observed in parallel blank cultures
in all but one of the patients studied (L casei: 77%, 52-103; L
bulgaricus: 96%, 94-106). No change was induced by coculture
with E coli. None of the bacteria induced any change in the
phenotype of LPL in samples from controls.

DISCUSSION
Coculture of human ileal mucosa with bacteria resulted in
adequate tissue viability, as shown by release of LDH from
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Table 4 Phenotypic analysis of intestinal
intraepithelial T lymphocytes (IEL) affer coculture with
bacteria

Inflamed mucosa

Control mucosa  Crohn'’s disease

CD3 (% of cells)

Blank 15 (3-17) 6 (2-13)

[ casei 17 (2-21) 4 (1-7)%1

L bulgaricus 13 (3-17) 4 (1-10)t

E col 16 (5-19) 6 (1-14)
CD4 (% of CD3)

Blank 32 (15-69) 50 (31-61)

Heasei 33 (14-53) 36 (18-63)*

L bulgaricus 29 (16-57) 40 (24-5¢)

E coli 29 (27-61) 39 (24-71)
TNF-a (% of CD3)

Blank 3(1-17) 49 (4-77)

L casei 3 (2-9) 23 (2-58)*t

L bulgaricus 3(1-8) 35 (3-75)t

E coli 5(3-18) 53 (3-73)

*p<0.05 versus blank; tp< 0.05 versus E coli.

Data are median (range) (four control individuals and eight Crohn’s
disease patients).

TNF-a, tumour necrosis factor a.

[ JLcasei [ Lbulgaricus M E coli

100 — *

% of blank culture

CD3 CD4 CD25 TNF-a

Figure 2 Phenotype of intraepithelial lymphocytes from inflamed
mucosa of Crohn’s disease patients normalised as a percentage of
the data in blank cultures of mucosa from the same individual
(100%). Coculture with Lactobacillus casei or L bulgaricus reduced
CD4+ cell numbers, as well as expression of tumour necrosis factor
a (TNF-a). Coculture with Escherichia coli had no effect on CD3,
CD4, CD25, or TNF-0. Data are median (range): *p<0.05 versus
blank.

specimens in culture over the 24 hour period. Release rates
were similar to those reported by Finnie and colleagues® using
mucosal explants from normal human colon. It must be
emphasised that no change in LDH release was induced by the
presence of bacteria in the incubation medium, as shown in
cocultures with both inflamed and non-inflamed mucosa. In
contrast, we observed that bacteria added to the organ culture
remained at stable concentrations during the incubation
period and viable at the end of the experiment, in agreement
with a previous report by other investigators who employed
lactic acid bacteria in coculture with human epithelial cell
lines.” Our estimates of bacterial concentration in the incuba-
tion medium by optical density were higher than recoveries of
viable bacteria, as assessed by quantitative culture of the
supernatants. The discrepancy may be due to either the pres-
ence of non-viable bacteria in the incubation medium or to
impaired bacterial growth due to traces of penicillin in the
samples plated for bacterial culture. Taken together, our data
showed that both tissue and bacteria can be cultured together
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with adequate viability. Thus our model provides a validated
approach for examining interactions between luminal bacte-
ria and the host mucosa using the mucosal interface and the
immunocompetent cells in their own natural disposition.

The principal objective of the study was to determine
whether certain bacterial strains could modulate spontaneous
production of TNF-a by intestinal mucosal specimens from
patients with Crohn’s disease. Indeed, our results showed that
in patients with active Crohn’s disease there is increased
release of TNF-a by inflamed as compared with non-inflamed
ileal mucosa. This finding is in agreement with previous
evidence that intestinal production of TNF-a is increased in
patients with Crohn'’s disease, using different methodological
approaches,”® including organ culture of intestinal biopsy
specimens.’ Remarkably however when inflamed mucosa was
incubated in the presence of L casei or L bulgaricus there was an
impressive reduction in the release of TNF-a.

Our study is the first to report a modulating effect of bacte-
ria on cytokine production by inflamed intestinal mucosa, a
finding that we consider of great potential significance. L casei
and L bulgaricus markedly reduced production of TNF-a by
inflamed mucosa whereas L crispatus and E coli had no signifi-
cant effect. The non-pathogenic E coli strain actually increased
release of the cytokine in some patients, an observation
consistent with the lack of tolerance towards common bacte-
rial antigens that has been described in Crohn’s disease' ** but
the overall effect did not reach statistical significance. The
effect of L casei and L bulgaricus was only observed in
cocultures with inflamed mucosa as no change in TNF-a
release was found in experiments with non-inflamed Crohn'’s
disease and control mucosa. Interestingly, viable bacteria
induced the full effect on TNF-a production whereas heat
killed bacteria did not induce statistically significant changes.
An effect due to bacteria cell fragments cannot be excluded
but our current data suggest that products freshly derived
from viable bacteria play a major role on modulation of TNF-a
production by inflamed intestinal tissue. Previous in vitro
studies with several Lactobacillus species including L bulgaricus
suggested that lactobacilli stimulate the release of TNF-a and
IL-6 by macrophages” and activate nuclear factor kf in
human leucocytes™ when bacteria are directly exposed to
effector cells. However, oral administration of the strains did
not induce changes in ex vivo TNF-a production by cultured
leucocytes isolated from mice fed lactobacilli.” Taken together,
these observations suggest that responses of immunocompet-
ent cells towards interacting bacteria may differ whether the
interaction takes place at the mucosal surface or at a systemic
level, but this concept has not been demonstrated.

The reduction in TNF-a levels in the incubation medium
when inflamed mucosa was cultured with lactobacilli could
not be explained by enhanced degradation of TNF-a due to
proteases of bacterial origin as bacteria reduced TNF-a levels
even in the presence of protease inhibitors. Thus ancillary
experiments examined the effector immunocompetent cells
within the cultured intestinal mucosa, namely the mucosal
lymphocyte populations. In inflamed mucosa from patients
with Crohn'’s disease, increased expression of relevant markers
of T lymphocyte activation such as CD25 and TNF-a has been
demonstrated in previous investigations.*™ Interestingly, co-
culture of inflamed tissue with L casei or L bulgaricus
significantly reduced the number of CD4+ cells among IEL.
Moreover, the number of IEL producing TNF-a was also
reduced by coculture of the tissue with L casei or L bulgaricus.
Finally, LPL of inflamed tissues incubated with either bacterial
strain showed a reduced display of the CD25 marker. These
results suggest that cross talk between bacteria and mucosal
cells does exist, and that certain bacteria downregulate the
degree of activation of intestinal lymphocytes. It should be
emphasised that the anti-inflammatory effect was only recog-
nised in a setting of high immunoinflammatory activity, as is
the case with tissue from active Crohn’s disease, but not in
non-inflamed control tissue.
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In summary, in the present study we have established that
certain probiotic bacteria are capable of interacting with
immunocompetent cells using the mucosal interface and thus
can modulate locally the production of proinflammatory cyto-
kines by inflamed tissue. Our findings provide a basis for
future clinical trials of probiotic bacteria in the treatment of
active Crohn’s disease.
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Nuestros estudios han investigado el efecto de diferentes bacterias no
patdgenas sobre la produccion espontanea de citoquinas por la mucosa
intestinal normal e inflamada, usando un método de co-cultivo por un periodo
de 24 horas. Usamos explantes de mucosa extraidos en fresco de piezas de
reseccion quirdrgica ya que, con este modelo, la estructura del epitelio y su
relacion con las células inmunocompetentes se mantiene en su natural
disposicion. La viabilidad del tejido, tanto de colon e ileon normal como de ileon
inflamado por enfermedad de Crohn se mantuvo a lo largo de todo el estudio y
no se alterd por la presencia de las bacterias en el medio de cultivo. Ademas,
las bacterias afiadidas al medio permanecen a concentraciones estables durante
el periodo de incubacion y viables al final del experimento. En nuestro modelo,
en contraste con otros modelos publicados como los que utilizan células
epiteliales aisladas, los explantes de mucosa secretan espontaneamente
cantidades medibles de citoquinas lo que permite su modulacién.

Los resultados demuestran que determinadas bacterias no patégenas pueden
modificar la liberacién de citoquinas por la mucosa intestinal y que cada cepa
bacteriana induce un patron diferente de produccién de citoquinas.

Asi, la E.coli no patégena ECOR-26 estimula la liberacion de TNFa, IL-8 e IL-10,

esta Ultima mediante un mecanismo TNFa -independiente, con un patron
similar al producido por otras cepas de E£.coli patbgenas y no-patdgenas en
otros modelos de co-cultivo. Diversos estudios han demostrado que este efecto
estimulador de la produccién de citoquinas por algunas bacterias depende del
factor de transcripcion nuclear NF-x B, que activa la transcripcién de genes que

codifican citoquinas y moléculas proinflamatorias (Jobin 2000, Haller 2000,
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Haller 2002). La activacion del factor de transcripcion nuclear NF-k B se realiza
a través de sefiales transmembrana que se originan mediante la union de
componentes bacterianos a receptores especificos de la membrana externa
celular como los Toll-like receptors. Los TLR que expresan las células epiteliales
reconocen componentes especificos de los microorganismos, como el LPS de las
bacterias Gram negativas, y su activacion constituye el mecanismo inicial
principal en la respuesta inmune innata a los microorganismos patégenos.
Nuestros estudios sugieren que la mucosa intestinal pone en marcha la via
innata de la inmunidad no so6lo ante bacterias patdgenas sino ante
determinadas bacterias no patogenas. Esta reaccion ante las bacterias no
patégenas puede ser particularmente dafiina en situaciones concretas en las
gue ya existe un grado de inflamacién como en la enfermedad inflamatoria
intestinal. En los experimentos con mucosa de pacientes con enfermedad de
Crohn activa, la liberacion de TNFa por la mucosa inflamada esta aumentada si
se compara con la mucosa macroscopicamente no inflamada o con la mucosa
ileal de pacientes control. Estos hallazgos son consistentes con evidencias
previas extraidas de diferentes estudios y utilizando diversas metodologias que
sefialan que en la enfermedad de Crohn la produccién intestinal de TNFo esta
aumentada. En esta situacion, la cepa de E.coli no patdégena inducia un
aumento en la produccion de TNFa, lo que sugiere que en la enfermedad
inflamatoria intestinal, la estimulacién de los TLR por las bacterias de la flora
comensal pueden exacerbar la inflamacion preexistente de la mucosa.

Por el contrario, la incubacion del tejido con L.case/i DN-114 001 reduce de

manera muy marcada la liberacion espontanea de TNFa e IL-8 tanto en la
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mucosa colonica normal como en la mucosa ileal inflamada por enfermedad de
Crohn, siendo el efecto sobre la IL-8, TNFa-independiente tal como se
demuestra con los experimentos realizados con anticuerpo neutralizante anti-
TNFa. El estudio del fenotipo de los linfocitos de la mucosa mediante citometria
de flujo demostr6 un aumento en la expresion de marcadores de activacion
linfocitaria, TNFa. y CD25, en la mucosa inflamada por enfermedad de Crohn.
La incubacion del tejido inflamado con L.case/ DN-114 001 y también con
L.bulgaricus inducia una disminucion del numero de linfocitos CD3+ del
compartimento intraepitelial, de la proporcion de células CD4+ y de las que
expresaban TNFa, es decir, de los linfocitos activados. Ademas, estos cambios
fenotipicos también se observaban en los linfocitos de lamina propia
(disminucién de la expresion de CD25 y TNFa) lo que sugiere que las sefales
generadas en el epitelio alcanzan la mucosa subyacente y provocan cambios en
el estado de activacion de las células inmunocompetentes. Estos resultados
demuestran que existe un didlogo entre las bacterias y las células de la mucosa
y que algunas bacterias pueden desactivar los linfocitos intestinales ejerciendo
un efecto antiinflamatorio, efecto patente en las muestras con una gran
actividad inflamatoria basal y no en el tejido control no inflamado. La
desactivacion de los linfocitos intestinales podria explicar el efecto del L.caser
DN-114 001 en los estudios de combinacion con E.coli en los que antagoniza y
previene el efecto proinflamatorio de la £.co/i inhibiendo la liberacion de TNF
cuando las muestras de mucosa son cultivadas con ambas bacterias. Por otra
parte, para que dicho efecto antiinflamatorio se lleve a cabo es necesaria la

presencia de las bacterias vivas en el cultivo ya que la inhibicion de la liberacion
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de TNFa no se produce cuando se afiaden al cultivo bacterias muertas
mediante calor.

Posteriormente a la publicacién de nuestras investigaciones, varios estudios han
confirmado que determinadas cepas de bacterias no patdégenas pueden tener
un efecto modulador de la respuesta inmune innata a nivel de la mucosa
intestinal. Asi, el Bacteroides thetaiotaomicron, bacteria comensal anaerobia de
la flora intestinal humana, ha demostrado ejercer un efecto antiiflamatorio
mediante la inhibicion de la activacion del factor de transcripcion NF-xB en
células epiteliales (Kelly 2004). Durante el ultimo afio algunos investigadores
han apuntado la posibilidad de que el DNA bacteriano sea el responsable de
parte de los efectos inmunomoduladores de los probidticos y que no sea
necesaria la presencia de los microorganismos vivos para ser efectivos. En un
estudio con voluntarios sanos, la exposicion de células mononucleares de
sangre periférica al DNA de una cepa de Bifidobacterium inducia la secrecion de
la citoquina antiinflamatoria IL-10. Ademas, el DNA total extraido de las heces
recogidas tras la ingestion del probiotico inducia, también en las células
mononucleares, una reduccién de la IL-1p y un aumento de la IL-10 (Lammers
2003). En el modelo animal de colitis por DDS (Rachmilewitz 2004), el
tratamiento de los animales con el DNA de la mezcla probiotica VSL#3 atentaba
la severidad de la colitis. La hipotesis de los autores es que la actividad
antiinflamatoria de los probidticos es consecuencia de la estimulacién de la
inmunidad innata por ciertas secuencias del DNA bacteriano, llamadas DNA
inmunoestimulador (ISS-DNA 6 CpG-DNA) a través de un receptor especifico,

en este caso el Toll-like receptor 9 (TLR9). Sin embargo, este efecto
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demostrado con el DNA de la mezcla de probioticos VSL#3 no parece especifico
ya que los mismos autores lo habian descrito ya tanto con un analogo sintético
del DNA inmunoestimulador como con el DNA de una cepa de Escherichia coli
(Rachmilewitz 2002). Ademaés, el efecto antiinflamatorio observado en la colitis
experimental, sélo aparece cuando el DNA se administra previamente a la
induccion de la misma. Por el contrario, si el DNA se administra tras la
instauracion de la colitis, se produce un empeoramiento de la enfermedad y un
incremento muy importante de la liberacion de citoquinas proinflamatorias
(Obermeier 2003). Otro estudio utilizando también el DNA de la mezcla
probidtica VSL#3 en monocapas de células epiteliales, segmento de colon
aislado y en el modelo de colitis en ratones deficientes en IL-10 demuestra que
el epitelio responde de manera diferente ante las distintas especies bacterianas
y plantea la posibilidad de que existan receptores en la célula epitelial,
diferentes del TLR9, responsables de esta respuesta discriminativa frente al
DNA de las distintas bacterias(Jijjon 2004). No todos los investigadores
comparten la teoria del DNA como responsable de los efectos
inmunomoduladores y algunos autores relevantes en el area de los probioticos
plantean problemas metodolégicos y de interpretacibn en los estudios
resefiados anteriormente como inconsistencias en aspectos del modelo animal
de colitis o falta de especificidad de una mezcla de probidticos de la que se
desconoce su composicion exacta (Reid 2004). Nuestros estudios demuestran
también la existencia de diferentes perfiles, pro y anti-inflamatorios, inducidos
por bacterias no patdgenas, pero, al contrario que en los estudios con DNA, el

efecto inmunomodulador necesita la presencia de las bacterias viables en el
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cultivo. Estudios con otras bacterias como el Lactobacillus reuteri demuestran
también que es necesario que las bacterias estén vivas para que ejerzan su
efecto antiinflamatorio (Ma 2004).

Otra posibilidad factible es que el efecto inmunomodulador de los probidticos
dependa de otros factores como de la secrecidon de algun metabolito producido
por las bacterias. Asi, el medio condicionado de Lactobacillus rhamnosus GG
inhibe la produccion de TNFa inducida por LPS en macréfagos murinos (Pena
2003). Igualmente, en un estudio con células mononucleares de sangre
periférica, el medio condicionado de dos probiodticos (Streptococcus
thermophilus y Bifidobacterium breve ) era capaz de inhibir la secrecion de
TNFa inducida por LPS. Los autores de este ultimo estudio determinaron
ademas que el metabolito responsable de este efecto era capaz de atravesar la
barrera intestinal, ser resistente a los enzimas digestivos y poseia un tamafio de
<3000 Da (Menard 2004). De la misma manera, en un estudio en células
epiteliales aisladas, el medio condicionado de la mezcla probiética VSL#3 induce
un efecto antiinflamatorio y citoprotector mediante la inhibicion del proteasoma,
que secundariamente inhibe el factor de transcripcion NF-xB y estimula la
produccion de “heat shock proteins”(Petrov 2004).

En cuanto al resto de las bacterias utilizadas, los experimentos realizados con
L.case/ DN114 056 mostraban una reduccion en la liberacion de TNFa similar a
la producida por L.case/ DN114 001, ningun cambio en la IL-8 y un aumento
TNFoa-independiente de la IL-10. Por su parte, L.case/ ATCC-334 s6lo redujo la
liberacion de TNFo sin cambios en el resto de citoquinas. L.bulgaricus no

produjo cambios en la secrecién de citoquinas en el colon normal pero si una
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importante inhibicion de TNFa en la mucosa ileal inflamada por enfermedad de
Crohn y, como ya he comentado previamente, cambios fenotipicos en los
linfocitos intraepiteliales y de lamina propia.

Por ultimo, L.crispatus no indujo ningin cambio en la secrecion de TNFa en la
mucosa de paciente con enfermedad de Crohn.

Nuestros estudios sugieren, por una parte, que cada cepa bacteriana induce un
patrén de respuesta diferente en la produccién de citoquinas por la mucosa
intestinal, probablemente mediante la interaccién con los mecanismos innatos
de defensa inmune. Por otra parte, algunas cepas bacterianas pueden modular
la produccién de citoquinas proinflamatorias por el tejido intestinal inflamado
ejerciendo un efecto antiinflamatorio.

Segun las investigaciones mas recientes, el punto clave en la toma de la
decision sobre qué tipo de respuesta inmune, proinflamatoria o reguladora-
antiinflamatoria, se activard ante una determinada bacteria es la célula
presentadora de antigeno. En el contexto del sistema inmune intestinal, la
célula presentadora de antigeno mas importante es la célula dendritica que
puede, bien activar al linfocito T naive para la generacion de linfocitos efectores
0, por el contrario, inducir mecanismos reguladores para mantener la situaciéon
de no-respuesta (Stagg 2004). Los mecanismos reguladores dependen de la
supresién activa de la respuesta inmune mediante las células T reguladoras
gue pueden ser del tipo Trl, Th3 y CD4+CD25+ y que interactian con la célula
dendritica ante la exposicion del antigeno liberando las citoquinas
antiinflamatorias I1L-10, TGFB etc...(Allez 2004). Las células dendriticas

expresan en su superficie receptores como los TLR y responden de manera
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diferente segun la naturaleza del estimulo. Por este motivo, es factible que
puediera modificarse la funcion de las células dendriticas mediante bacterias
probidticas y utilizarlas en condiciones patologicas como la enfermedad
inflamatoria intestinal. Ciertos probidticos, como la mezcla VSL#3 modulan el
fenotipo y la liberacion de citoquinas por células dendriticas derivadas de
médula 6sea (Drakes 2004). En células dendriticas de lamina propia intestinal
humana, ciertas bifidobacterias inducen la produccién de IL-10, disminuyen la
expresion de moléculas coestimulatorias e inhiben la produccién de IFNy por las
células T(Hart 2004).

El conocimiento profundo de los mecanismos por los que las bacterias no
patdgenas, y en concreto los probidticos, interactian con el sistema inmune
intestinal y sus sistemas de regulacion permitird la aplicacion mas refinada de
estas bacterias en patologias con wuna disregulacion inmune como la

enfermedad inflamatoria intestinal.
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CONCLUSIONES
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o Las bacterias no patdégenas interactian con la mucosa colonica normal e
inducen cambios en la secrecion de citoquinas.

o Los cambios inducidos por diferentes bacterias no patégenas en la
secrecion de citoquinas por la mucosa colonica normal son cepa-
especificos. Asi:

= [actobacillus case/ DN 114 001 induce una disminucion de
la liberacion de TNFa e IL-8.

» [actobacillus case/ DN 114 056 induce una disminucion de
la liberacion de TNFa, ningun cambio en la liberacion de IL-
8 y una estimulacién TNFa-independiente de la IL-10.

» Lactobacillus casel ATCC 334 induce una disminucion de la
liberacion de TNFa sin cambios en el resto de citoquinas.

» Lactobacillus bulgaricus LBI0 no induce cambios en la
liberaciéon de citoquinas

» Escherichia coli ECOR-26 induce un incremento en la
liberacion de TNFa y un estimulo de la liberacion de IL-10
TNFa-independiente.

o La mucosa ileal inflamada de pacientes con enfermedad de Crohn
presenta una produccion aumentada de TNFo cuando se compara con
ileon normal o no inflamado.

a Lactobacillus case/ DN 114 001 y Lactobac;llus bulgaricus LB10 inducen
un potente efecto antiinflamatorio en la mucosa ileal inflamada mediante
la inhibicion de la liberacion de TNFa.

o Lactobacillus casei DN 114 001 y Lactobacillus bulgaricus LB10
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producen una inhibicion de la liberacion de TNF o s6lo cuando las
bacterias estan viables y no cuando estan muertas por calor.

La incubacion de la mucosa ileal inflamada con L.case/ DN114 001 y L.
bulgaricus LB10 induce una disminucion del numero de linfocitos
intraepiteliales y de la proporcion de linfocitos activados tanto en el

compartimiento  intraepitelial como en la lamina  propia.
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