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BACTERIAS LACTICAS COMO TERAPIA ALTERNATIVA
PARA ENFERMEDADES INFLAMATORIAS INTESTINALES*

RESUMEN

Dentro de las enfermedades inflamatorias intestinales se
encuentran la colitisulcerativay laenfermedad de Crohn,
las cuales presentan una ata incidencia a nivel mundial.
En la actuaidad no se cuenta con tratamientos eficaces
para combatirlas debido a conocimiento parcial sobre su
patogénesis, por 1o que muchas de | as terapias ocasionan
ef ectos secundarios mas graves que lamismaenfermedad.
Las bacterias | &cticas son clasificadas como probiéticosy
se han utilizado como modelos de expresién de proteinas
heterdlogas. Lactococcuslactisesunadelasmasestudiadas
debido a su alta capacidad para secretar proteinas
heterdlogas a medio en model osmurinos delas patol ogias
mencionadas. Debido aladisponibilidad de este organismo,
esposiblesu uso end desarroll o deterapi as que coadyuven
a la inmunidad preventiva de las enfermedades
inflamatoriasintestinales.
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ABSTRACT

Inside the classification of the Inflammatory bowel
diseaseswe can find the ul cerative colitisand the Crohn’s
disease, both of them have a high worldwideincidence.
Uptoday the treatmentsfor these diseases areinefficient
due to the lack of knowledge of its pathogenesis. Most
of the therapies increase malaise to the patient. Lactic
bacteria are classified as probiotics and they have been
used as expression models for heterologous proteins.
Lactococcuslactisisone of the most studied because of
its high capacity to secrete heterologous proteinsto the
media; thisgivesit agreat valueto useit for developing
therapeutic vaccines of easy administration ping
therapeutic vaccines of easy administration.

KEY WORDS: Lactococcus lactis, ulcerative colitis,
Crohn’sdisease.

INTRODUCCION

La inflamacion intestinal es una
respuesta montada por el organis-
mo humano en contra de cualquier
agente infeccioso. El tipo de res-
puesta inflamatoria dependera del
tipo de antigeno. Asi, unarespues-
ta aguda, la cual es inducida por
una bacteria comun, involucra una
respuesta inmediata por células
polimorfonucleares;, mientras que
en una inflamacion cronica de ori-
gen desconocido se involucran di-
ferentes tipos celulares que
interactUan de distintas formas para
mantener lainflamacién (1).

ENFERMEDADESINFLAMATO-
RIASINTESTINALES
Lasenfermedadesinflamatoriasintes-
tinales (Ell) generan una respuesta
cronicay sedividen en 2 enfermeda-
des importantes: la calitis ulcerativa
(CU) y laenfermedad de Crohn (EC).
Ambas tienen una incidencia impor-
tante a nivel mundial, solo en Esta-
dos Unidos se presentan 30,000 nue-
VOS casos cada afo y se estima que
aproximadamente 1 millén deindivi-
duos presentan Ell. Ambas enferme-
dades son diagnosti cadas entre laado-
lescencia y cuarta década, tanto en
hombres como en mujeres (2).
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Aun no se sabe con certezacual es
lapatogénesisde estas enfermedades,
se han realizado estudios con los cua-
lessellegd alaconclusién de que hay
3 factores que interactlian para des-
encadenar las Ell. Primero, dentro de
los factores ambiental es se ha encon-
trado queel cigarroy lanicotinaafec-
tan tanto la inmunidad celular como
lahumoral y reducen lamoatilidad del
colon; el uso de drogas antiinfla-
matorias no esteroideas puede indu-
cir que aparezca de nuevo la enfer-
medad (3). Segundo, factores congé-
nitos, pues recientemente se han des-
cubierto mutaciones gque estan alta-
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mente asociadas con estas enferme-
dades; un gjemplo claro es el gen
NOD2/CARD15 (el cua se encuen-
traen el cromosoma 16) que produce
una proteina citoplasmatica en
macréfagosy sirve como receptor de
reconoci miento paralipopolisacaridos
bacterianos(3). Tercero, desregulacién
inmunol dgica, lacua serefiereauna
activacion sostenida de la respuesta
inmune de mucosa, provocada por
bacterias comensales en € lumen o
por la penetracién de productos
bacterianos a través de la barrera de
mucosay queinteractlian directamen-
te con células dendriticasy linfocitos

).

SINTOMAS

Estas enfermedades presentan sinto-
masclinicos similares, apesar deque
son desérdenes diferentes, algunasde
estas caracteristicas en comun son:
fiebre, vomito y diarrea. La CU se
caracterizapor estar confinadaal co-
lon, presenta una inflamacion super-
ficial (mucosa) con infiltracién de

linfocitosy granulocitosy pérdidade
las células que forman la estructura
delasvellosidadesintestinal es; mien-
trasque laEC puede aparecer en cual-
quier parte del tracto gastrointestinal,
tiene una infiltracion densa de
linfocitos y macrofagos afectando to-
daslascapas delaparedintestina (2,
4).

TRATAMIENTOS

Debido a que aun no se conocen con
certezalas causas de laEC y la CU,
lostratamientos con |os que se cuenta
hasta e momento no son 100% efec-
tivos, llevando a muchos pacientes,
con el tiempo, acirugias, debido aque
e tratamiento médico deja de tener
efecto o por complicaciones delaen-
fermedad. Algunos de | os medi camen-
tos usados para tratar las Ell son los
corticoesteroides, aminosalicilatos,
agentes inmunomodul adores, anti-
bidticos y otros agentes novedosos
(Tabla 1) (5). El uso de estos trata-
mientos depende de varios factores,
como por gemplo: qué tan avanzada

TABLA1

3

se encuentre laenfermedad, como ha
respondido €l paciente a otros medi-
camentos, si hay algunacomplicacion
y cud sea la meta clinica que se de-
sea obtener (mantenimiento o remi-
sién). Como se puede observar no to-
daslasterapias pueden ser usadas de
la misma forma, ademés que la ma-
yoriadeellas presentan efectos secun-
darios severossi son aplicadas por un
periodo prolongado; esto lleva a la
suspension del tratamiento o la mo-
dificacion del mismo, agravando aun
mas la condicién del paciente (6).
Dentro de los agentes novedosos
se encuentran lasterapias biol bgicas,
muchas de éstas disefiadas para blo-
quear la respuesta inflamatoria por
medio de anticuerposen contradelas
proteinasinvolucradas en esta casca-
da: el infliximab, los anticuerpos
monoclonales (mAb) contra inter-
leucinas 1L-12, IL-18; IL-10; anti-
CD3, anti-CD25 y gue son las que
hasta |a fecha se han estudiado més,
mostrando resultados favorables para
los pacientes. Algunas otras de estas

Tratamientos médicos actuales para la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa

ENFERMEDAD DE CROHN

COLITISULCERAIVA

Levea Severa  Terapiade Levea Severa Terapiade

moderada control moderada control
5-ASA
Oral + - + + -
Topica + - + + - +
Corticoesteroides
Oral + - + + .
Topicos + - + +/- -
Intravenoso (1V) + + - + + -
antibidticos + +/- +/- - - +/-
AZA/6-MP + + + + + +
M etotrexato + +- +- ? ? ?
Ciclosporina - +- - ? + -
Infliximab + + + ? ? ?

5-ASA (acido 5- aminosalicilado), AZA (azatioprina), 6-M P (6-mercaptopuring). (+) Funcionable, (-) nofuncionable,

(?) se desconoce su funcionalidad.
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terapias que estan en proceso dein-
vesti gacion se basan en inhibidores
de los factores de transcripcion,
inhibidores de las sefales de
transduccién y en usar factores de
crecimiento paraestimular el siste-
mainmune innato (7).

M odelosexperimentalesen lasen-
fermedadesinflamatoriasintesti-
nales

Los modelos murinos de inflama-
cion mucosal, debidoasuampliava
riedad, estén dando pistasimportan-
tes para los varios mecanismos de
lasEll. Estos son model os que pue-
den ser inducidos o que ocurren de
manera espontanea, como es e caso
delosratones"knockout" enIL-10y
enlL-12loscuaesdesarrollaninfla
maci on col énicaestando presentesen
un ambientenorma. Losmodelosin-
ducidosserefieren aaquellosanima:
les que han sido tratados con agen-
tesquepromueven lainflamacionin-
testinal, como e dextran sulfato de
sodio (DSS) y el acido trinitro-
bencen-sulfonico (TNBS). Estos
agentes son capaces de dafiar lamu-
cosa intestinal y producir unares-
puestainflamatoriacapaz detornar-
se cronica, simulando, de esta ma-
nera, alasEll en humanos. La co-
litis se induce mediante un enema
gue contenga TNBS en etanol o
DSS. Este Ultimo agente es el mo-
delo més frecuentemente utiliza-
do para estudiar los mecanismos
de reparacién de mucosa. Una so-
lucidn al 4% de esta sustancia cau-
sa sintomas similares a la colitis
ulcerativa en 4 dias; se ha obser-
vado que exposiciones por tiempo
mas largo resultan en perforacio-
nes del intestino y muerte. Estu-
dios previos han demostrado que
el DSS es citotoxico solo en el
epitelio colonico induciendo dafio
y pérdidade criptas, erosiones ma-
sivas y una baja en el nimero de
células de gablet (8).
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TABLA 2
Criterios parala seleccién de microor ganismos probi6ticos

Actividad no patogénica
Estables en acidosy sales biliares

Adherenciaen células intestinales humanas
Persistencia en €l tracto intestinal humano
Produccién de sustancias anti microbianas
Antagonismo en contra de bacterias patégenas

Seguridad en uso clinico y alimenticio

Efectos en la salud clinicamente validados y documentados

BACTERIASLACTICAS
Papel de los probiodticos en las en-
fermedades inflamatorias intesti-
nales
En trabaj os recientes se ha encontrado
que las bacterias probidticas son efec-
tivas en el mangjo ciertas enfermeda-
des diarreicas agudas. El término
probiético o pro-vida se introdujo en
1965 por Lilly y Stillwell, el cual signi-
fica organismos vivos gque afectan de
forma benéfica al huésped a mejorar
el equilibrio microbiano intestinal. Pero
antes de ellos, Elie Metchinkoff ya le
habia atribuido propiedades benéficas
para el ser humano a ciertas bacterias
como Lactobacillus que se encuentra
presente en el yogurt (9). El manteni-
miento de una microflora saludable
puede prevenir transtornos gastrointes-
tinales, incluyendo infeccion
gastrointestinal, enfermedadesinflama-
toriasintestinal eseincluso cancer. Las
bacterias probiGticas se sabe que son de
uso mundial y se encuentran presentes
en productos lacteos y jugos. Las bac-
terias que se encuentran dentro de este
grupo son las especies de Lactobacillus
y Bifidobacterium, las cuales sonlasde
mayor uso comercial. Aunque tam-
bién se incluyen algunas otras como:
Sreptococcus thermophilus, levadu-
ras (Saccharomyces boulardii) y mo-
hos (9).

Los probioticos son microorga-
nismos que no poseen patogenicidad,
los cuales al ser ingeridos tienen efec-

tos benéficos en la salud de la perso-

na, asi como la capacidad de prevenir

ciertas condiciones patol 6gicas (10).

Para que una bacteria pueda ser cata-

logada como probi 6tica debe cumplir

con ciertos requisitos y caracteristi-
cas especificas (Tabla 2) y principal-
mente contar con la categoria de

GRAS (generalmente reconocidas

como seguras). Entre algunos de los

beneficios ala salud que se han atri-
buido a estos probidticos se encuen-
tran que son capaces de mantener la
microflora intestinal normal, son
inmunoestimuladores e inmuno-
moduladores, tienen actividad
anticarcinogénicay antimutagénicay

reducen el colesterol en suero (11).
Para que un probidtico pueda be-

neficiar a la salud humana debe cu-

brir ciertos requisitos:

- tener propiedades tecnoldgicas
para que pueda manufacturarse e
incorporarse a productos alimen-
ticios, sin perder funcionalidad.

- no debe crear texturas o colores
desagradables,

- debesobrevivir e paso atravésdel
tracto gastrointestinal y arribar
vivo al sito de accioén,

- debe funcionar en ambientes del
intestino.

Aun no se determina con exacti-
tud cuél es son |os mecanismos de ac-
cion con los que actuan los
probi6ticos para prevenir al huésped
deenfermedadesintestinales. Algunas
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TABLA 3
Proteinas heter 6logas producidas en Lactococcus lactis
Proteina Origen L ocalizacién Referencia
L7/L12 Brucilla abortus Citoplasma/secretada/anclada  Ribeiro et a 2002*
CWP2 Giardia lamblia Intracelular/secretada/anclada  Leey Faubert 2006
E7 HPV tipo 16 Citoplasma/secretada/anclaje  Bermudez-Humaran et a 2002*
NSP4 Coronavirusdebovino  Citoplasma Enouf et a 2001*
IL-12 Raton Secretada Bermudez-Humaran et a 2003*
BLG Bovino Citoplasmal/secretada Nouaille et al 2005*
EDIII Virusde Dengue, serotipo 2 Citoplasma Alonso et a 2008
TFF Murino Secretada Vandenbroucke et a 2004

*citadosen LeLair et a 2005. Proteinadelapared dd quiste (CWP); Proteinano estructural 4 (NSP4); B-Lactoglobulina
bovina (BLG); Factor trefoil (TFF); Dominio Il de la cubierta (EDIII).

propuestas que se manejan mencionan
queinvolucran cambiosen el pH, son
capaces de competir por losnutrientes
con bacterias patdgenas; compiten por
los sitios de union a los receptores a
los que se unen los patégenos; pue-
den regular laproduccion decitocinas
proy anti-inflamatorias; pueden pro-
ducir sustancias, como &cidos organi-
cos y bacteriocinas, que inhiben a
otras bacterias y pueden estimular la
secrecion de 1gA (10, 11).

Se ha mostrado que estos
probi6ticos preservan laintegridad del
intestino y median el efecto de un nu-
mero de otras enfermedades intesti-
nales, como diarrea asociada a
antibiéticos; enfermedades inflama-
toriasintestinal es; diarreapediatrica;
diarrea de vigjero y colitis. Estudios
han mostrado unamejoriaen los sin-
tomasdeEll y CU con &l consumo de
ciertas cepas lécticas. Aun se estan
haciendo estudios para encontrar la
mejor forma de aprovechar a estas
bacterias paralamejoriaen lasenfer-
medades de inflamacion intestinal.

USO DE BACTERIASLACTICAS
COMO TERAPIA

Lasbacterias|acticas (BL) son bacte-
rias gram positivas no invasivasy no
patogenas clasificadas como GRAS.

Estas son ampliamente utilizadas en
la industria alimenticia asi como en
el consumo diario por los humanos.
Debido a sus caracteristicas son ex-
celentes candidatas como vectores
paralaproduccion deproteinasenali-
mentos o en el tracto digestivo de hu-
manos y animales. Las bacterias que
més se emplean como vehiculos son
Lactobacillussp. y Lactococcussp. Esto
a diferencia de los actuales vectores
como lo son la Salmonella, Myco-

bacteriumy E. coli, que no pueden ser
clasificados como seguros a pesar de
gue han sido altamente modificados
paradisminuir su patogenicidad (12).

LACTOCOCCUS LACTIS COMO
VEHICULO DE EXPRESION

L. lactis es una bacteria gram positi-
vagquemideentre0.5- 1.5 umdedia
metro, esuno de los microorganismos
més usados en la industria alimenti-
ciadebido asu capacidad de producir
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Figura 1. Proceso para producir una proteina heter6loga en bacterias lacticas.
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&cido lactico. Hasta la fecha esta BL
ha sido la mas estudiada, por o cual
se han disefiado varias herramientas
moleculares paraexpresar unaamplia
variedad de antigenos y moléculas
terapéuticas (Tabla 3) de formaintra
o extracelular, las cual es pueden ser
presentadas a sistemainmunol 6gico
(12, 13). Esto se hace introduciendo
dentro de la bacteria un plasmido
modificado genéticamente para que
contenga €l gen de interés, lo repro-
duzcay exprese de maneracorrectay
funciona (Fig. 1).

Algunos gruposdeinvestigadores
se han enfocado en estudiar el uso de
esta bacteria como vector de expre-
sién de proteinas que puedan ayudar
en la prevencion de la colitis. En
2004, Vandenbroucke y colaborado-
res, construyeronunacepadel. lactis
capaz de producir un TFF (Trefoil
Factor) biol 6gicamente activo, que es
un factor con un rol importante en la
reparacion y proteccién del epitelio
gastrointestinal. Lacepafueadminis-
trada de forma oral diariamente en
ratones gue presentaban colitis indu-
cidapor DSS, dando como resultado
una proteccién contrala colitis indu-
ciday un descenso enlamortalidad y
en la pérdida de peso (citado por 14).
Otra ventaja que presenta L. lactis
parala produccién de vacunas es que
su pared de peptidoglicanos es un
adyuvante natural, lo cua puede au-
mentar la respuesta inmunoldgica
(14). El grupo de Peppel enbosch y co-

1. DignassAU, Baumgart DC, SturmA (2004) Review ar- 3.
ticle: the aetiopathogenesis of inflammatory bowel dis-
ease-immunology and repair mechanisms. Aliment

Pharmacol Ther 20:9-17.

2. Hanauer SB (2006) Inflammatory bowel disease: Epi-
demiology, pathogenesis and therapeutic opportunities.

Inflamm Bowel Dis 12(1):S3- S9.

laboradores hicieron en 2006 la pri-
merapruebaen pacientescon laenfer-
medad de Crohn, a quienes se les ad-
ministroviaoral L. lactisrecombinante
secretora de IL-10 durante una sema-
na. Los resultados que obtuvieron no
mostraron una gran diferencia en la
mejoria de esta enfermedad, pero ob-
servaron que laadministracion de este
tipo de bacteriases seguray puede con-
tenerse biol6-gicamente. Esto llevo a
la conclusion de que € método puede
llegar atener aplicaciones clinicas fa
vorables para e tratamiento de las Ell
(resefiado en 14).

CONCLUSIONES

El hecho de gque aun no se caracterice
completamente cual es son las causas
gue generan las Ell hace mas dificil
el poder encontrar un medicamento
gue pueda prevenirlas o curarlas.
Como se menciond, los tratamientos
actuales no son efectivos y generan
mayor incomodidad para los pacien-
tes, asi como un mayor gasto econé-
mico. La necesidad de encontrar una
terapia mas eficaz, menos costosa y
menos dafiina para pacientes con Ell,
ademas de que se haincrementado la
aparicion de estas enfermedades en
paises desarrollados, ha propiciado
gue cada vez se unan mas grupos de
investigadoresabuscar mejoresalter-
nativas. Lamas estudiada hastalafe-
chahan sidolasbacterias|acticas, que
por sus caracteristicas particulares son
buenos candidatos para utilizarse
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