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Prologo
Lo invisible épuede no ser tan invisible?

El término «invisible» puede tener varias acepciones que indican diferentes
transcendencias.

En los dltimos 10 afos se produjo un cambio extraordinario en cuanto a
c6mo nos debemos percibir como seres vivos. Ya no somos organismos euca-
riotes puros (;superiores?) sino una asociacion extraordinaria con microorga-
nismos que colonizaron nuestro cuerpo a partir del nacimiento, los cuales nos
acompanardn toda la vida y ejercen una esencial influencia en nuestra salud.
Visto que en nuestro cuerpo hay mds células microbianas que células eucario-
tas (por lo menos 10 veces mds), la biologia destiné el término «holobionte»
para caracterizarnos como seres vivos.

Estos cambios de conceptos aluden a las poblaciones microbianas enorme-
mente diversas en cada «regién geogréfica» del cuerpo humano y su inciden-
cia en la salud. Decir que esta depende de varias cosas es obvio, pero que
depende fuertemente, también, de cuales microorganismos conviven con
nosotros no es poca cosa. No son precisamente un adorno.

Estd claro que los microorganismos son invisibles en cuanto a que sin un
microscopio no podemos verlos, pero deberiamos considerarlos asi puesto que
nos pueblan por dentro y por fuera, constituyen lo que ahora se conoce como
«brgano difuso» (ganamos un 6rgano) y, sobre todo, se manifiestan a través
de la salud corporal y, por qué no, ;mental? Sabiendo que solo en nuestro
intestino se calcula que hay mds de 10" microorganismos (mayormente bac-
terias), es imposible pensar que estin para nada, y su balance o desbalance
estdn asociados a nuestra salud o a la falta de ella, por lo que seria irresponsa-
ble negarlos. La microbiota desbalanceada (mayoria de microorganismos per-
judiciales) se puede modular incorporando bacterias benéficas para darles
protagonismo, y en este sentido se estd trabajando de modo intenso en el
mundo para desarrollar alimentos y suplementos medicinales a partir de cier-
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tos microorganismos aislados, precisamente, del cuerpo humano. Es decir, el
cuerpo humano es una fuente de organismos invisibles (?) que pueden hacer-
nos sentir mejor.

Este libro pretende mostrarnos c6mo realmente somos y que ello es debido
a que convivimos con bacterias (también virus) que tomaron nuestro cuerpo
como un nicho ecolégico mds que adecuado para vivir. Pretende juntar el
conocimiento que existe sobre cada regién del cuerpo, mostrarlo de una
manera clara y explicar asi algo asombrosamente complicado, un desafio que
vale la pena tomar. Esperamos crear el interés que merece el tema.

JORGE REINHEIMER
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Prefacio

Histéricamente, se considerd al hombre (Homo sapiens sapiens) como un ser
eucariote. En la actualidad, debemos asumirnos como una asociacién compleja
entre células eucariotas humanas y microorganismos, cuya existencia disociada
serfa inviable. Somos «holobionte» (holo—todo, bios—vida), un organismo mul-
ticelular complejo.

Estamos tapizados por fuera (la piel, la superficie de los ojos) y por dentro
(las mucosas) por microbios, fundamentalmente bacterias. Hay mds células
bacterianas en nuestro cuerpo que células eucariotas que lo constituyen.

La relacién entre humanos y microbios es de <amor—odio», ya que algunos
microorganismos causan infecciones y otros mejoran la salud. Los humanos
brindan un hdbitat (cuerpo) y la mayoria de los microorganismos devuelve el
favor de diferentes maneras (proveen nutrientes a partir de lo que no se digiere,
defienden contra infecciones de patégenos, estimulan el sistema inmunolé-
gico, etcétera).

El conocimiento sobre la naturaleza de los microorganismos presentes en
el exterior e interior de nuestro cuerpo aumenté vertiginosamente gracias a
nuevas metodologias que permiten determinarlos con precisién y al revelarse
su influencia en la salud del hombre. Visto que la microbiota humana puede
desequilibrarse por diversos factores, lo cual incide en nuestra salud de una u
otra forma, y que la misma puede modularse para tratar de corregir esta situa-
cién, surgen desarrollos de alimentos y medicamentos que trabajan en este
sentido. Estos desarrollos por lo general se disenan a partir de microorganismos
(normalmente bacterias) benéficos aislados de nuestro propio cuerpo.
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Es dificil, sino imposible, encontrar una obra que describa a todos los
microorganismos asociados al cuerpo. Existen antecedentes que se remiten a
«regiones corporales» aisladas, pero falta un panorama global, y creemos que
la presente propuesta tiende a cubrir el objetivo de mostrarlo. En nombre de
los autores, se piensa que el libro serd un aporte significativo para todos los
investigadores, alumnos y profesionales interesados en la temdtica.
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Capitulo 1
La flora intestinal, la punta del iceberg
de la microbiota humana

Gabriel Vinderola

Nosotros, los humanos u Homo sapiens sapiens circulamos en el planeta Tierra
desde hace unos 200 a 300 mil afios. Las plantas empezaron a crecer hace unos
500 a 700 millones de afios. Los enormes dinosaurios aparecieron hace mds
o menos unos 200 millones de afos y se extinguieron hace unos 65 millones
de afos. Las bacterias fueron testigo de todo. Si alguien hubiera llegado a la
tierra hace unos 3 mil millones de afios, no hubiera visto ni hombres, ni ani-
males, ni plantas ni dinosaurios, pero si hubiera tenido un microscopio y
hubiera observado un poco de suelo o una gota de agua, seguramente hubiera
visto bacterias. «Lo esencial es invisible a los ojos», palabras que puso Antoine
de Saint-Exupéry en boca de E/ Principito. Hoy podemos decir que «Lo esen-
cial es invisible a los ojos... pero no al microscopio». Los microorganismos de
los cuales vamos a hablar a lo largo de este libro son invisibles a los ojos,
visibles al microscopio y esenciales para la vida, incluso para la evolucién que
nos trajo hasta acd. Tan esenciales que pareceria ser que fueron el origen de
todo ser vivo que vino después. La Teoria de la Endosimbiosis propone que
la primera célula eucariota de la tierra (nuestro cuerpo, las plantas, nuestras
mascotas estdn compuestos por células eucariotas), aquella célula de la que
provenimos todos los animales y las plantas se formé mediante la fusién de
tres bacterias (Roughgarden, 2023). Una de esas bacterias aporté «los anda-
mios», es decir, la estructura que funciona como caparazén dentro del cual
todo sucede, otra bacteria aporté algunas capacidades metabdlicas, es decir,
el paquete de reacciones quimicas para que la célula funcione. Esta célula asi
formada funcioné durante millones de afios en un mundo sin oxigeno. La
tercera bacteria se habria integrado varios millones de anos més tarde a las
otras dos primeras ya fusionadas, y se convirti6 en las actuales mitocondrias,
que son pequeios 6rganos de nuestras células donde se produce la energia que
necesitamos para vivir, a partir de la utilizacién del oxigeno. Esa célula euca-
riota primogénita empez6 a proliferar, a crecer, a multiplicarse, y una de sus
descendientes sufrié adn otra experiencia traumdtica: se tragé a una bacteria
fotosintética, una bacteria que podia utilizar la luz del sol para hacer fotosin-
tesis, y de ahi es que provienen los actuales cloroplastos, que son los 6rganos
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que tienen las plantas para realizar la fotosintesis. En sintesis, las células de
nuestro cuerpo, de las plantas que tenemos en casa y de las mascotas que nos
entretienen, se originaron hace millones de afios como un «guiso» de bacterias
que tenfan diferentes especialidades.

Las bacterias esperaron pacientemente durante millones de anos que algo
apareciera en la tierra para poder colonizarlo, algo a quien darle forma, fun-
cién, crear una simbiosis. Y esto lo siguen haciendo. Apenas nacemos hay un
mar de bacterias esperando por nosotros en la vagina de mamd, en el pecho
donde nos apoyan, en los besos que nos dan, y en la leche materna. Incluso
el primer lengiietazo que nos da el perro que tenemos como mascota en casa,
nos regala también bacterias que, aunque @ priori pareceria desagradable, hoy
se sabe que criarnos con mascotas disminuye el riesgo de tener alergias y asma
infantil (Jeong, 2022). Incluso la prictica de chupar el chupete y ddrselo al
bebé, en vez de hervirlo, lavarlo o enjuagarlo con un antiséptico, disminuye
significativamente el riesgo de desarrollar alergias (Hesselmar y col., 2013).

A lo largo de la historia de la evolucién las bacterias le han dado la bienve-
nida, y la despedida, a todo ser vivo que pasé por este planeta. Los microbios
en general, y ya no hablamos solo de bacterias, sino también de levaduras,
mobhos, virus y arqueas, han sido, son, y serdn nuestros huéspedes de lujo.
Reciben al invitado, lo acompanan durante toda su vida, lo despiden e incluso
se encargan de devolvernos, junto a los gusanos, al medio ambiente en forma
de nutrientes para las generaciones que vendrdn. No somos ni mds ni menos
que complejos conglomerados de pequenas moléculas formadas por elemen-
tos quimicos como el carbono, oxigeno, hidrégeno, nitrégeno, calcio y fésforo
que constituyen el 99 % de nuestro cuerpo, mds otros minoritarios, pero no
por eso menos importantes, como el potasio, azufre, sodio, cloro y magnesio.
Somos un pedazo andante de aquella Tabla Periédica de los Elementos que
seguramente estudiamos en la escuela. Los microorganismos y las plantas se
encargan en gran parte de ponerlos en forma de las sustancias que necesitamos
para constituirnos los seres humanos que somos (Jaffe y col., 2023).

En 2009 el historiador y comunicador de la ciencia Christopher Lloyd
publicé su libro What on Earth Evolved?: 100 Species That Changed the World,
un libro que hace un ranking de las especies que mds contribuyeron a la evo-
lucién del mundo. Los gusanos estdn en primer lugar. El por qué hay que ir
a buscarlo en la funcién que ellos tienen en la cadena alimentaria: son a la vez
el tltimo y el primer escalén. Los gusanos se encargan de degradar a todo ser
que alguna vez estuvo vivo, a descomponerlo en sus sustancias mds elemen-
tales, y asi devolver a la tierra los restos de plantas, de animales, de insectos,
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de humanos... y asi dejar a las moléculas mds sencillas y a los elementos
quimicos para que estos vuelvan a ser parte de animales, plantas, insectos y
de los humanos que vendrdn. Los gusanos mantienen girando la rueda de la
evolucién. Particularmente los lactobacilos estdn en el quinto lugar de este
ranking.

Al primer lactobacilo lo describi6é un holandés llamado Martinus Willem
Beijerinck en 1901. Hacia 2015 habia 265 especies de Lactobacillus. Nombramos
solo algunos: Lactobacillus bulgaricus, una de las dos bacterias con las que se
hace el yogur, Lactobacillus helveticus, responsable del sabor y aroma de los
riquisimos quesos italianos tipo Parmigiano Reggiano, Lactobacillus fermen-
tum, el que fermenta a la semilla del cacao para que el chocolate tenga el sabor
que tiene, Lactobacillus brevis, el que arruina las cervezas cuando se ponen
4cidas, Lactobacillus crispatus, caracteristico de una vagina saludable, Lactoba-
cillus plantarum, el primer lactobacilo encontrado en la leche materna en 2003
o Lactobacillus casei, un lactobacilo utilizado como probidtico en una leche
fermentada desarrollada en Japén en el ano 1935 por el Dr. Shirota y que ain
se comercializa en varios lugares del mundo. En Argentina una dupla de
lactobacilos formada por una cepa de Lactobacillus casei y una de Lactobacillus
acidophilus le daban vida en los anos 90 a la famosa leche SanCor Bio. Es
importante nombrar que en 2020 el género Lactobacillus fue dividido en 25
nuevos géneros y algunas especies muy conocidas cambiaron de nombre, por
ejemplo, Lactobacillus casei pasé allamarse Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus cambi6 a Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum a
Lactiplantibacillus plantarum, y Lactobacillus reuteri pasé a llamarse Limosi-
lactobacillus reuteri (Zheng y col., 2020).

Al momento de nacer, hay millones de bacterias que nos esperan para
colonizarnos, para cubrirnos por fuera y por dentro, para constituir lo que
llamamos la microbiota humana. Por fuera tenemos microorganismos en toda
la piel, incluso sobre los ojos, sobre todo en nuestras manos. Por dentro tene-
mos microorganismos en la boca, en el eséfago, en el estémago, en los intes-
tinos, en la vagina y en el pene, en el ttero, en la trdquea y los pulmones.
Incluso durante la lactancia, la madre tiene bacterias en la glindula mamaria
y en la leche materna, o mejor llamada, leche humana (Milani y col., 2017).

Los primeros microorganismos con los que nos encontramos masivamente
al nacer son los lactobacilos. Estas bacterias benéficas nos esperan en la vagina
de mam4 para cubrirnos mientras atravesamos el canal de parto, y de ahi pasan
a nuestro intestino para empezar a trabajar y preparar el terreno para que
muchos otros microorganismos lleguen y se instalen ahi. Si nacemos por
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cesdrea la colonizacién es diferente, y las consecuencias para la salud proba-
blemente también, ya que la cesdrea se asocia en el desarrollo de enfermedades
crénicas como alergias, diabetes o enfermedades inflamatorias. Los microor-
ganismos que adquirimos en los primeros anos de vida son claves para la
programacién del sistema inmunoldgico y el desarrollo de la tolerancia oral
(Turroni y col., 2020). Tan esenciales son para nosotros nuestros microorga-
nismos que la vida sin ellos seria muy complicada, o muy amenazante. Recor-
demos el caso de David Vetter que nacié en 1971 en Texas, Estados Unidos,
con una rara enfermedad autoinmune llamada el Sindrome de Inmunodefi-
ciencia Combinada Severa. Sin la defensa natural del organismo, cualquier
leve enfermedad, como una gripe, podia matarlo. Los microorganismos que
nos colonizan educan y mantienen andando a nuestro sistema inmunolégico,
pero si nuestro sistema inmunoldgico no funciona bien, cualquier infeccién
puede llevarnos a la muerte. Para salvarlo, los médicos decidieron aislarlo
dentro de una burbuja de pléstico, donde vivié por tan solo 12 afos. David
debia aislarse de los microorganismos del mundo, que para nosotros son
nuestros aliados pero que para David eran una amenaza.

Por mucho tiempo la «flora intestinal» fue un érgano olvidado, poco aten-
dido, poco entendido, poco estudiado. Por mucho tiempo convivimos con
una vaga idea que tenfamos una flora intestinal, una comunidad de bacterias
en el intestino, que sabiamos que la fibra de los alimentos les hacia bastante
bien, pero no sabfamos por qué, ni mucho menos que hacian ellas ahi por
nosotros. Los tltimos 20 afios fueron una verdadera revolucién en el estudio
de la flora intestinal, hoy llamada mds correctamente «microbiota intestinal».
Microbiota viene de la palabra «<microbios». La microbiota intestinal es el
conjunto, el ecosistema, de microorganismos que habitan en nuestro tracto
intestinal y estd compuesto no solo por bacterias, sino que también hay leva-
duras, mohos, arqueas (una especie de bacterias «prehistdricas») y pardsitos.

La microbiota vive en simbiosis con nosotros. Si la cuidamos, nos da salud,
si la desatendemos, poco a poco nos quita esa salud; poco a poco, como se
desarrollan las enfermedades crénicas como la diabetes, las enfermedades car-
diovasculares e incluso las enfermedades mentales. ;Que estd primero, el huevo
o la gallina? ;Qué sucede primero? ;una microbiota que se enferma y que
entonces nos produce una enfermedad o una enfermedad que adquirimos y
que afecta a nuestra microbiota? Es probable que lo que sucede primero son
cambios en la microbiota por factores varios como la forma en que nacemos
(vaginal o cesdrea), la cantidad de leche materna que hayamos consumido, la
administracién de antibidticos y otros medicamentos, la alimentacién, la acti-
vidad fisica, el descanso y el estrés, entre otros factores (Chang y Kao, 2019).
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:De dénde vienen tantos microorganismos? Tantos que superan por casi
diez veces la cantidad de células humanas. Estamos constituidos por cerca un
90 % de microorganismos, por eso pasamos de llamarnos <humanos» a «holo-
biontes» el nuevo término que se usa para referirnos al enorme ecosistema que
somos de microorganismos y células humanas. Los cromosomas que nos here-
dan mamd y papd aportan un poco menos de 23 000 genes. Nuestros microor-
ganismos nos aportan mds de 3 millones de genes. Gran parte de nuestro
metabolismo estd en manos de las rutas metabélicas microbianas que hospe-
damos (Milani y col., 2017).

La vagina y el ttero estdn colonizados por bacterias. Antes de fecundarlo,
el espermatozoide se tuvo que abrir paso en un «mar microbiano» hasta encon-
trar al 6vulo. Esta seleccién de cual espermatozoide llega al 6vulo podria estar
condicionada por el ambiente microbiano local. Esta nueva mirada hace que
la infertilidad se la comience a tratar considerando también a la microbiota
(Vitale y col., 2022).

La alimentacién modula a la microbiota. La leche humana contribuye con
la microbiota del bebé como ninguna férmula infantil lo podria hacer. Los
requerimientos nutricionales de la microbiota se satisfacen a partir de la leche
humana, a través de los denominados oligosacdridos de leche humana. Cuando
comienza la alimentacién complementaria y durante toda la vida, la fibra de
los alimentos es el alimento de la microbiota, y esta se encuentra en cantida-
des significativas y funcionales en legumbres, verduras, frutas, frutos secos,
cereales integrales, pero también en los alimentos fermentados como el yogur,
el kéfir, la kombucha, el chucrut o el kimchi, porque estos alimentos aportan
microorganismos vivos que se van a acoplar temporalmente con los de la
microbiota para el correcto funcionamiento de nuestro intestino (Leeuwendaal
y col., 2022). Si el intestino funciona bien, todo nuestro organismo funciona
bien, porque todos nuestros 6rganos estdn interconectados. El intestino se
comunica con el cerebro, con la piel y con los musculos, entre otros sistemas.
Los alimentos son procesados por la microbiota y generan sefiales quimicas
que son llevados por las neuronas del intestino al cerebro, en una vida de ida
y vuelta. Las emociones, las preocupaciones, el estrés, pueden viajar como
senales quimicas y transformarse en el intestino en sefales que desencadenan
constipacién o diarrea, inflamacién o distension, agravando asi enfermedades
intestinales (Cryan y col., 2019).

En los dltimos afos la microbiota se ha redescubierto como un érgano
metabdlico, un érgano que necesita nutrientes (oligosacdridos de leche
humana, fibras, polifenoles), que genera metabolitos (dcidos grasos de cadena
corta, vitaminas, neurotransmisores). Un drgano continuo a lo largo de todo
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nuestro cuerpo, un érgano invisible y heredable, modulable a través de la
alimentacién. Un érgano que necesitamos conocer para saber cuidar y obtener
y mantener salud.
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Capitulo 2
La microbiota intestinal

Miguel Gueimonde, Ma. Carmen Collado y Silvia Arboleya

La microbiota intestinal: composicion y funcion

La microbiota humana es el conjunto de microorganismos comensales que
colonizan nuestro cuerpo, incluyendo bacterias, arqueas y eucariotas unice-
lulares. La poblacién microbiana mds numerosa de nuestro organismo se
encuentra en el intestino, particularmente en el colon que es la zona mds
densamente poblada, donde alcanza un contenido de aproximadamente 10
células microbianas (Hooper y Gordon, 2001). No obstante, es importante
senalar que la comunidad microbiana intestinal estd compuesta por cientos
de especies diferentes que varian en prevalencia y abundancia a lo largo del
tracto gastrointestinal, con una poblacién mds escasa en zonas de condiciones
ambientales muy restrictivas, como el estémago (103-10% células microbianas
por gramo de contenido) y mayores densidades microbianas en zonas mds
favorables como el colon (10"-10" células microbianas/g de contenido). Estos
microorganismos desempefnan papeles esenciales en la fisiologfa humana,
incluyendo actividades metabdlicas e inmunoldgicas (Rutayisire y col., 2016).
Al conjunto de genes que porta la microbiota se le conoce como «metagenomay.
Estos genes codifican maltiples funciones, algunas de las cuales influyen de
manera significativa sobre la salud del hospedador. Pese a que los términos
«microbiota» y «microbioma» se han utilizado indistintamente, el primero se
refiere a los taxones microbianos presentes en un ecosistema mientras que el
segundo incluye también el entero espectro de moléculas producido por los
microorganismos, incluyendo elementos estructurales (proteinas,
polisacdridos), metabolitos (toxinas, etc) y elementos genéticos mdbiles (fagos,
virus y DNA libre).

Pese a que la mayor parte de los estudios se han centrado en el intestino,
todos los potenciales nichos ecolégicos presentes en nuestro organismo, como
intestino, vagina, cavidad oral, vias respiratorias, piel, etc., albergan comuni-
dades microbianas que han co-evolucionado con los seres humanos. Aunque
se ha descrito con mds detalle la microbiota intestinal, las poblaciones bacte-
rianas en otras partes del cuerpo también desempenan un papel crucial en la
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preservacién de la salud. Por ejemplo, la microbiota vaginal regula el pu y la
produccién de especies reactivas de oxigeno, y se han asociado diversos meca-
nismos de homeostasis de la piel con la microbiota cutdnea (Gough y col.,
2022; Lan y Chen, 2023). Por esta razén una correcta composicion y funcio-
nalidad de la microbiota es esencial para mantener un estado saludable a lo
largo de la vida. Esto ha despertado el interés por el desarrollo de estrategias
para la modulacién de la microbiota, como pueden ser los probidticos, los
prebidticos o los postbioticos, discutidos en otros capitulos de este libro.

Ademis de los efectos derivados de su propia composicion, la microbiota
intestinal va a encargarse de la fermentacién de compuestos no digeridos y,
como consecuencia, va a producir metabolitos, como algunas vitaminas o los
dcidos grasos de cadena corta (aGcc) que son los principales productos meta-
bélicos de la microbiota, que serdn utilizados por el hospedador. De entre los
AGCC, acetato, propionato y butirato, productos de la fermentacién de car-
bohidratos y proteinas no digeribles en el colon, son los metabolitos mds
abundantes. Estos compuestos afectan la fisiologia del colon, contribuyen a
dar forma al entorno microbiano intestinal, sirven como fuente de energia
para las células del hospedador influyen en el metabolismo y la fisiologia de
este (Rios-Covian y col., 2016; Rios-Covian y col., 2020).

Desde el punto de vista tecnoldgico, en las ultimas dos décadas, la aparicién
de técnicas independientes del cultivo, particularmente el desarrollo y la acce-
sibilidad econémica a la secuenciacién masiva del ADN y, en general, las tec-
nologias 6micas (metatranscriptémica, metaprotedmica y metabolémica), han
posibilitado el estudio y comprensién de la composicién y capacidad funcio-
nal de la microbiota a un nivel sin precedentes. Los tltimos avances cientificos
han demostrado que la microbiota estd fuertemente influenciada por la dieta
y la edad, mientras que algunos aspectos importantes de su funcionalidad atin
permanecen desconocidos. Se han realizado estudios para describir la estructura
y diversidad de la microbiota con el fin de comprender su influencia en la
salud y la enfermedad humana. De los microbios identificados, los filos Pseu-
domonadota, Bacillota, Actinomycetota y Bacteroidota representan aproximada-
mente el 95 % de todas las especies, con un 20 % de ellos siendo estrictamente
anaerobios. Curiosamente, mientras que dos de estos filos (Bacillota y Bacte-
roidota) son los numéricamente dominantes en la microbiota humana adulta,
los otros dos (Pseudomonadota y Actinomycetota) lo son en la microbiota infan-
til (Salazar y col., 2014). Esto sugiere una transicién microbiana importante
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entre la microbiota presente al inicio de la vida y la que representard al indi-
viduo maduro. Este proceso de desarrollo de la microbiota, con gran impacto
sobre el estado de salud del individuo, se ve afectado por muy diversos facto-
res, algunos de los cuales se discuten mas adelante en este capitulo.

La colonizacién microbiana del intestino comienza pronto después del naci-
miento e incluso, segin algunos autores, en la etapa fetal (Collado y col., 2016).
La diversidad, estabilidad y complejidad de la microbiota, inicialmente domi-
nada por un ndmero limitado de microorganismos, principalmente bifido-
bacterias en el caso de los ninos alimentado exclusivamente con leche materna,
evoluciona hasta aproximadamente los tres afios de edad. A esta edad, aunque
no totalmente equivalente, la microbiota ya muestra parecido con la micro-
biota de la edad adulta. Después la microbiota, en ausencia de agresiones
externas como malos hébitos o exposicién a antimicrobianos, se mantiene sin
grandes variaciones en adultos sanos, volviéndose de nuevo mds inestable en
la senescencia. Mientras que los cambios en la microbiota intestinal que ocu-
rren durante la infancia se asocian con la maduracién inmune y metabdlica
asociadas al desarrollo fisiolégico del individuo, los presentes en el envejeci-
miento son concomitantes con un declive fisioldgico general, modificaciones
anatémicas, deterioro cognitivo y una desregulacién del sistema inmunoldgico.
También se han observado cambios en la microbiota asociados a la presencia
de diversas enfermedades. Estos estados alterados de la microbiota, conocidos
como «disbiosis», se han descrito en mds de 300 enfermedades, segtin la base
de datos Disbiome (Janssens y col., 2018), dedicada a este fin y que puede
consultarse en https://disbiome.ugent.be/home. Estas enfermedades incluyen
tanto enfermedades intestinales, como alergias, problemas inflamatorios del
intestino, diabetes, obesidad e incluso trastornos neurolégicos y cognitivos.
No obstante, un aspecto de gran relevancia pero que en la mayoria de los casos
aun no conocemos bien es en que medida esas disbiosis tienen un papel etio-
l6gico en el desarrollo de las enfermedades o representan tan solo cambios
consecuencia de las mismas o de los tratamientos administrados.

Microbiota intestinal en la infancia

El establecimiento de la microbiota intestinal es un proceso muy dindmico que
se verd influenciado por numerosos factores presentes en la etapa perinatal
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(Milani y col., 2017) y la infancia (figura 1). La primera exposicién masiva a
bacterias ocurre al nacimiento, cuando el recién nacido entra en contacto con
la microbiota materna y ambiental ya a través del canal del parto. El inéculo
que recibird el nifio al inicio de la vida viene ya determinado por diferentes
factores, incluyendo la edad gestacional, el tipo de parto (parto vaginal o cesdrea),
la existencia de tratamientos antibidticos, o las condiciones ambientales de
higiene, entre otros. Una vez establecida la microbiota inicial, como se discutird
posteriormente, la comunidad microbiana continta evolucionando en funcién
del tipo de lactancia, la presencia de hermanos y/o mascotas, el entorno de vida
(rural o urbano), la introduccién de la alimentacién complementaria, etc.
(Rodriguez y col., 2015; Rutayisire y col., 2016,). Tras el nacimiento, el neonato
es rapidamente colonizado por microorganismos pioneros, principalmente Ente-
robacteriaceae y bacterias licticas, como algunos representantes de los géneros
Lactobacillus o Streptococcus. Estos colonizadores iniciales son posteriormente
desplazados por bacterias anaerobias, como los géneros Bifidobacterium y Bac-
teroides (Mlilani y col., 2017). Esta microbiota intestinal neonatal temprana se
va a caracterizar por una baja diversidad bacteriana y una dominancia de bac-
terias pertenecientes a los filos Pseudomonadota y Actinomycetota. En bebés ali-
mentados con leche materna el género Bifidobacterium, especialmente la especie
Bifidobacterium longum, serd dominante (Saturio y col., 2021). Esta microbiota
se desarrolla durante el primer afo, con los filos Bacillota'y Bacteroidota convir-
tiéndose paulatinamente en los dominantes tras el destete y la introduccién de
la alimentacién sélida (Backhed y col., 2015). Hacia el final del primer afo de
vida, los neonatos poseen un perfil microbiano individualmente distintivo que
converge hacia la microbiota caracteristica de un adulto alrededor de los 2-5
anos de edad (Milani y col., 2017).
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Figura 1. Principales factores que
afectan al establecimiento y desarrollo
de la microbiota en el nino

Edad gestacional

La edad gestacional es uno de los factores tempranos que tiene consecuencias
directas sobre la microbiota neonatal. Numerosos estudios han reportado
alteraciones en el proceso de establecimiento de la microbiota en recién naci-
dos prematuros. Los cambios observados se caracterizan por una dominancia
de bacterias de las familias Enterobacteriaceae y Enterococcaceae, con un
aumento en el nimero de bacterias potencialmente patégenas como Klebsie-
lla pneumoniae y Clostridioides difficile, en detrimento de los niveles de
microorganismos anaerobios estrictos como Bifidobacterium, Bacteroides y
Atopobium (Arboleya y col., 2012; Chong y col., 2018; Baldassarre y col., 2019).
De hecho, la enterocolitis necrosante, una enfermedad que afecta aproxima-
damente al 13 % de los bebés prematuros (Stoll y col., 2012) y cuya etiologia
precisa atin se desconoce, se ha asociado con la disbiosis de la microbiota de
los neonatos prematuros. Una colonizacién bacteriana inadecuada, con altos
niveles de Pseudomonadota, especialmente Gammaproteobacteria como Cro-
nobacter sakazakii, Klebsiella spp. y Escherichia coli, que promueve inflamacién
parece desempenar un papel importante en su desarrollo (Coggins y col., 2015;
Baldassarre y col., 2019; Baranowski y col., 2019).
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Tipo de parto

Como se ha indicado anteriormente el modo de nacimiento es uno de los
factores de mayor influencia en el proceso de colonizacién, ya que tiene un
impacto directo en la diversidad bacteriana que ocupard los diferentes nichos
en el organismo (Francavilla y col., 2018; Salas Garcia y col., 2018; Kumbhare
y col., 2019). El parto vaginal natural implica el contacto directo con la micro-
biota vaginal e intestinal materna; los neonatos son colonizados por esta micro-
biota y los recién nacidos son colonizados preferentemente por Lactobacillus,
Prevotella, Bacteroides, Escherichia/Shigella'y Bifidobacterium (Dominguez-Be-
llo y col., 2016; Rutayisire y col., 2016; Kumbhare y col., 2019). Este proceso
de colonizacién se ve alterado en los bebés nacidos por cesdrea. En las tltimas
décadas, ha habido un aumento en los partos por cesdrea, que en algunos
paises se acerca al 50 % de los nacimientos (Francavilla y col., 2018). Quizds
debido a esto, ha habido un interés considerable en las consecuencias de este
modo de nacimiento para la salud de los recién nacidos. El parto por cesdrea
implica la interrupcion de la transferencia microbiana; la ausencia de contacto
con la microbiota materna (vaginal e intestinal) lleva a la proliferacién de
bacterias del entorno nosocomial y de la piel de la madre (Kumbhare y col.,
2019), lo que significa que las especies dominantes serdn diferentes de las de
los recién nacidos nacidos por parto natural. Los neonatos nacidos por cesirea
son colonizados por bacterias de los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Cory-
nebacterium 'y Veillonella, y muestran una presencia aumentada de bacterias
proinflamatorias como las enterobacterias (Backhead y col., 2015; Domin-
guez—Bello y col., 2016). También se caracterizan por una colonizacién tardia
de Bacteroidetes y Bifidobacterium (Arboleya y col., 2012). Se ha descrito en
estudios epidemioldgicos y metaanilisis que los ninos nacidos mediante via
vaginal tienen una menor prevalencia de asma, alergias, problemas respirato-
rios, diabetes tipo 1 y obesidad en comparacién con los nifios nacidos por
cesdrea, quienes también muestran una mayor morbilidad asociada con este
tipo de prictica (Braegger y col., 2011; Baldassarre y col., 2019), y todos estos
trastornos tienen vinculos con la disbiosis de la microbiota. Por lo tanto, se
han propuesto estrategias potenciales de restauracién para aliviar la disbiosis
en ninos nacidos por cesirea. El «vaginal seeding», que consiste en la inocu-
lacién de neonatos con bacterias de la vagina materna después de una cesérea,
es un ejemplo de ello (Braegger y col., 2011). Y en los tltimos afos también
se ha discutido la opcién de realizar un trasplante fecal de microbiota de la
madre al neonato nacido por cesdrea.
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Tipo de lactancia

Tras el nacimiento la lactancia materna es el mejor alimento para los recién
nacidos, proporciondndoles la energia, los nutrientes y otros compuestos
bioactivos no nutritivos que necesitan, y favoreciendo su supervivencia y desa-
rrollo. Los estudios epidemiolégicos sugieren que la lactancia materna conti-
nuada durante los primeros 6 meses de vida reduce el riesgo de desarrollar
enfermedades como alergias y enfermedad inflamatoria intestinal en los lac-
tantes. Los beneficios inmunoldgicos de la leche materna incluyen proteccién
contra infecciones e inflamacién, promocién del correcto funcionamiento de
la barrera intestinal y mantenimiento de la homeostasis, asi como su contri-
bucién al proceso de colonizacién microbiana intestinal neonatal. Los lactan-
tes alimentados exclusivamente con leche materna tienen una microbiota
diferente de aquellos alimentados con férmula infantil (Neuman y col., 2018).
Varios estudios han informado que el consumo exclusivo de leche materna
puede predecir diferencias en la composicién taxonémica de la microbiota
intestinal (Rendina y col., 2019). Ho y col. (2018) realizaron un metaanilisis
comparando los perfiles microbianos de lactantes alimentados exclusivamente
con leche materna y aquellos que no lo hacian de manera exclusiva. A nivel
de orden, se observaron mayores niveles de Bacteroidales y Clostridiales, mien-
tras que a nivel de familia, hubo una mayor dominancia de Bacteroidaceae y
Veillonellaceae. Finalmente, en términos de géneros, se observaron aumentos
en las poblaciones de Bacteroides, Eubacterium, Veillonella y Megasphaera.

La microbiota de los lactantes alimentados con férmula tiene una menor
proporcién de Bifidobacterium, Lactobacillus y Enterococcus, lo cual se asocia
con una maduracién alterada del sistema inmunolégico, especificamente un
mayor riesgo de alteracién mucosal que puede conducir a inflamacién y un
desarrollo deficiente del sistema inmunolégico (Borewicz y col., 2020). Los
oligosacdridos de la leche materna (MO, por sus siglas en inglés) desempefian
un papel fundamental en este aspecto. Estos oligosacdridos acttian como pre-
bidticos, es decir, proporcionan nutrientes para el crecimiento de bacterias
beneficiosas en el intestino del bebé. Especificamente, promueven el creci-
miento de bacterias del género Bifidobacterium, las cuales se asocian con una
serie de beneficios para la salud intestinal y una respuesta inmunoldgica mds
efectiva. Ademds, la leche materna es una fuente de bacterias comensales,
mutualistas y potencialmente probidticas que respaldan el proceso de coloni-
zacién intestinal. A pesar de la gran variabilidad entre individuos, la leche de
cada mujer tiene una composicién bacteriana tnica, incluyendo principal-
mente Streptococcus'y Staphylococcus, seguidos de Enterobacteriaceae, Bifidobac-
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terium, Enterococcus, Lactococcus 'y Lactobacillus, que son algunos de los pri-
meros colonizadores del intestino del bebé (Thompson y col., 2015;
Salas Garcia y col., 2018), aunque se ha descrito la presencia de alrededor de
700 especies de bacterias en la leche (Borewicz y col., 2020), incluyendo la
presencia de bacterias estrictamente anaerdbicas presentes en el intestino como
ciertas especies de Clostridium, Faecalibacterium y Akkermansia. Se estima que
un bebé que ingiere aproximadamente 500-800 mL de leche al dia recibe entre
10’ y 107 bacterias/mL. Estos microorganismos desempenan un papel directo
en la salud, previniendo el crecimiento y la proliferacién de patégenos y par-
ticipando en la regulacién de procesos inmunolégicos, metabélicos y neurode-
sarrollo. Es importante destacar que la microbiota de la leche materna cambia
a lo largo del dia, del tiempo de lactancia y entre individuos, dependiendo de
su ubicacién geografica y puede verse afectada por diversos factores (Rendina
y col., 2019). También se ha observado que el uso de antibi6ticos durante el
periodo perinatal tiene un impacto en la composicién microbiana de la leche
materna (Ho y col., 2018). Por tltimo, aunque se necesitan mds estudios a
gran escala de muestras de leche materna de diferentes ubicaciones geograficas,
la abundancia relativa de especies bacterianas encontradas en la leche materna
puede depender del lugar de origen materno (Rendina y col., 2019).

En resumen, la lactancia materna favorece el desarrollo de una microbiota
intestinal mds equilibrada y estable en los bebés (Thompson y col., 2015), lo
que a su vez contribuye a una mejor tolerancia intestinal y una respuesta
inmunoldgica més efectiva. Estos beneficios son importantes para promover
la salud y el bienestar del bebé a corto y largo plazo y supone que los ninos
alimentados con leche materna tienen menos probabilidades de sufrir proble-
mas digestivos, como clicos o diarrea. La lactancia materna también contri-
buye al desarrollo de una respuesta inmunoldgica més efectiva. La leche
materna contiene inmunoglobulinas, como la inmunoglobulina A secretora
(IgA), que proporcionan inmunidad pasiva al lactante y lo protegen contra
infecciones en el tracto gastrointestinal. La leche materna también contiene
otros factores inmunoldgicos, como la lactoferrina, la lisozima y las citoquinas,
que tienen propiedades antimicrobianas y contribuyen a la defensa inmuno-
l6gica del lactante.
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Destete y alimentacion complementaria

Pasados los primeros meses de vida las recomendaciones nutricionales actua-
les sugieren la introduccién de la alimentacién complementaria, entre los 4 y
6 meses de edad (Fewtrell y col., 2017). Varios estudios argumentan que la
dieta es uno de los principales factores que influyen en la proliferacién de
bacterias comensales, cuyos cambios van acompafiados de cambios en la com-
posicién de la microbiota intestinal, principalmente después de la introduc-
cién de alimentos sélidos (Thompson y col., 2015; Videhulty col., 2016) que
parecen acelerarse a partir de los 9 meses de edad (Bergstrom y col., 2014). Se
entiende que la introduccién de la alimentacién complementaria puede con-
vertirse en una gran oportunidad para afectar positivamente el desarrollo de
la microbiota del nifio. En esta etapa, la leche materna sigue siendo la princi-
pal fuente de alimento, pero comienza a complementarse para satisfacer las
necesidades nutricionales del lactante (Moreno Villares, 2019). No obstante,
prolongar la lactancia en paralelo a la introduccién de la alimentacién com-
plementaria puede resultar ventajoso ya que se ha observado que la lactancia
materna mds alld de los 9 meses se asocia con un aumento en el nimero de
Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp., especialmente Bifidobacterium lon-
gum (Bergstrom y col., 2014).

Mis en detalle, el destete y la introduccién de la alimentacién complemen-
taria aumentan la diversidad estructural y funcional de la microbiota intesti-
nal hacia una microbiota similar a la del adulto (Laursen y col., 2017). La
microbiota intestinal en esta etapa estd dominada por especies capaces de
degradar glicanos, mucina y carbohidratos complejos, y de producir accc.
Por ejemplo, la microbiota intestinal durante el destete se asocia con un
aumento en la abundancia de Bacteroides spp. y miembros de los grupos 1v y
x1v de Clostridium (Falaniy col., 2013). En esta etapa se produce un aumento
en la prevalencia de bacterias productoras de butirato como el grupo Blautia
coccoidesy el género Atopobium, asi como con aumentos en Eggerthella, Blau-
tia, Neisseria, Peptostreptococcaceae 'y Bacteroidetes, y una mayor abundancia
relativa de Lactobacillus y Ruminococcaceae (Thomson y col., 2015). Algunos
estudios sugieren que la alimentacién complementaria tiene un impacto mds
profundo en la microbiota intestinal de los lactantes no amamantados (Davis
y col., 2017).
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Ambiente familiar

Desde luego el entorno familiar asi como la presencia de animales, son otros
de los factores relevantes en el proceso de colonizacién microbiana. Los nifios
con hermanos tienen mayores proporciones de bifidobacterias en comparacién
con los hijos tnicos (Milani y col., 2017). Se ha demostrado que la riqueza
microbiana es mayor en bebés con mascotas en casa (Chong y col., 2018). Este
aumento en la riqueza bacteriana se asocia con una mayor poblacién de bac-
terias pertenecientes al filo Bacillota, principalmente de los géneros Rumino-
coccus'y Oscillospira, lo cual estd relacionado con un menor riesgo de desarro-
llar alergias.

También existen otros factores relacionados con el entorno que se han
asociado con la microbiota. Por ejemplo, se ha demostrado la existencia de
diferencias en la composicién de la microbiota en nifios europeos dependiendo
de la ubicacién geografica. La microbiota de los nifios del norte de Europa
presenta niveles mds altos de Bifidobacterium spp., Clostridium spp. y Atopo-
bium spp., mientras que los del sur de Europa muestran mayor abundancia
de Eubacterium spp., Lactobacillus spp. y Bacteroides spp. (Fallaniy col., 2010).
Se ha observado una correlacién entre la alta latitud y la alta presencia de
bacterias del filo Bacillota y una menor presencia del filo Bacteroidota (Coggins
y col., 2015), lo cual podria explicarse en parte por cambios en el clima, la
dieta y el estilo de vida. El ambiente, rural o urbano, en el que se desarrolla
el nifio también es de relevancia. En individuos que viven en dreas rurales de
paises en desarrollo, se ha observado que la composicién y diversidad micro-
biana difieren de las de individuos de dreas urbanas en paises industrializados.
Un estudio reciente mostré niveles mds altos de Bifidobacterium, Bacteroi-
des-Prevotella y Clostridium histolyticum en nihos de Malawi que en nifos
finlandeses (Grzeskowiak y col., 2012), y la microbiota intestinal de los ninos
de un entorno rural en Burkina Faso se caracterizé por la presencia de Bacte-
roides (De Filippo y col., 2010).

Transicion a la microbiota adulta

Entre los tres y cinco afios de edad, la microbiota intestinal infantil alcanza
una composicion similar a la microbiota adulta, que estd dominada por tres
filos bacterianos: Bacillota (principalmente Lachnospiraceae y Ruminococca-
ceae), Bacteroidota (Bacteroidaceae, Prevotellaceae y Rikenellaceae) y Actinomy-
cetota (Bifidobacteriaceae y Coriobacteriaceae). Se ha sugerido que la microbiota
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intestinal pasa por tres fases: una fase de desarrollo (meses 3-14) caracterizada
por cambios en la diversidad alfa y en los grupos bacterianos mds abundantes;
una fase de transicién (meses 15-30) en la que aumenta la abundancia de
Bacteroidota y Pseudomonadota; y una fase estable (meses 31-46) en la que los
filos y la diversidad alfa permanecen inalterados (Stewart y col., 2018). Durante
esta fase, un mayor consumo de proteina animal y polisacdridos vegetales
conduce a una disminucién de Bifidobacterium y un aumento de Bacteroidota
y Bacillota (Alvarez—Calatayud y col., 2018). No obstante, incluso en este
momento la composicién de la microbiota del nifio no es aun totalmente
similar a la que tendrd de adulto. Algunos estudios indican la existencia de
tres etapas de maduracién hasta alcanzar la composicién microbiana final:
composicién microbiana de nifios en edad preescolar (3 a 6 afos), escuela
primaria (6 a 12 anos) y adolescencia (12 a 18 afios) (Ringel-Kulka y col., 2013;
Derrien y col., 2019). Como es reflejo logico de los cambios en la microbiota
también se han encontrado diferencias significativas entre nifios y adultos en
genes involucrados en diferentes rutas bioquimicas como la sintesis de algunas
vitaminas, la degradacién de aminodcidos, la fosforilacién oxidativa o los
factores que inducen inflamacién de la mucosa (Hollister y col., 2015)

Microbiota en la edad adulta

Durante la edad adulta, la microbiota es estable, aunque nuestra dieta deter-
mina su composicion y diversidad. Cada persona tiene una huella bacteriana
tinica que se ha desarrollado desde la infancia y la adolescencia y se ha adap-
tado a las condiciones genéticas, fisioldgicas, metabdlicas e inmunoldgicas del
huésped. Sin embargo, la composicién y diversidad de la comunidad bacte-
riana pueden verse influenciadas por factores como la dieta, el estilo de vida,
la exposicién a antimicrobianos y otros factores ambientales. Ademads, diver-
sos estudios han demostrado que la microbiota intestinal de adultos puede
verse afectada por enfermedades, como la obesidad, la diabetes tipo 2 y las
enfermedades inflamatorias del intestino, lo que destaca la importancia de
mantener un equilibrio saludable en la microbiota intestinal a lo largo de la
vida (Dam y col., 2019).

La dieta se considera uno de los moduladores mds importantes de la
composicién de la microbiota intestinal (De Filipo y col., 2010). Se ha
evidenciado que las dietas industrializadas llevan a un predominio de
Bacteroidota, mientras que el consumo de fibra, frutas y verduras tiende a
aumentar los niveles de especies fermentativas como las del género Prevotella
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(Alvarez-Calatayud y col., 2018) y aumentar los niveles de accc (Cuervo y
col., 2013). El papel beneficioso de la dieta mediterrénea en la microbiota y la
salud humana es bien conocido (Jin y col., 2019) y varios estudios han
mostrado un aumento de bacterias beneficiosas y promocién de la produccién
de accc (De Filippis y col., 2016). Una alta adherencia a la dieta mediterrdnea
se asoci6 con niveles mds bajos de Escherichia coli y niveles més altos de
bifidobacterias y acetato (Mitsou y col., 2017). Otros estudios han mostrado
que los géneros Butyricimonas, Desulfovibrio y Oscillospira se asocian con
adultos con peso normal (IMc <25), y el género Catenibacterium prolifera con
un mayor cumplimiento de la dieta mediterrdnea (Garcia-Mantrana y col.,
2018).

Al igual que sucede en el caso de los nifios, variaciones en la ubicacién
geogrifica, etnia o estilo de vida también han demostrado modular la
microbiota de adultos (Yatsunenkko y col., 2012; Clemente y col., 2015; Gupta
y col., 2017). No podemos olvidar que existen otros factores en la edad adulta
que pueden modificar la microbiota intestinal, como el uso de antibidticos y
otros medicamentos (Vich Vila y col., 2020), problemas metabdlicos (Aron-
Wisnewsky y col., 2020), y también el estado de embarazo, o los cambios
hormonales (Fuhler, 2020). Ademds, dentro de la edad adulta y mds alld de la
presencia de enfermedades y trastornos que exceden el alcance de este capitulo,
se dan situaciones que desde el punto de vista fisiolégico, pese a producirse
en individuos sanos, resultan un tanto especiales y en las que la microbiota
intestinal se ve afectada. Estas incluyen los cambios durante la vida fértil de
la mujer y el envejecimiento, y se discuten a continuacién.

Microbiota intestinal durante el embarazo, lactancia y menopausia

Durante la edad adulta de las mujeres el embarazo, la lactancia y menopausia
son estados fisioldgicos en los que se producen importantes cambios biol6gi-
cos, hormonales y metabélicos que pueden repercutir en la microbiota. Asi
por ejemplo, estudios recientes han demostrado que durante el embarazo se
producen cambios en la composicién y diversidad de la microbiota materna,
tanto en la intestinal como en vaginal y oral (Koren y col., 2012; Fuhler, 2020).
En el tercer trimestre de embarazo se observa un aumento en los filos Pseudo-
monadota y Actinomycetota, fundamentalmente enterobacterias y bifidobac-
terias (Koren y col., 2012), que de hecho, como se ha visto en la seccién sobre
la microbiota intestinal infantil, son los filos predominantes en la microbiota
del nifio. La progesterona, la principal hormona del embarazo, afecta a la
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microbiota intestinal materna y favorece el crecimiento de varias especies del
género Bifidobacterium (Nuriel-Ohayon y col., 2019). El peso de la madre
antes del embarazo, asi como la ganancia de peso durante el mismo, también
se han relacionado con alteraciones en la microbiota intestinal materna
(Collado y col., 2008; Collado y col., 2012; Calatayud y col., 2019). Las muje-
res embarazadas obesas y con sobrepeso presentaban menores niveles de Bifi-
dobacterium spp. y Bacteroides spp., asi como mayor abundancia de entero-
bacterias (principalmente Escherichia coli) en comparacién con las mujeres de
peso normal. Estos cambios en la microbiota intestinal materna también se
han asociado a alteraciones en pardmetros bioquimicos como los niveles de
4cido félico, ferritina, transferrina y colesterol plasmdtico, y son de especial
importancia durante el embarazo para mantener el estado de salud materno
e infantil (Santacruz y col., 2010).

No existe mucha evidencia cientifica sobre los cambios en la microbiota en
la mujer durante la menopausia. La evidencia se centra, principalmente, en
los cambios en la microbiota vaginal (Oliveira y col.. 2022). Los cambios
hormonales, principalmente la disminucién de los estrégenos, modifica la
mucosa vaginal reflejdindose en cambios en su microbiota, principalmente
disminucién de lactobacilos y aumento de la diversidad bacteriana que repre-
sentan un mayor riesgo en sufrir infecciones vaginales y cistitis (Stapleton,
2016). En cuanto a la microbiota intestinal, algunos estudios han mostrado
cambios asociados a los cambios hormonales (estradiol y progesterona) (Peters
y col., 2022). Se ha mostrado un mayor nimero de Bacillota y un menor
namero de Bacteroidota en asociacién con un menor nivel de estrégenos cir-
culantes en mujeres menopdusicas, y también un ratio Bacillota-Bacteroidota
asociada al aumento de peso. Ademds, esta disbiosis se ha relacionado con
mayor inflamacién sistémica a través de deficiencias en la senalizacién de los
receptores tipo Toll-Like y la sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias
(Schreurs y col., 2021). Se han descrito cambios en la microbiota y el mico-
bioma en mujeres menopausicas con osteoporosis, observindose cambios en
alfa-diversidad y beta-diversidad (Wang y col., 2023). En la actualidad, la
investigacién sobre la menopausia y el microbioma intestinal se encuentra
todavia en una fase muy inicial y se necesitan muchos més estudios incluyendo
aquellos que investiguen de forma longitudinal la microbiota de la mujer
incluyendo su transicién menopdusica. En esta drea, se han investigado de
forma intensa el empleo de suplementos dietéticos principalmente fitoestré-
genos, incluyendo las isoflavonas, los cumestranos, los lignanos y los estilbe-
nos, procedentes de frutas, verduras, legumbres (soja) etc. y que presentan
una gran similitud con los estrégenos naturales. Ademds, modulan la micro-
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biota intestinal ( Leonardy col., 2022; Soukup y col., 2023) , beneficio poten-
cial para la salud de la mujer en este momento de la vida.

Microbiota intestinal en la tercera edad

En las personas de edad avanzada, la microbiota intestinal experimenta de
nuevo cambios, convirtiéndose la tercera edad en una etapa de la vida en la
que la microbiota vuelve a ser inestable y altamente influenciable por factores
ambientales, de una manera similar a la primera infancia (Salazar y col., 2014).
Ademds, el proceso de envejecimiento lleva inherente un declive en las fun-
ciones fisioldgicas, conocido como «senescencia», que comprende desregula-
cién metabdlica, dafios macromoleculares, problemas en la masticacién y
deglucién, cambios en la funcién inmune («inmunoscencia»), entre otros, que
conllevan a un estado de pro-inflamacién denominado «inflammagingy. Todas
estas alteraciones son las bases para el elevado riesgo de infecciones, enferme-
dades digestivas y seas, neurodegeneracién o declive cognitivo en las personas
ancianas (Salazar y col., 2020; Alvarado-Jasso y col., 2022).

Diferentes estudios poblacionales (Claesson y col., 2012; Salazar y col., 2013;
Salazar y col., 2019, Tuikhar y col., 2019) y numerosas revisiones recientes
(Badal y col., 20205 Salazar y col., 20205 Alvarado-Jasso y col., 2022; Gosh y
col., 2022) han descrito la composicién y caracteristicas funcionales de la
microbiota intestinal en las personas de edad avanzada. A pesar de la elevada
variabilidad inter-individual, propia de este tipo de estudios, y de las diferen-
tes metodologias utilizadas, los principales cambios en la microbiota intestinal
asociados al envejecimiento se pueden resumir en: una menor diversidad bac-
teriana, una disminucién de microorganismos beneficiosos y un aumento de
bacterias anaerdbicas facultativas como las enterobacterias y ciertos patogenos
oportunistas como Clostridioides difficile (Alvarado-Jasso y col., 2022). Tam-
bién se ha mostrado, de una manera consistente, una disminucién en grupos
bacterianos como las bifidobacterias, productores de butirato miembros del
grupo Clostridium X1va o microorganismos intestinales importantes, como
Faecalibacterium prausnitzii (Biagi y col., 20105 Jackson y col., 2016; Salazar y
col., 2019; Gosh y col., 2022). Por el contrario, un aumento en los niveles de
Escherichia, Eggerthella o Desulfovibrio fueron observados en la microbiota
anciana, al igual que un aumento consistente de los grupos, potencialmente
beneficiosos, Akkermansia o Christensenellaceae (Salazar y col., 2019; Badal y
col., 2020; Gosh y col., 2022). Sin embargo, los hallazgos con respecto al grupo
Bacteroides-Prevotella y los lactobacilos son inconsistentes (Salazar y col., 2017;
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Badal y col., 2020). Estas observaciones repetidas han permitido identificar
tres tipos de grupos taxondmicos asociados al envejecimiento (Gosh y col.,
2022). El grupo 1 engloba microorganismos que ven reducidas sus concentra-
ciones, como son Faecalibacterium, Roseburia, Coprococcus, Eubacterium rec-
tale, Bifidobacterium 'y Prevotella; el grupo 2 lo forman patégenos oportunistas/
patobiontes que se incrementan con la edad, como Eggerthella, Bilophila,
Desulfovibrio, Fusobacterium, Anaerotruncus, Streptococcus o Escherichia; y el
grupo 3, son microorganismos potencialmente beneficiosos para la salud, que
se han observado estar en mayores proporciones en las personas mds ancianas
(Akkermansia, Christensenellaceae, Odoribacter, Butyricimonas, Butyrivibrio,
Oscillospira), en comparacién con la poblacién adulta mas joven (Gosh y col.,
2022). Estos cambios en la composicién bacteriana conllevan cambios en la
produccién de los principales metabolitos, como son los accc. Un diferente
patrén en la produccién se ha visto entre ancianos y adultos. Las personas de
edad avanzada presentan una menor concentracién de AGGC y una mayor
concentraciéon de dcidos grasos de cadena ramificada (Rios-Covian y col.,
2020). Ademds, se ha observado una reduccién en el metabolismo sacarolitico
y un aumento del proteolitico en esta microbiota de edad avanzada, lo que
puede favorecer el crecimiento de patdgenos y el estado inflamatorio (Ram-
pelli y col., 2013).

Una subpoblacién de ancianos que ha sido objeto de diversos estudios en
los tltimos afios son los centenarios, que son considerados un modelo de
longevidad o envejecimiento saludable ya que estos individuos han llegado a
edades extremas de la vida retrasando enfermedades o afecciones propias del
envejecimiento. Estudios en poblaciones centenarias de diversos paises, a pesar
de la variabilidad interindividual, han observado unas tendencias de nuevo
bastante consistentes en la composicién de la microbiota intestinal. Se ha
observado un aumento de la diversidad, tanto bacteriana como del viroma
intestinal, respecto a los ancianos mds jévenes (Wu y col., 2019; Sato y col.,
2021; Sepp y col., 2022; Johansen y col., 2023) y un aumento de Akkermansia,
Bifidobacterium, Christensenellaceae, Methanobrevibacter smithii, Desulfovibrio
o Escherichia coli (Biagi y col., 2016; Odamaki y col., 2016; Tuikhar y col.,
2019; Wu y col., 2019). Por el contrario, diversos estudios han indicado una
menor concentracién de Faecalibacterium y Eubacterium rectale. Ademds, los
centenarios presentan una mayor capacidad metabdlica para la glicdlisis y la
fermentacién de AGcc y una menor capacidad para la degradacién de fibras
y galactosa (Kim y col., 2017, Wu y col., 2019). Asimismo, se ha observado
mayor metabolismo de xenobidticos (Rampelli y col., 2020), produccién de
4cidos biliares con capacidad anti-inflamatoria (Sato y col., 2021) y un mayor
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enriquecimiento en genes del metabolismo del sulfato (Johansen y col., 2023),
lo que puede dar, en conjunto, integridad a la mucosa intestinal y resistencia
a los patdgenos.

Estas observaciones indican que los cambios en el microbioma intestinal de
las personas muy ancianas son diferentes a los de las personas mayores mds
jovenes, lo que sugiere la presencia de un perfil especifico de microbiota en
estos individuos que puede tener un efecto protector al retrasar los cambios
fisioldgicos relacionados con la edad. Sin embargo, sin estudios longitudinales,
es dificil determinar si estas caracteristicas de las personas de edad extremada-
mente avanzada estdn relacionadas tinicamente con la edad o si ya estaban
presentes en los mismos individuos en edades mds jovenes, potencialmente
asociadas a su estilo de vida por lo que es necesario llevar a cabo estudios lon-
gitudinales que monitoreen la microbiota de las personas a lo largo de la tran-
sicién de la adultez a la vejez, asi como estudios transversales que comparen a
personas muy ancianas, como centenarios, con personas mayores mds jovenes.

Por otra parte, es importante sefialar que las modificaciones microbianas
asociadas al envejecimiento pueden tener consecuencias tanto beneficiosas
como perjudiciales. Los cambios no deseados incluyen una reduccién en la
diversidad microbiana, un cambio en las especies dominantes y una disminu-
cién en los niveles de microorganismos beneficiosos, asi como un aumento
de microorganismos potencialmente patégenos. Esta alteracién en la micro-
biota, junto con la disminucién concomitante en la funcién cognitiva e inmu-
noldgica de los ancianos, ha sido relacionada reiteradas veces con un aumento
en la fragilidad (Claesson y col., 2011; Jackson y col., 2016).

Ademis de los cambios naturales en la composicién y funcionalidad de la
microbiota intestinal que ocurren con el envejecimiento, diferentes factores
como infecciones, tratamientos farmacolégicos, actividad fisica, cambios en
la dieta e incluso, la institucionalizacién de los ancianos puede introducir
alteraciones significativas en la microbiota intestinal. El ejercicio fisico man-
tiene la salud y el bienestar del individuo, y es un factor prometedor para
modular la microbiota intestinal (Strasser y col., 2021). En la poblacién de la
tercera edad pocos estudios se han centrado en el impacto de la actividad fisica
sobre la microbiota intestinal pero los existentes han observado cambios sig-
nificativos en la composicién de la misma en aquellos ancianos que habian
llevado a cabo programas de ejercicio durante 5 o mds semanas (Aya y col.,
2023). Algunos cambios resenables fueron la reduccién significativa de C.
difficile o el incremento de Bacteroides en poblaciones de mds de 65 afios
(Taniguchi y col., 2018; Morita y col., 2019). En otro estudio se relacioné la
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disbiosis intestinal con la reduccién de la actividad fisica en pacientes ancianos
con hipertensiéon (Aya y col., 2023).

La importancia tanto de la dieta como del lugar de residencia en la com-
posicién de la microbiota intestinal de los ancianos fue puesta de manifiesto
por Claesson y col. (2012), observando claras diferencias entre los ancianos
que residian en sus casas y los que vivian en residencias de larga estancia. La
dieta sigue siendo un factor crucial para determinar la composicién de la
microbiota intestinal en las personas mayores. Al igual que en los adultos,
seguir un patrén de dieta mediterrdnea en las personas mayores se ha asociado
con niveles elevados de Accc, niveles reducidos de marcadores inflamatorios
(como 1L-8) y una correlacién positiva con microorganismos potencialmente
beneficiosos como FE prausnitzii (Gutierrez-Diaz y col., 2017). Por lo tanto,
incluso en la edad avanzada, la dieta sigue siendo un factor modificable impor-
tante que puede afectar la microbiota intestinal. Esto hace posible posible
fijarla como un objetivo a modular con el fin de promover un envejecimiento
saludable. Se han llevado a cabo diferentes estudios de intervencién, siendo
importante en esta poblacién entender que dichas intervenciones tienen que
ser abordadas desde una perspectiva global considerando tanto la microbiota
intestinal como el sistema inmune, las funciones fisiolégicas y cognitivas y las
deficiencias nutricionales que son frecuentes en este estadio de la vida (Alva-
rado-Jasso y col., 2022). Revisiones publicadas recientemente han mostrado
el efecto de mds de 5o intervenciones dietéticas en personas ancianas, tanto
con probidticos, prebidticos o modificaciones de la dieta (Alvarado-Jasso y
col., 2022; Gosh y col., 2022). La gran mayoria, ademds del estudio de la
microbiota, fijaban sus objetivos en mejorar la inflamacién asociada a esta
edad y el declive cognitivo.

Por lo tanto, la microbiota intestinal en esta tercera etapa de la vida sufre
cambios en su composicién y funcionalidad entre los que se destacan la pér-
dida de microorganismos potencialmente beneficiosos, la proliferacién de
otros potencialmente patdgenos y el incremento de un género beneficioso
para la salud como es Akkermansia. Esto marca objetivos definidos para inter-
venciones dirigidas a la microbiota intestinal. Ademds, debido a la fragilidad
existente, la disminucién de la reserva fisioldgica y esa tenue homeostasis
caracteristica del envejecimiento (Gosh y col., 2022), hacen que pequenas
mejoras en la microbiota intestinal puedan conllevar un gran impacto fun-
cional y en la salud del individuo. Por ejemplo, estudios tanto en animales
envejecidos de forma natural como en modelos de envejecimiento acelerado,
han demostrado que la administracién de A. muciniphila prolonga la esperanza
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de vida (Bdrcena y col., 2019; Cerro y col., 2022), lo que sugiere un papel
protector de este microorganismo frente al envejecimiento.
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Capitulo 3
La microbiota intestinal y su efecto en el tracto
respiratorio: el eje intestino—pulmon

Julio Villena y Mariano Elean

En la actualidad existen numerosos trabajos cientificos que han evidenciado
el importante papel que cumple la microbiota intestinal en la salud del hos-
pedador, influenciando los sistemas digestivo, metabélico, endocrino e inmu-
nolégico. Evidencia mds reciente ha demostrado también que la microbiota
alojada en el tracto gastrointestinal puede influir en la fisiologia de sitios
mucosos distantes como la del tracto respiratorio. La microbiota intestinal y
sus alteraciones pueden contribuir a mediano y largo plazo en el manteni-
miento de la salud respiratoria, asi como en el desarrollo y progresién de
enfermedades pulmonares.

El tracto respiratorio: generalidades, estructura y funciones

El tracto respiratorio es un sistema complejo disenado para facilitar el inter-
cambio de gases y la oxigenacién de la sangre, mientras forma una barrera
fisica e inmunoldgica entre el ambiente externo y el interior del organismo
(Mettelman y col., 2022). Anatémica y fisiolégicamente se divide en: a) el
tracto respiratorio superior, que incluye la cavidad nasal, la nasofaringe, la
faringe y la laringe, y b) el tracto respiratorio inferior constituido por las vias
conductoras (trdquea, bronquios, bronquiolos) y el parénquima pulmonar
(bronquiolos respiratorios y alveolos) (figura 1). Dentro del parénquima
pulmonar y extendiéndose desde los extremos de los bronquiolos se encuentran
los alvéolos, los cuales estdn conectados al lecho vascular mds grande del
cuerpo (Hewitt y Lloyd, 2021). Este tejido especializado es el sitio principal
de intercambio de oxigeno (0,) y diéxido de carbono (co,) entre el pulmén
y la sangre.

Cada drea del tracto respiratorio tiene una funcién especifica y esto estd
reflejado en la composicién celular de cada region. El epitelio de las vias res-
piratorias y los pulmones es un continuo fisico que forma una barrera y es la
interfase entre el lumen del espacio aéreo y el tejido respiratorio subepitelial.
En las vias aéreas, el epitelio es seudoestratificado, cilindrico, ciliado y estd
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constituido por multiples tipos de células (figura 1) que incluyen células madre
precursoras, células secretoras, células caliciformes y células ciliadas. Estudios
recientes del epitelio respiratorio empleando la tecnologia de «scRNA-seg» han
permitido describir ademds otros tipos celulares menos abundantes que inclu-
yen ionocitos, células en penacho o células tuft y células neuroendocrinas
(Mettelman y col., 2022). Una caracteristica importante del epitelio que reviste
la mucosa respiratoria es la capa delgada de moco que cubre su superficie
luminal. El moco, producido por las células secretoras y células caliciformes,
estd formado por un complejo de proteinas denominadas mucinas y agua, el
cual ademds contiene factores del complemento, péptidos antimicrobianos y
anticuerpos secretores. Las células multiciliadas transportan las particulas
inhaladas que se depositan en la superficie mucosa y son atrapadas por el
moco, fuera de las vias respiratorias de manera retrégrada (Zepp y Morrisey,
2019). Este movimiento mucociliar, junto con los factores antimicrobianos
producidos por las células epiteliales constituyen la principal barrera para la
colonizacién de microorganismos en la superficie de la mucosa respiratoria.

PULMONES VIAS AEREAS
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Figura 1. Estructura del tracto
respiratorio

48



Ademds del epitelio seudoestratificado, las vias respiratorias presentan
estructuras conocidas como glindulas submucosas, que son invaginaciones
tubulo-acinares situadas a lo largo de las vias respiratorias cartilaginosas en el
sistema respiratorio humano (Zepp y Morrisey, 2019). Dichas gldndulas estén
constituidas por conductos colectores, conductos ciliados, células mioepite-
liales y acinos glandulares con células serosas y células productoras de moco
(figura 1). De este modo, las glindulas submucosas del tracto respiratorio
refuerzan la produccién de moco protector.

Por otro lado, los alvéolos son distintos a las vias aéreas en estructura y
desarrollo. Los dos principales tipos epiteliales dentro de los alvéolos son las
células epiteliales alveolares de tipo 1y 11, también conocidas como neumo-
citos tipo 1y 11 (figura 1). Los neumocitos de tipo 1 son células aplanadas,
comprenden mds del 95 % de la superficie de los alveolos y estdn intimamente
asociadas con el endotelio subyacente. En los alvéolos pulmonares, el inter-
cambio de gases estd mediado por equilibrios de presion a través de los neu-
mocitos tipo 1y las células endoteliales que constituyen la barrera alveolo-ca-
pilar, de aproximadamente 3 micrémetros de espesor (figura 2). Los
neumocitos tipo 11 son cuboidales y producen el surfactante que reduce la
tension superficial para evitar el colapso alveolar durante la respiracién (Zepp
y Morrisey, 2019).
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Figura 2. Barrera alveolo-capilar en la
salud y en enfermedades inflamatorias
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El tracto respiratorio posee asociada una compleja red de células inmuno-
légicas que en su conjunto constituyen el sistema inmune respiratorio. En el
tejido respiratorio se pueden encontrar células presentadoras de antigeno como
macréfagos y células dendriticas (Dcs). Se ha descripto en ratones que las bcs
pulmonares se pueden agrupar en dos poblaciones principales: Dcs conven-

hiMuc-11" y pes plasmocitoides que son cp1ic™B220".

cionales que son cp1IC
Ademds, las Dcs convencionales se pueden dividir en bcs cpib’cpios” y
cp1ib cp103’. Ambas poblaciones de Dcs tienen ubicaciones diferentes den-
tro del tejido respiratorio (figura 1). Las pcs cpib* se localizan en el tejido
submucoso mientras que las Dcs cD103" estdn ubicadas en la ldmina basal y
son capaces de extender las dendritas en la luz de las vias respiratorias, lo que
les permite tomar muestras de microorganismos del espacio aéreo (Holt y col.,
2008). El tejido respiratorio también cuenta con macréfagos localizados en la
submucosa de las vias conductoras, asi como en el tejido intersticial pulmonar.
Ademds, posee una poblacién tnica de macréfagos localizados en el espacio
aéreo de los alveolos los cuales se denominan macréfagos alveolares (figura 1)
(Aegerter y col., 2022). A lo largo de las vias aéreas se pueden encontrar tam-
bién linfocitos B y células plasmaticas, las cuales cumplen con la funcién de
producir inmunoglobulina a (IgA) secretora, la cual es transportada desde la
zona subepitelial hacia la superficie apical de las células epiteliales de las vias
respiratorias a través del receptor polimérico de inmunoglobulina (pIgR). La
IgA secretora previene la adherencia de microorganismos aerotransportados
en un proceso llamado «exclusién inmune» (Holt y col., 2008). La mucosa
respiratoria ademds posee células linfoides innatas (cLis) (figura 1), las cuales
se clasifican en CLIsI, CLIs2 y CLIs3, que se consideran las contrapartes innatas
de las células T colaboradoras de tipo 1 (Thr), 2 (Th2) y 17 (Th17), respectiva-
mente (Weinstock y col., 2021). Se ha demostrado que en la mucosa intestinal
las cL1s3 estdn involucradas no solo en la defensa contra patdgenos bacterianos,
sino también en la interaccién con la microbiota comensal. Las bacterias
comensales penetran periédicamente en la barrera mucosa, y la produccién
de interleuquina (1L)-22 por parte de las cL1s3 es crucial para contener la
diseminacién bacteriana comensal a través de la induccién de péptidos anti-
microbianos como Regi11B, Regity y péptidos de la familia s1oo en las célu-
las epiteliales intestinales (Beck y col., 2020). Se ha postulado que mecanismos
similares existirian en la mucosa respiratoria. La actividad fagocitica, la exclu-
sién mediada por IgA y las funciones de las cLis refuerzan al movimiento
mucociliar y a los factores antimicrobianos y le permiten al tejido respiratorio
controlar la colonizacién y crecimiento de microorganismos sin generar res-
puestas inflamatorias que podrian dafarlo (Weinstock y col., 2021).
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Las funciones inmunoldgicas apropiadas de las vias respiratorias y del parén-
quima pulmonar estdn estrictamente asociadas con la salud humana, ya que
el intercambio de 0, y co, es necesario para mantener la funcionalidad de cada
una de las células del organismo. De este modo, la mucosa respiratoria ha
desarrollado mecanismos para mantener un cuidadoso equilibrio entre las
respuestas inmunoldgicas contra agentes extranos y la funcién pulmonar (Met-
telman y col., 2022). Mantener la estructura y funcionalidad de la barrera
alveolo-capilar durante los insultos externos como lesiones fisicoquimicas o
infecciones es de primordial importancia para la supervivencia del huésped
(Zepp y Morrisey, 2019; Aegerter y col., 2022). Los cambios en la barrera
alveolo-capilar tales como su engrosamiento por acumulacién de fluidos en
los espacios intersticiales, la acumulacién de moco en el espacio alveolar o la
infiltracién de células inflamatorias pueden conducir a la pérdida de oxigena-
cién de la sangre y a la acumulacién de co, (Hewitt y Lloyd, 2021) (figura 2).
Las respuestas desreguladas del sistema inmunoldgico en el tracto respiratorio
pueden conducir o contribuir a enfermedades como el asma o enfermedades
pulmonares crénicas. Ademds, la mucosa respiratoria es susceptible a nume-
rosos agentes infecciosos incluyendo patégenos respiratorios virales, bacteria-
nos y flngicos, los cuales pueden usar el microambiente del tracto respiratorio
para su replicacién causando dafo directo y desencadenando dano tisular
indirecto a través de la respuesta inflamatoria (Mettelman y col., 2022). Por
ello se considera que tanto las respuestas inmunitarias innatas como adapta-
tivas del tracto respiratorio estdn estrechamente asociadas al desarrollo, pro-
gresion y/o severidad de las enfermedades respiratorias de mayor incidencia.

Las respuestas inmunoloégicas en el tracto respiratorio

A pesar de compartir el mismo origen embriolégico que la mucosa intestinal,
la actividad inmunolégica en la mucosa de las vias respiratorias es necesaria-
mente distinta y estd condicionada por diferencias en factores ambientales
tales como los gradientes de temperatura y el flujo bidireccional de aire, asi
como por las comunidades microbianas residentes y los antigenos aerotrans-
portados (Huffnagle y col., 2017).

En la actualidad estd ampliamente aceptado que las células epiteliales que
recubren las vias respiratorias no son solo una barrera fisico-quimica entre el
ambiente externo y el tejido subepitelial, sino que estdn capacitadas para
responder a microorganismos y estimulos nocivos que superan la barrera
mucociliar. Estas células pueden interactuar con las células del sistema inmu-
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nitario para mantener la homeostasis o gatillar respuestas inmunolégicas
cuando es necesario (Hewitt y Lloyd, 2021). Las células epiteliales respiratorias
expresan receptores de reconocimiento de patrones (RRPs), tales como los
receptores tipo Toll (TLR), que rdpidamente detectan e inician respuestas
inmunolégicas frente a amenazas microbianas. Los RRPs permiten la deteccién
de patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs) activando vias
de sefalizacién que inducen la expresién de diversos factores inmunoldgicos.
Esto permite a las células epiteliales respiratorias producir interferones (1FNs),
citoquinas y quimioquinas que median el reclutamiento y activacién de célu-
las inmunitarias como células Nk, macréfagos, DCs y linfocitos T y 8 (Huff-
nagle y col., 2017; Hewitt y Lloyd, 2021). Los microorganismos también pue-
den ser detectados por las Dcs respiratorias dando como resultado la activacion
y maduracién de dichas células presentadoras de antigenos. Las DCs respira-
torias que han fagocitado antigenos maduran y migran a los ganglios linfdti-
cos que drenan los pulmones, donde presentan los antigenos y activan a lin-
focitos T especificos. Este proceso culmina con la generacion de células Ty B
antigeno especificas que median la inmunidad adaptativa celular y humoral,
respectivamente (Holt y col., 2008).

En los alveolos pulmonares, los neumocitos de tipo 1y 11 también son
capaces de mediar la interaccién RRPs-MAMPsS e iniciar respuestas inmunol4-
gicas, aunque solo lo hacen cuando es estrictamente necesario (Huffnagle y
col., 2017; Hewitt y Lloyd, 2021). Los macréfagos alveolares constituyen la
primera linea de defensa en los alvéolos, mientras que los macréfagos inters-
ticiales pulmonares actdan como guardianes de la vasculatura y el intersticio
pulmonar (Aegerter y col., 2022). Como macréfagos especificos de tejido, los
macréfagos alveolares muestran un fenotipo tinico y sus caracteristicas trans-
cripcionales estdn dictadas por el entorno pulmonar. Estos macréfagos habi-
tan en el lado luminal de los alveolos y estin rodeados por los neumocitos de
tipo 1y 11, células endoteliales capilares y fibroblastos intersticiales, los cuales
proporcionan sefiales que le confieren caracteristicas distintivas que no poseen
otros macréfagos, incluidos los macréfagos intersticiales del pulmén (Aeger-
ter y col., 2022). Los macréfagos alveolares se adhieren y, a menudo, se arras-
tran firmemente adheridos al lado luminal de las células epiteliales alveolares.
Solo uno de cada tres alvéolos contiene un macréfago alveolar en un momento
determinado. Sin embargo, estos macréfagos pueden migrar de un alvéolo a
otro a través de poros de Kohn guiados por el componente csa del sistema
del complemento, el cual se produce en presencia de microorganismos (Neu-
pane y col., 2020). De este modo, los macréfagos alveolares patrullan conti-
nuamente los espacios alveolares capturando, fagocitando y neutralizando un
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gran nimero de microorganismos y particulas inhaladas. Esta vigilancia inmu-
nolégica se realiza de forma «silenciosa», es decir, sin desencadenar el recluta-
miento de células inflamatorias adicionales, lo cual podria danar los delicados
alvéolos (Aegerter y col., 2022). En el curso de las infecciones respiratorias
virales, bacterianas o fingicas, el microambiente de los macréfagos alveolares
se torna inflamatorio. El proceso infeccioso y la produccién de mediadores
inflamatorios modifican las interacciones moleculares entre las células epite-
liales y los macréfagos alveolares, haciendo que se pierdan los mecanismos
que evitan la generacién de respuestas inflamatorias. De este modo, los macré-
fagos alveolares incrementan significativamente su capacidad para fagocitar y
producir mediadores que inducen el reclutamiento y activacién de otras célu-
las inmunes que participan en la respuesta a los patégenos (Huffnagle y col.,
2017; Hewitt y Lloyd, 2021). Por otro lado, los macréfagos intersticiales son
considerados como una segunda linea de defensa contra los microorganismos
patégenos que han logrado evadir la actividad fagocitica de los macréfagos
alveolares y han cruzado la barrera alveolo-capilar. Los macréfagos intersticia-
les presentan caracteristicas tipicas de macréfagos de otras regiones del orga-
nismo, con una alta capacidad para generar y mediar respuestas inflamatorias
(Aegerter y col., 2022).

La respuesta inmune del huésped no solo brinda mecanismos protectores
contra la replicacién de patégenos en el tracto respiratorio, sino que también
puede producir cambios inmunopatoldgicos que agravan la severidad de las
infecciones. Cuando los patégenos superan las barreras homeostdticas del
tejido respiratorio, se producen numerosos mediadores proinflamatorios por
parte de las células epiteliales y células presentadoras de antigenos que inclu-
yen TNF-@, IL-10/pB, IL-6, IEN-a/B, IL-17, IL-8/CXCL8, 1P-10/CXCL10, MCP-1/
CCL2, MIP-10/CCL3, MIP-1B/CCL4, RANTES/CCLS, los cuales son los respon-
sables del reclutamiento y activacién de las células inmunes (Huffnagle y col.,
2017; Hewitt y Lloyd, 2021). Los neutréfilos y monocitos reclutados, aunque
son necesarios para la eliminacién de los patégenos, también son notables por
su papel en la promocién del dafio al tejido pulmonar. De hecho, se ha
demostrado que la acumulacién excesiva de neutréfilos y células inflamatorias
mononucleares en el tracto respiratorio se correlaciona fuertemente con la
patologia pulmonar en casos graves de infecciones respiratorias o las exacer-
baciones del asma o la enfermedad pulmonar obstructiva crénica. La funcio-
nalidad de la barrera alveolo-capilar también se ve comprometida durante las
respuestas inflamatorias por la activacién del sistema hemostdtico que conduce
a cambios en las células endoteliales, reclutamiento de plaquetas y activacién
del sistema de la coagulacién (Zelaya y col., 2016) (figura 2).
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De este modo, la resistencia contra microorganismos patdgenos y antigenos
extrafios en el tracto respiratorio requiere la eliminacién efectiva de los mismos
acompafada de una regulacién eficiente de las respuestas inmunoldgicas para
reducir las lesiones asociadas a la inmunopatologfa, asi como de la puesta en
marcha de los mecanismos de reparacién celular y tisular necesarios para la res-
tauracion de la funcién y la estructura pulmonar normal (Hewitt y Lloyd, 2021).

Efecto de la microbiota intestinal sobre la inmunidad respiratoria

Los efectos beneficiosos de la microbiota intestinal en la inmunidad local y
en la resistencia a patégenos gastrointestinales han sido ampliamente docu-
mentados. Recientemente se ha reportado un papel importante de la micro-
biota intestinal en el mantenimiento homeostdtico de la inmunidad respira-
toria, asi como en las respuestas inducidas por el ataque de microorganismos
patdgenos (Ichinohe y col., 2011; Abt y col., 2012; Bradley y col., 2019; Villena
y col., 20205 Villena y col., 2021; Erttmann y col., 2022). La mayoria de los
estudios demostraron un impacto significativo de la microbiota intestinal en
los mecanismos de defensa antivirales innatos de la mucosa respiratoria a
través de su influencia en: a) las células epiteliales respiratorias, b) las pcs
respiratorias y ¢) los macréfagos pulmonares. Los reportes mostraron que la
microbiota intestinal, a través de su influencia sobre la inmunidad innata,
también modifica las respuestas inmunes adaptativas tanto humoral como
celular en la mucosa respiratoria (figura 3). La influencia de la microbiota
intestinal en la respuesta inmunitaria antiviral mediada por células epiteliales
respiratorias se demostré mediante experimentos con quimeras de médula
6sea, que identificaron las células epiteliales respiratorias como claves en la
inmunidad antiviral temprana y su interaccién con las células inmunitarias
como importantes para la resistencia antiviral tardia (Bradley y col., 2019). Se
demostré que la microbiota intestinal influye en la expresion superficial del
receptor de los 1ENs de tipo I (IENAR) en las células epiteliales respiratorias,
las cuales son capaces de responder mds eficientemente al ataque de los virus
respiratorios con mayor produccion de 1FN-a, IEN-B y factores antivirales.
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Figura 3. Mecanismos empleados
por la microbiota intestinal para modular
la inmunidad respiratoria

Por otro lado, también se probé la influencia de la microbiota intestinal en
la respuesta inmune antiviral mediada por pcs (Ichinohe y col., 2011). Se
observé que la microbiota intestinal, en particular las poblaciones de bacterias
Gram positivas, influencian la distribucién y activacién normal de las pcs
respiratorias en condiciones basales. La expresién de pro-1L-1B, pro-1L-18 y
NLRP3 en la mucosa respiratoria normal depende de una microbiota intestinal
intacta, asi como la activacién del inflamasoma y la maduracién y migracién
de las Dcs desde el pulmdn hasta los ganglio linfiticos luego del desafio con
virus respiratorios. Este efecto de la microbiota intestinal sobre las Dcs es
importante para la activacién eficiente de las células T cp8" y cp4" virus
especificas, asi como para la expansién de las células B y la produccién de
anticuerpos (Ichinohe y col., 2011). También se ha comprobado el efecto de
la microbiota intestinal sobre la respuesta inmune antiviral mediada por
macréfagos (Abt y col., 2012). La microbiota intestinal estd involucrada en el
mantenimiento de la capacidad de los macréfagos pulmonares para producir
IFNs de tipo 1y factores antivirales, incluidos Irf7, Mx1 y Oas1 que limitan la
replicacién de virus respiratorios. Ademds, la microbiota intestinal influye
positivamente en la capacidad de los macréfagos pulmonares para respaldar
la generacién de respuestas humorales y celulares especificas de virus en el
tracto respiratorio. La alteracién o eliminacién de la microbiota induce a los
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macréfagos respiratorios a expresar menores niveles de las moléculas co-esti-
muladoras MHC-1 y cD86, involucradas en la presentacién antigénica. Esta
alteracién de la funcionalidad de los macréfagos se vio traducida en un niimero
reducido de células T cD8" virus especificas, asi como una capacidad reducida
de las mismas para producir IEN-y, TNE-a, IL-2 y MIP-10 (Abt y col., 2012).

Los estudios mencionados demostraron que las sefiales proporcionadas por
la microbiota intestinal actiian a multiples niveles en la mucosa respiratoria
estimulando un estado antiviral en células no inmunes e inmunes innatas que
permitirfa un control eficiente de la replicacién viral durante las primeras
etapas de la infeccién. La respuesta inmunitaria antiviral innata respiratoria
mejorada potenciaria la funcionalidad de las células inmunitarias, lo que con-
ducirfa a respuestas inmunitarias adaptativas humorales y celulares mejoradas
mds adelante en el curso de la infeccién viral (figura 3). Aunque estos efectos
de la microbiota intestinal han sido documentados para la infeccién por el
virus influenza (1¢v) (Ichinohe y col., 2011; Abt y col., 2012; Bradley y col.,
2019), se debe considerar que los mecanismos celulares y moleculares involu-
crados en la respuesta inmune antiviral innata no son especificos de virus, sino
que son similares para todos los virus respiratorios. Entonces, es posible supo-
ner que los microorganismos beneficiosos en el tracto intestinal también pue-
den influir favorablemente en las respuestas inmunitarias innatas contra otros
virus respiratorios. En este sentido, se demostré que una dieta rica en fibra
mejoraba la produccién de acetato por parte de la microbiota intestinal de
ratones y que este producto metabdlico modulaba la actividad del 1FN-B en
el tracto respiratorio aumentando la expresién de factores antivirales (Antunes
y col., 2019). Los cambios inmunolégicos inducidos en el tracto respiratorio
por el tratamiento dietético aumentaron significativamente la resistencia al
desafio con el virus sincitial respiratorio (RsV).

También se ha asociado a la microbiota intestinal con la inmunidad respi-
ratoria antibacteriana (Schuijt y col., 2016; Gray y col., 2017; Wang y col.,
2018). Se ha reportado que la exposicién de ratones recién nacidos a bacterias
comensales inmediatamente después del nacimiento es necesaria para una
defensa apropiada contra la neumonia producida por Streptococcus pneumoniae
(Gray y col., 2017). La alteracién de la colonizacién posnatal de la mucosa
intestinal por bacterias comensales resulté en una marcada disminucién del
nimero de cLIs3 1L-22" en los pulmones. La influencia de la microbiota
intestinal en la resistencia a la infeccién por S. pneumoniae también ha sido
asociada a cambios en la funcionalidad de los macréfagos alveolares. La eli-
minacién de la microbiota intestinal produjo alteraciones transcripcionales
en los macréfagos alveolares caracterizadas por alteraciones metabdlicas, menor
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capacidad para producir citoquinas y reduccién de su actividad fagocitica
frente al neumococo. El trasplante de microbiota fecal restauré la actividad
normal de las células fagociticas (Schuijt y col., 2016). Por otro lado, se ha
descripto que la microbiota intestinal, y en particular las bacterias filamento-
sas segmentadas, son de importancia para una apropiada defensa contra la
infeccién respiratoria producida por S. pneumoniae (Felix y col., 2018) o Sta-
phylococcus aureus (Gauguet y col., 2015). Los animales de experimentacién
que carecian de bacterias filamentosas segmentadas desarrollaron una neumo-
nia por S. aureus més grave que los ratones con microbiota intestinal normal,
caracterizada por mayores niveles de colonizacién del patégeno, inflamacién
pulmonar y mortalidad mds elevada. Esta diferencia estuvo asociada a niveles
distintos de efectores inmunitarios de la respuesta Thr7 (1L-22 e 1L-17) en el
pulmén, los cuales fueron mds altos en los hospedadores con bacterias fila-
mentosas segmentadas. Se demostré que la microbiota intestinal puede mejo-
rar las defensas respiratorias a través de la sefializacién del factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-csk), que estimula macréfagos
alveolares y promueve la destruccién y eliminacién de patégenos como S.
pneumoniae'y Klebsiella pneumoniae (Brown y col., 2017).

Se han podido realizar algunos avances para determinar la naturaleza de las
senales utilizadas por la microbiota intestinal para modular la inmunidad
respiratoria, aunque ain queda mucho por investigar al respecto. Se han
propuesto cinco mecanismos probables, que no son mutuamente excluyentes,
para explicar el efecto de la microbiota intestinal sobre la inmunidad respira-
toria (figura 3). La existencia del denominado Sistema Inmune Comtn de
Mucosas implica que las células inmunes activadas en un tejido mucoso pue-
den movilizarse y alcanzar sitios mucosos distantes donde pueden influir en
las respuestas inmunitarias. De este modo, la movilizacién de cLis y células
By T desde la mucosa intestinal hacia el tracto respiratorio podria estar invo-
lucrada en los efectos beneficiosos que ejerce la microbiota intestinal (Villena
y col., 2020; Villena y col., 2021). Por ejemplo, la movilizacién de células
plasmdticas productoras de IgA desde el intestino al tracto respiratorio podria
potenciar la exclusién inmune mediada por IgA secretora previniendo la adhe-
rencia de microorganismos patdgenos. Otro ejemplo de esta movilizacién de
células se obtuvo al realizar experimentos en los que se conectd la circulacién
de dos ratones y se demostr6 que las cLIs2 intestinales activadas en un ratén
mediante la administracién de 1L-25 se movilizaron y poblaron los pulmones
de ambos ratones (Huang y col., 2018). Este fenémeno depende de la micro-
biota, ya que no fue tan pronunciado en animales mantenidos con antibiéti-
cos después de la cirugia. Se ha demostrado ademds que la deteccién de bac-
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terias comensales por parte de las Dcs cp103°cD11b" intestinales es necesaria
para estimular a las cL1s3 para que produzcan 1L-22 y migren a los pulmones
(Gray y col., 2017). También se plante6 la hipétesis de que los factores inmu-
nolégicos como IENs, citoquinas y factores de crecimiento producidos en la
mucosa intestinal en respuesta a la estimulacién de la microbiota, pueden
liberarse a la sangre y actuar sistémicamente o en otros tejidos mucosos (Brown
y col., 2017; Zhang y col., 2020; Villena y col., 2020). Por otro lado, existe
evidencia de que algunos MaMPs derivados de la microbiota intestinal pueden
ser absorbidos y transportados a sitios extraintestinales donde estimulan RRPs
expresados en células inmunes y no inmunes e influyen de este modo en las
respuestas inmunes (Macpherson y Uhr, 2004; Clarke y col., 2010). Se ha
demostrado por ejemplo que el peptidoglicano derivado de la microbiota
intestinal puede translocarse a la circulaciéon sanguinea y ser detectado por su
receptor NOD1 expresado en neutrdfilos mejorando la inmunidad innata sis-
témica. Se ha observado también que algunos metabolitos microbianos que
se absorben en el intestino pueden inducir una modulacién diferencial de las
respuestas inmunes respiratorias. Este efecto se ha denominado «reprograma-
cién metabdlica» e implica que metabolitos como los 4cidos grasos de cadena
corta (Trompette y col., 2014), la desaminotirosina (Steed y col., 2017) y el
dcido docosahexanoico (Fonseca y col., 2017) puede llegar a las células inmu-
nes innatas en el tracto respiratorio, inducir su reprogramacién y mejorar sus
respuestas a las infecciones. Recientemente se ha demostrado que las bacterias
de la microbiota intestinal pueden producir y liberar vesiculas de membranas
conteniendo ADN bacteriano, las cuales pueden volcarse al torrente sanguineo
y activar a las células inmunes extraintestinales a través del eje cGas-STING-
1FN-1 (Erttmann y col., 2022). El estudio encontré que en los animales de
experimentacion el suero sanguineo contenfa vesiculas de membranas con
ADN bacteriano proveniente de varios filos bacterianos, incluidos Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria y Actinobacteriota. Los datos obtenidos respaldan
el papel de las vesiculas de membranas bacterianas como dispositivos de comu-
nicacién intercelular, que permiten que la microbiota intestinal transfiera su
estimulo a través de las barreras fisioldgicas del hospedador y pueda mediar
la activacién de células inmunes e incrementar la proteccién contra patdgenos
fuera del intestino (Erttmann y col., 2022).

Es importante mencionar que, en los estudios con ratones libres de gérme-
nes o tratados con antibidticos, cuando se produjo la recolonizacién con
bacterias fue posible restaurar la inmunidad respiratoria a la normalidad (Ichi-
nohe y col., 20115 Abt y col., 2012; Gray y col., 2017; Bradley y col., 2019).
Ademis, se demostré que no todas las bacterias comensales intestinales pueden
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contribuir por igual a la inmunocompetencia en el tracto respiratorio (Ichi-
nohe y col., 2011). Estos hallazgos han abierto la posibilidad de explorar cepas
particulares de bacterias beneficiosas para aumentar las defensas en el tracto
respiratorio. En este sentido, algunas cepas de microorganismos de origen
alimentario o aisladas de la microbiota intestinal han sido probadas en sus
capacidades para mejorar la resistencia a infecciones respiratorias cuando son
administradas por via oral (Villena y col., 2020; Villena y col., 2021).

Probioticos con efectos beneficiosos en la salud respiratoria

Microorganismos de la microbiota intestinal como potenciadores
de las defensas respiratorias

Uno de los microorganismos mds conocidos aislados de la microbiota intes-
tinal humana es la cepa Lacticaseibacillus casei Shirota. Se ha reportado que la
administracién oral de esta cepa probidtica es capaz de mejorar la respuesta
inmune celular contra el 1Fv tanto en ratones infantes (Yasui y col., 2004)
como ancianos (Hori y col., 2002). L. casei Shirota induce un aumento de la
actividad de las células Nk a nivel sistémico y respiratorio y ademds mejora la
produccién de 1EN-y y TNE-a por los linfocitos pulmonares. Efectos similares
se describieron para los lactobacilos aislados de intestino humano Lactobacillus
gasseri TMCO356 y Lacticaseibacillus rhamnosus G (Kawase y col., 2010). Los
microorganismos provenientes de la microbiota intestinal no solo pueden
mejorar la inmunidad celular sino también la humoral. Se ha reportado que
la administracién oral de Bifidobacterium breve Y1T 4064, aislada de las heces
de un lactante sano alimentado con leche materna, mejoré la produccién de
anticuerpos IgG anti-1Fv en suero de ratones infectados con 1¢v (Yasui y col.,
1999). La cepa Y1T4064 redujo los titulos virales, mejor la tasa de supervi-
vencia y disminuyd la gravedad de los sintomas asociados con la infeccién por
1Fv. Ademds de los estudios en animales de experimentacién, un niimero
creciente de estudios han examinado el efecto de intervenciones nutricionales
probidticas sobre la incidencia, la duracién y gravedad de las infecciones res-
piratorias en humanos. Varios ensayos clinicos, revisiones sistemdticas y meta-
ndlisis han sugerido que los probidticos pueden ser efectivos para mejorar la
resistencia de nifios, adultos e incluso ancianos contra infecciones respiratorias
como el resfriado comun e infecciones por 1Fv. En este sentido, un metand-
lisis de cuatro ensayos clinicos en los que participaron 1800 nifios demostr6
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que la administracién de L. rhamnosus GG redujo la incidencia de otitis media
aguda, el riesgo de infecciones de las vias respiratorias superiores y los dias de
tratamientos con antibiéticos (Liu y col., 2013). Hallazgos similares se han
descripto en adultos. La intervencién nutricional con la cepa L. casei Shirota
fue capaz de disminuir el nimero de episodios infecciosos respiratorios y los
dias con sintomas en las personas infectadas (Shida y col., 2017).

Algunas cepas de lactobacilos y bifidobacterias aisladas de la microbiota intes-
tinal son capaces de mejorar las defensas respiratorias contra patégenos intesti-
nales. La Bifidobacterium longum s'*, aislada de heces de un nifio sano, fue capaz
de reforzar la inmunidad pulmonar protegiendo contra la infeccién por K.
pneumoniae en un modelo murino (Vieira y col., 2015). El tratamiento con B.
longum 5" indujo una resolucién mds rdpida de la inflamacién asociada con
una mayor produccién de 1L-10 y disminuyé el dafio pulmonar con una reduc-
ci6n significativa de la carga bacteriana que contribuyd a rescatar al 100 % de
los ratones de la muerte. L. casei c431, el cual se aislé de una muestra fecal de
un lactante sano, es eficiente para mejorar la resistencia a la infeccién respirato-
ria por S. pneumoniae tanto en ratones inmunocompetentes (Racedo y col.,
2006) como en inmunocomprometidos por desnutricién (Villena y col., 2005).

Recientemente se ha propuesto el empleo como probidticos, para mejorar
las defensas respiratorias, a cepas pertenecientes a otras especies de microor-
ganismos menos convencionales usualmente presentes en la microbiota intes-
tinal, entre las que se destacan cepas de Clostridium butyricumy Akkermansia
muciniphila. La bacteria aislada de heces de una persona sana Clostridium
butyricum MIYAIRI 588 (CBM 588) (Stoeva y col., 2021), fue la primera cepa
de esta especie en ser comercializada como un probiético anti-diarrea y que
se destaca por su capacidad de producir grandes cantidades de dcido butirico.
En estudios in vivo se observé que la administracién oral de esta bacteria
reducia la inflamacién de las vias aéreas en modelos de alergia inducida por
ovoalbimina y en la respuesta exacerbada al Rsv por el uso de estreptomicina
(Juan y col., 20175 Zhu y col., 2021). Se pudo relacionar la modulacién de la
respuesta inflamatoria con el incremento en la produccién de dcidos grasos
de cadena corta, principalmente butirato a nivel intestinal, el cual pasé al
torrente sanguineo e inhibié en pulmén las vias NE-kB, p38, y ERK1. En un
estudio clinico en 118 pacientes con cdncer de pulmén se vio una mayor
supervivencia y mejor respuesta inmunitaria en el grupo que recibié la cepa
MIYAIRI §88 (Tomita y col., 2020). Sin embargo, hasta la fecha no hay estudios
clinicos que reporten beneficios del consumo de cepas de C. butyricum en la
prevencién o resolucién de infecciones bacterianas o virales. Por otro lado, en
los dltimos afos diferentes estudios han relacionado la disminucién de la
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abundancia de A. muciniphila en la microbiota intestinal con la aparicién y
el desarrollo de enfermedades no sélo en el sistema digestivo (Qu y col., 2021;
Shang y col. 2021) sino también en los sistemas nervioso (Harach y col. 2017),
musculoesquelético (Stoll y col., 2019) y respiratorio (Demirci y col. 2019;
Michalovich y col., 2019). A nivel respiratorio, abundancias menores de A.
muciniphila se han asociado a una mayor gravedad del asma (Michalovich y
col., 2019). Los estudios iz vivo en modelos murinos muestran que la admi-
nistracion de A. muciniphila reduce significativamente la hiperreactividad y
la inflamacién de las vias respiratorias en modelos de alergia. La administracién
de A. muciniphila disminuyé significativamente la cantidad de eosinéfilos en
el lavado bronco-alveolar y de células T cp4 1ENY*, mientras que aument6 la
cantidad de linfocitos 1L-10"Foxp3* (Demirci y col. 2019). En base a esto se
ha propuesto el uso de suplementos dietarios que incrementen de manera
directa o indirecta la abundancia A. muciniphila con el objeto de inhibir o
incluso revertir la progresién de algunas enfermedades, incluyendo patologias
respiratorias (Kriebs A., 2019; Ondee y col., 2021).

Microorganismos de alimentos como potenciadores
de las defensas respiratorias

Algunos microorganismos inmunomoduladores asilados de alimentos también
han mostrado la capacidad para mejorar las defensas en el tracto respiratorio.
Se ha reportado que la administracién oral de cepas de lactobacilos como
Lactiplantibacillus pentosus b240 aislado de hojas de té fermentadas (Kobayashi
y col., 2011) o Levilactobacillus brevis k8290 aislado de vegetales fermentados
(Waki y col., 2014) es capaz de mejorar los niveles de IgA respiratoria e IgG
en suero antigeno especificas en ratones desafiados con 1Fv. La mejora en la
respuesta inmune humoral inducida por estas cepas se correlacioné con una
reduccién significativa de los titulos virales, de la pérdida de peso corporal y
con la preservacién en funcionalidad pulmonar durante la infeccién con 1Ev.
También se ha descripto la capacidad de microorganismos provenientes de
alimentos para mejorar la respuesta celular en el tracto respiratorio. L. plan-
tarum o6cc2, aislado de productos ldcteos originarios de Mongolia, mejora
la actividad de las células Nx y los linfocitos Thi, disminuyendo los titulos de
IFV y los cambios patoldgicos inducidos por el virus en el tejido pulmonar
(Takeda y col., 2011). El efecto de microorganismos inmunomoduladores en
las defensas respiratorias contra 1Fv en humanos se han centrado principal-
mente en sus posibles efectos adyuvantes en la vacunacién contra este virus
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(Zelaya y col., 2016). Aunque no se han realizado estudios mecanisticos en
profundidad, los estudios clinicos muestran pruebas prometedoras de los
efectos beneficiosos de los probiéticos en la salud respiratoria humana y la
resistencia contra el 1Fv.

En un estudio clinico se evalud en 109 pacientes la capacidad de la cepa L.
plantarum DR7, aislada de leche bovina, para reducir la incidencia de infec-
ciones del tracto respiratorio (Chong y col., 2019). El tratamiento con esta
cepa redujo los sintomas respiratorios y la incidencia de infecciones en el tracto
respiratorio. Su efecto estuvo asociado a la disminucién de citoquinas pro-in-
flamatorias (1FN-y, TNF-a) a nivel sistémico en adultos de entre 30 y 6o anos
y a un incremento de la citoquina reguladora 1L-10 en adultos jévenes meno-
res de 30 afios, en comparacién con el placebo.

Una de las cepas mds estudiadas en su capacidad para modular las defensas
respiratorias es L. rhamnosus cRL1505, la cual fue originalmente aislada de leche
de cabra (Salva y col., 2010; Taranto y col., 2013). Este microorganismo inmu-
nomodulador puede incrementar la resistencia a infecciones respiratorias tanto
en hospedadores inmunocompetentes como inmunocomprometidos (Salva y
col., 2010; Kitazawa y Villena, 2014). Empleando modelos de infeccién por S.
pneumoniae en ratones inmunocompetentes e inmunocomprometidos por
desnutricidn, se observé que la administracién oral de L. rhamnosus crLisOS,
en dosis apropiadas, incrementa la resistencia a la infeccién neumocécica. Este
efecto estuvo asociado a una mayor activacién de la respuesta inmune innata
y adaptativa, acompanada de una modulacién de la respuesta inflamatoria
(Salva y col., 2010; Salva y col., 2011). Se demostré también en ratones adultos
e infantes inmunocompetentes, que L. rhamnosus CRLISOS es capaz de activar
la respuesta inmune Thr en intestino e inducir la movilizacién de linfocitos T
cD3'cD4'IEN-Y" desde placas de Peyer hacia la mucosa respiratoria, incremen-
tando los niveles de 1FN-y en pulmoén e induciendo una activacién de células
presentadoras de antigenos MHC-1T*cDIIc CDIIblowCDI03" y MHC-11"CDIIC CD-
1ibhighcpios” del tracto respiratorio (Villena y col., 2012b; Chiba y col., 2013)
asi como de los macréfagos alveolares (Garcfa-Castillo y col., 2020). Se observé
ademds que el tratamiento preventivo con la cepa CRLI505 fue capaz de dismi-
nuir el dafio pulmonar inducido por la respuesta inflamatoria mediada por la
activacién de TLR3, a través de su capacidad para incrementar los niveles de
1L-27 e IL-6 producidos por los macréfagos alveolares, las cuales estimulan a
los linfocitos productores de 1L-10 en pulmén (Garcia-Castillo y col., 2020).
Los cambios inducidos por L. rhamnosus cRLI50s en el tracto respiratorio incre-
mentan la resistencia a la infeccién con rsv (Villena y col., 2012b; Chiba y col.,
2013) y con IFV (Zelaya y col., 2014).
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L. rhamnosus CRLI505 se utilizd para desarrollar un alimento probidtico a
base a leche de vaca (yogur probiético) y se evalué su efecto sobre la salud de
nifios que concurrian a centros comunitarios de zonas con necesidades bdsicas
insatisfechas de la Provincia de Tucumdn (Villena y col., 2012a). Este fue un
ensayo clinico a doble ciego, en el cual se administr6 yogur probidtico a una
poblacién de nifios de 2 a 6 aos, durante 6 meses. Los resultados se evaluaron
en forma comparativa con una poblacién similar que recibié un alimento
placebo sin probidtico de caracteristicas andlogas. Los resultados obtenidos
mostraron que la administracion del alimento probidtico redujo la incidencia
de infecciones en general (34 % vs. 66 % - grupo yogur vs grupo placebo),
detectdndose diferencias significativas en la incidencia de catarro de vias aéreas
superiores (31 % vs. 69 %) y anginas (28 % vs. 72 %). El estudio demostré que
los nifios alimentados con el probidtico sufrieron menor cantidad de cuadros
febriles y tomaron menos antibiéticos que los que recibieron placebo. Ademds,
el efecto preventivo del yogur probidtico estuvo asociado al aumento IgA en
saliva (Villena y col., 2012a). Este producto probidtico fue incorporado al
programa de alimentacién que se implementa en escuelas de Tucumdn y otras
provincias argentinas, en las que se lo suministra de forma gratuita. Estos
resultados evidencian la factibilidad de transferencia de investigaciones bdsicas
que conducen a desarrollos biotecnolédgicos de aplicacién en humanos.

Conclusiones

Los avances cientificos de las Gltimas décadas sobre la microbiota intestinal y
los microorganismos beneficiosos han mejorado nuestro entendimiento de la
relacién que existe entre la dieta y la salud general del organismo, incluyendo
la salud del tracto respiratorio. Una alimentacién saludable capaz de mantener
una microbiota intestinal balanceada no solo puede tener efectos beneficiosos
en la salud intestinal, sino que ademis, debido a la existencia del eje intesti-
no-pulmén, puede mejorar la salud respiratoria. Los estudios cientificos pre-
sentados y resumidos en este capitulo muestran la importancia de incorporar
probiéticos en la dieta como forma de mejorar las defensas respiratorias y
disminuir la susceptibilidad de enfermedades infecciosas virales y bacterianas.
El estudio y desarrollo de nuevos probidticos con efecto sobre eje intesti-
no-pulmén puede ser critico en el futuro para ayudar a controlar, reducir y
mitigar las infecciones causadas tanto por patégenos virales respiratorios emer-
gentes como por la aparicién de bacterias multiresistentes, con potencialidad
de convertirse en nuevas epidemias y pandemias.
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Capitulo 4

La microbiota del tracto respiratorio y bacterias
comensales respiratorias como probidticos

de nueva generacion

Julio Villena, Mariano Elean y Leonardo Albarracin

Los avances en las herramientas omicas y en la bioinformdtica han permitido
andlisis mds profundos de los transcriptos, proteinas y metabolitos respirato-
rios, y han ampliado enormemente la comprensién del rol de la microbiota
en la fisiologfa del tracto respiratorio. Un estudio pionero realizado por Hilty
y col. (2010) utilizé la secuenciacién del ARNT 165 independiente del cultivo
y reveld diferencias en las comunidades microbianas encontradas en distintas
secciones del tracto respiratorio sano en relacién con las encontradas en el
tracto respiratorio de pacientes con asma o con Enfermedad Pulmonar Obs-
tructiva Crénica (epoc). En las dos dltimas décadas, otros estudios han con-
firmado estas observaciones, lo que ha permitido clarificar en parte el papel
de la microbiota respiratoria en la salud y la enfermedad. Las enfermedades
respiratorias, y en particular las patologias pulmonares crénicas, son conse-
cuencia de maltiples capas de regulacion y desregulacién de procesos fisiol6-
gicos e inmunoldgicos, muchas de los cuales son impulsadas o afectadas por
los microorganismos presentes en el tracto respiratorio.

La microbiota respiratoria en individuos sanos

Mientras que la composicién del microbioma del intestino, piel, cavidad oral
y el tracto urogenital se han estudiado extensamente, solo se han obtenido
datos equivalentes sobre el microbioma respiratorio en los tltimos afios. Esto
se debe a la antigua creencia de que el pulmoén era estéril en condiciones de
buena salud y las dificultades asociadas con la obtencién de muestras del tracto
respiratorio inferior, particularmente de individuos sanos (Di Simone y col.,
2023). El tracto respiratorio en un humano adulto tiene una superficie de
aproximadamente 70 m’, que es 40 veces mayor que la superficie de la piel.
Toda esta superficie estd habitada por comunidades microbianas con las den-
sidades microbianas mds altas observadas en el tracto respiratorio superior.
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Considerando que existen gradientes fisiolégicos a lo largo de la cavidad
nasal, la nasofaringe, la orofaringe, la trdquea, los bronquios y los pulmones
(higura 1), se especuld que diferentes poblaciones de microorganismos se esta-
blecerian en las distintas porciones del tracto respiratorio. El px aumenta
gradualmente a lo largo del tracto respiratorio, mientras que los mayores
valores de humedad relativa y temperatura se encuentran en la cavidad nasal.
Ademds, las presiones parciales de oxigeno (0,) y diéxido de carbono (co,)
tienen gradientes opuestos ya que estdn determinados por las condiciones
ambientales del aire y el intercambio de gases en los espacios alveolares. Por
otro lado, la inhalacién da como resultado la deposicion de particulas del
medio ambiente en el tracto respiratorio. Mientras que las particulas inhaladas
que tienen mds de 10 um de didmetro se depositan en el tracto respiratorio
superior, las particulas de menos de 1 um de didmetro pueden llegar a los
pulmones (Man y col., 2017). Estos pardmetros fisiolégicos podrian generar
condiciones de crecimiento selectivas y especificas en los distintos nichos del
tracto respiratorio, lo que finalmente darfa forma a las comunidades micro-
bianas a lo largo de la mucosa respiratoria. Sin embargo, se ha observado que
en condiciones de salud no existen diferencias notables entre las poblaciones
de microorganismos de los tractos respiratorios superior e inferior (figura 1).
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Figura 1. Microbiota respiratoria y
condiciones fisiolégicas en las diferentes
secciones del tracto respiratorio saludable.
(Adaptado de Man y col., 2017)
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El tracto respiratorio superior, que incluye la cavidad nasal, los senos para-
nasales, la faringe y la region supraglética de la laringe, estd en gran parte
colonizada con bacterias. Los taxones dominantes en la cavidad nasal y la
nasofaringe incluyen Moraxella, Staphylococcus, Corynebacterium, Haemophi-
lus y Streptococcus, mientras que la orofaringe exhibe una gran abundancia de
Prevotella, Veillonella, Streptococcus, Leptotrichia, Rothia, Neisseria y Haemo-
philus (Natalini y col., 2023). Ademds de bacterias, se han encontrado varios
virus y hongos en el tracto respiratorio superior de personas sanas. Se han
identificado rinovirus humanos, bocavirus, adenovirus, coronavirus, polima-
virus y virus de la familia Anneloviridae en el tracto respiratorio superior de
nifios sanos asintomdticos utilizando métodos basados en PCR y metagenédmica
(Bogaert y col., 2011; Altan y col., 2019). Curiosamente, en adultos sanos estos
virus se detectan con menos frecuencia que en ninos asintomdticos, lo que
sugiere que los cambios en la carga viral del tracto respiratorio superior depen-
den de la edad y probablemente estén asociados a variaciones del ecosistema
(Sundell y col., 2019). Por otro lado, se ha reportado la presencia de Aspergillus,
Penicillium, Candida y Alternaria como géneros de hongos que se encuentran
en el tracto respiratorio superior de personas sanas (Charlson y col., 2012).

Por el contrario, el tracto respiratorio inferior, compuesto por la triquea,
bronquios y parénquima pulmonar, exhibe una biomasa microbiana relativa-
mente baja, mantenida por la eliminacién microbiana rdpida a través de una
serie de mecanismos fisiolégicos. En los individuos sanos, la microbiota pul-
monar residente se mantiene a través de un equilibrio entre la inmigracién
microbiana y su eliminacién. La inhalacién, la dispersién mucosa (ascenso/
descenso de microorganismos a lo largo de la mucosa respiratoria) y la microas-
piracién de liquido orofaringeo o gistrico pueden introducir microorganismos
en el tracto respiratorio, mientras que el movimiento mucociliar y la actividad
fagocitica juegan un papel vital en la eliminacién de microbios (Di Simone y
col., 2023). De este modo, los hallazgos recientes han desafiado la conceptua-
lizacién de que el entorno microbiano pulmonar es una entidad estdtica, y
han enfatizado el equilibrio dindmico entre la inmigracién microbiana y la
eliminacién (Natalini y col., 2023; Di Simone y col., 2023). Es por ello por lo
que se considera que la composicion de la microbiota pulmonar en personas
saludables se asemeja mucho a la del tracto respiratorio superior, en particular
a la de la regi6n periglotica (Whiteside y col., 2021). En los pulmones sanos,
hay seis filos bacterianos dominantes: Firmicutes (incluidos los géneros Strep-
tococcus'y Veillonella), Bacteroides (incluido el género Prevotella), Proteobacteria,
Fusobacteria, Acidobacteria y Actinobacteria (incluido Tropheryma whipplei)
(Barcik y col., 20205 Di Simone y col., 2023). Los niveles bacterianos son
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mayores en las regiones pulmonares mds proximales y también se han detec-
tado modestas diferencias regionales, lo que sugiere una eliminacién diferen-
cial de microorganismos y una replicacién local muy limitada (Dickson y col.,
2015). En las enfermedades pulmonares, el equilibrio entre la inmigracién y
la eliminacién de microorganismos en el tracto respiratorio se puede ver afec-
tada, lo que lleva a alteraciones en la microbiota pulmonar, donde predominan
las bacterias que presentan ventajas competitivas (Invernizzi y col., 2020). Por
ejemplo, en algunas enfermedades pulmonares crénicas, una mayor produc-
cién de moco promueve el crecimiento bacteriano ya que conduce a la for-
macién de zonas con baja concentracién de oxigeno y alta temperatura que
favorecen la seleccién y el mantenimiento de bacterias especificas (Dickson y
Huffnagle, 2015).

Los avances cientificos también han comenzado a dilucidar las funciones
beneficiosas de la microbiota respiratoria en la salud del huésped. Los avances
mds notables se han realizado en relacién con su capacidad para evitar la
colonizacién de microorganismos patégenos y disminuir la susceptibilidad a
infecciones. Para la mayoria de los patégenos respiratorios, la colonizacion del
epitelio de las vias aéreas o de los espacios alveolares es un primer paso nece-
sario antes de poder replicarse y diseminarse (Man y col., 2017). La inhibicién
de este primer paso de la patogenia de las infecciones respiratorias por parte
de la microbiota residente, un proceso denominado «resistencia a la coloni-
zacién», es de suma importancia para la salud respiratoria (Andrade y col.,
2022). Las bacterias comensales respiratorias pueden colonizar la superficie
epitelial ocupando los sitios de unién de los patégenos y evitando su contacto
con las células del huésped (figura 2). Los microorganismos respiratorios tam-
bién pueden competir con los patégenos a través de la produccién de com-
puestos antimicrobianos o por el consumo de nutrientes necesarios para el
mantenimiento de su viabilidad.
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Figura 2. Funciones protectoras de la
microbiota respiratoria contra patégenos

El epitelio respiratorio estd cubierto por moco, el cual es un importante
nicho ecolégico para la microbiota ya que promueve interacciones saludables
entre microorganismos y células epiteliales a través de la formaciéon de una
delgada capa mévil que estd sostenida por la capa periciliar de las células
epiteliales respiratorias. Las células epiteliales también producen péptidos
antimicrobianos que colaboran en el control del crecimiento de microorga-
nismos en la mucosa respiratoria. Estas dos funciones, la produccién de moco
y péptidos antimicrobianos se mantiene en parte por las sefales brindadas por
la microbiota respiratoria (Invernizzi y col., 2020). Por otro lado, estudios en
ratones sugieren que la microbiota pulmonar juega un papel importante en
el desarrollo inmunolégico local. En ratones libres de gérmenes, las respuestas
inflamatorias pulmonares son exageradas, y animales neonatos exhiben res-
puestas robustas a los alérgenos, cambios que se pueden revertir a medida que
aumenta la carga bacteriana y las células T reguladoras aumentan en nimero
en el tracto respiratorio (Herbst y col., 2011; Gollwitzer y col., 2014). También
se ha visto que ratones tratados con antibidticos tienen una mayor suscepti-
bilidad a las infecciones respiratorias después de la exposicién a patégenos
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(Brown y col., 2017). De este modo, la microbiota respiratoria tiene un papel
clave en las defensas contra patégenos.

Establecimiento de la microbiota respiratoria

Se considera que la microbiota respiratoria se adquiere durante y después del
nacimiento, con un desarrollo altamente estructurado que ocurre durante los
primeros meses de vida hasta que se alcanza una poblacién microbiana estable.
Se ha reportado que bacterias pertenecientes a los géneros Streprococcus, Sta-
phylococcus, Prevotella, Moraxella, Haemophilus, Lactobacillus, Corynebacterium
y Dolosigranulum son los colonizadores iniciales del tracto respiratorio luego
del nacimiento y que su colonizacién temprana contribuye al establecimiento
de una comunidad microbiana equilibrada y dindmica en ausencia de enfer-
medad (Di Simone y col., 2023). Tanto factores intrinsecos como extrinsecos
pueden influir en la composicién del microbioma respiratorio en los primeros
afios de vida incluyendo: a) el modo de nacimiento, b) los métodos de ali-
mentacién del recién nacido, y ¢) las infecciones neonatales y el tratamiento
antibiético.

Para los bebés nacidos por via vaginal, la mayoria de las bacterias pulmonares
e intestinales parecen originarse a partir de la vagina o el intestino materno,
mientras que la piel y el ambiente externo son las fuentes dominantes de
microorganismos en los partos por cesdrea (Pattaroni y col., 2018). Se observé
que en la nasofaringe de recién nacidos a término, sanos y que nacieron por via
vaginal, la microbiota es diversa y estd dominado por bacterias comensales
respiratorias como Corynebacterium y Dolosigranulum en las primeras semanas
de vida en comparacién con bebés nacidos por cesirea (Bosch y col., 2016).

Mientras que el impacto de la leche materna y la alimentacién con férmula
sobre la composicién de la microbiota intestinal ha sido ampliamente estu-
diado, sus efectos sobre la microbiota respiratoria en los primeros anos de vida
no se han evaluado en profundidad. Un estudio que comparé la microbiota
de nasofaringe de ninos alimentados exclusivamente con leche materna o con
formula a las 6 semanas y a los 6 meses de edad, encontré diferencias signifi-
cativas en las comunidades bacterianas a las 6 semanas, pero no a los 6 meses
al contrastar ambos grupos (Biesbroek y col., 2014a). Las bacterias comensales
respiratorias Corynebacteriumy Dolosigranulum fueron mdas abundantes en los
bebes alimentados con leche materna que en los que recibieron férmula, una
observacion que fue corroborada por estudios posteriores (Biesbroek y col.,
2014b; Bosch y col., 2017). Llamativamente, los lactantes con mayor abun-

74



dancia de Corynebacterium y Dolosigranulum experimentaron tasas mds bajas
de enfermedades infecciosas respiratorias (Biesbroek y col., 2014b).

Las infecciones respiratorias y las respuestas inmunitarias resultantes tam-
bién tienen la capacidad de alterar la microbiota respiratoria (Di Simone y
col., 2023). Estudios en recién nacidos que experimentaron una o multiples
infecciones del tracto respiratorio observaron que la disminucién Corynebac-
terium'y Dolosigranulum en la nasofaringe se correlacioné con el predominio
temprano de Moraxella (Bosch y col., 2016). Por otro lado, el tratamiento
antibidtico de las madres y/o los bebés recién nacidos puede tener un impacto
profundo en el desarrollo de la microbiota respiratoria (Di Simone y col.,
2023). La administracién de penicilina a las madres durante el parto reduce
la transmisién madre-hijo de Lactobacillus, bacterias que residen normalmente
en la mucosa vaginal (Keski-Nisula y col., 2013). Se considera que los lacto-
bacilos son unos de los primeros colonizadores de las vias respiratorias del
lactante y se ha sugerido que su presencia estd asociada a la disminucién de
la incidencia de algunas enfermedades alérgicas en la infancia, como el asma
y la rinitis alérgica (Di Simone y col., 2023).

Se ha postulado que el establecimiento normal de la microbiota en la naso-
faringe seguiria una cinética caracterizada por una primera y ripida coloniza-
cién de S. aureus en las primeras semanas de vida, seguida por la colonizacién
y crecimiento de los comensales Gram positivos Corynebacterium 'y Dolosigra-
nulum (figura 3). A partir de las seis semanas de edad, la nasofaringe se pobla-
ria de Moraxella spp., la cual dominaria este nicho a la edad de tres meses (de
Steenhuijsen Piters y col., 2020).
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Figura 3. Establecimiento de la microbiota
respiratoria durante el primer ano de vida.
(Adaptado de Steenhuijsen Piters y col.,
2020)
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Como se menciond anteriormente, estos patrones de maduracién micro-
biana en la nasofaringe se ven fuertemente afectados por factores ambientales
y del huésped. La abundancia de Corynebacterium y Dolosigranulum en lac-
tantes nacidos de parto vaginal y alimentados con leche materna se ve modi-
ficada por la aparicién de anaerobios incluidos Prevotella, Veillonella y Por-
phyromonas en nifos nacidos por cesirea y alimentados con férmula (Bosch
y col., 2017) (figura 3). Por otro lado, no se conoce en detalle cémo se establece
la microbiota en el tracto respiratorio inferior. Las diferencias entre los tractos
respiratorios superior y el inferior en el contexto de la vida temprana son
importantes ya que estos dos sitios anatémicos representan habitats diferentes.
El tracto respiratorio superior experimenta una exposicién constante al
ambiente externo desde el primer momento de la vida, lo que da forma a la
microbiota de esta porcién de la mucosa respiratoria. Se ha demostrado que
a las 24 horas después del nacimiento se puede detectar ADN bacteriano en el
tracto respiratorio inferior de los recién nacidos (Wypych y col., 2019). No se
han podido realizar estudios mds profundos en este sentido dada la limitada
accesibilidad de este nicho y la baja densidad bacteriana, especialmente en
nifios sanos. Sin embargo es posible especular que, en condiciones normales,
la microbiota del tracto respiratorio inferior no diferiria de la del tracto supe-
rior al ponerse en marcha el equilibrio dindmico entre la inmigracién micro-
biana y la eliminacién. Llamativamente, no se observaron diferencias entre
bebes nacidos por parto natural o por cesirea cuando se analiz6 la microbiota
pulmonar. En ambos casos se detecté una microbiota compuesta por bacterias
de los géneros Streptococcus, Neisseria, Prevotella, Porphyromonas, Veillonella,
y Fusobacterium (Pattaroni y col., 2018). Estas observaciones enfatizan la nece-
sidad de realizar estudios mds profundos al respecto.

Debe destacarse la importancia de la formacién y desarrollo de la microbiota
respiratoria en los primeros afios de vida, ya que se postula que este proceso
puede tener efectos duraderos en la salud respiratoria (de Steenhuijsen Piters
y col., 2020). Por ejemplo, se ha reportado que una transicién prematura de
Staphylococcus a un perfil dominado por Moraxella en el tracto respiratorio
superior dentro del primer mes de vida, omitiendo la fase temprana de pre-
dominio de Corynebacterium y Dolosigranulum, se asocia con infecciones res-
piratorias mds frecuentes en el primer afio de vida (Bosch y col., 2017). La
relacién entre el desarrollo temprano de la microbiota respiratoria y la suscep-
tibilidad a las infecciones, asi como a enfermedades respiratorias en la adul-
tez-vejez ha sido demostrado por varias cohortes longitudinales, como se
discutird mds adelante.
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Disbiosis de la microbiota y enfermedades respiratorias

La disbiosis microbiana estd presente en diversas patologias pulmonares como
la EPOC, el asma y alergias, asi como en las enfermedades respiratorias infec-
ciosas. Se han observado reducciones en la diversidad de la composicion micro-
biana durante la progresién de las enfermedades respiratorias, aunque no se
ha logrado establecer con certeza si la disbiosis microbiana en si es la causa de
la enfermedad o es una consecuencia de las alteraciones fisiolégicas inducidas
por las patologfas. Por ejemplo, en muchas enfermedades pulmonares se pro-
ducen cambios fisiopatoldgicos en la arquitectura pulmonar y la produccién/
eliminacién de moco los cuales podrian originar la disbiosis microbiana. Alter-
nativamente, la disbiosis puede desempenar un papel causal en las enferme-
dades pulmonares a través de la alteracion de las sefiales inflamatorias brinda-
das al sistema inmunolégico del tracto respiratorio (Natalini y col., 2023; Di
Simone y col., 2023). A continuacién, se revisardn algunos ejemplos de alte-
raciones disbiéticas identificadas en las enfermedades pulmonares comin-
mente descritas como inflamatorias y se discutird el papel potencial de la
microbiota respiratoria en su patogenia.

La microbiota respiratoria en el asma

El asma es una enfermedad crénica, que actualmente afecta a mds de 300
millones de personas en todo el mundo. La Organizacién Mundial de la Salud
(oMs) define al asma como una enfermedad pulmonar crénica que afecta a
nifos y adultos y que se caracteriza por el estrechamiento de las vias aéreas
finas debido a la inflamacién y la compresién de los musculos que las rodean.
Ello causa los sintomas del asma que son tos, sibilancias, disnea y opresién
tordcica. Estos sintomas son intermitentes, y suelen agravarse por cambios
meteoroldgicos, infecciones virales, o por la exposicién a polvo, humo, gases,
pélenes o al pelaje y plumas de animales. La patogénesis del asma atin no se
ha dilucidado por completo, pero la enfermedad se ha relacionado con varios
factores genéticos, ambientales, infecciosos y nutricionales. El desequilibrio
entre microorganismos simbidticos y patdgenos en el tracto respiratorio puede
provocar un desarrollo inmunolégico alterado y respuestas inflamatorias ina-
propiadas observadas en el asma, pero atin no estd claro si el desequilibrio es
la causa o una consecuencia de la enfermedad (Barcik y col., 2020).
Algunos estudios han revelado un predominio de proteobacterias en hiso-
pados nasofaringeos y muestras de lavado bronco-alveolar obtenidas de ninos
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y adultos con asma neutrofilico, mientras que los Firmicutes fueron mds abun-
dantes en controles sanos (Hilty y col., 2010; Marri y col., 2013). El filo Pro-
teobacteria estd representado por bacterias potencialmente patdgenas, incluidas
las que pertenecen a los géneros Haemophilus, Moraxella y Neisseria (Barcik y
col., 2020). También se han encontrado diferencias en la microbiota respira-
toria entre pacientes asmdticos resistentes y sensibles al tratamiento con cor-
ticoides, identificindose mayor abundancia de bacterias Gram negativas pro-
ductoras de lipopolisacdridos en aquellos con asma resistente a esteroides
(Goleva y col., 2013). En casos de asma severo, se ha podido correlacionar
positivamente el enriquecimiento de proteobacterias con la estimulacién de
la respuesta inmune Thry respiratoria, mientras que una mayor abundancia
de actinobacterias se correlacioné con una mayor capacidad del epitelio bron-
quial para expresar la proteina FK506, un marcador de respuesta a esteroides
(Huang y col., 2015). Las exacerbaciones neutrofilicas de asma también se han
correlacionado con mayores niveles de proteobacterias (Ghebre y col., 2018).
En contraste con los hallazgos sorprendentemente reproducibles en el asma
neutrofilico, las variaciones de la microbiota en el asma eosinofilico son menos
claras y més heterogéneas. Los sujetos con asma del fenotipo inflamatorio
eosinofilico muestran enriquecimientos en bacterias de los géneros Fusobac-
terium 'y Porphyromonas y la familia Sphingomonodaceae, y una abundancia
relativa disminuida de miembros de la familia Mogibacteriaceae y el orden
Lactobacillales (Durack y col., 2017). Ademds, el aumento de eosinéfilos en el
tracto respiratorio de pacientes adultos con asma se ha relacionado con la
presencia de Tropheryma whipplei (Simpson y col., 2016).

Algunos trabajos han destacado el papel protector que microorganismos
beneficiosos como Dolosigranulum y Corynebacterium podrian tener en el
asma, en particular en las exacerbaciones. Se ha informado que la transicién
de la microbiota nasal dominada por Corynebacterium y Dolosigranulum al
inicio del estudio al grupo de Moraxella en el momento de la pérdida del
control del asma tuvo el mayor riesgo de exacerbacién en asmdticos en edad
escolar (Zhou y col., 2019). La caracterizacién de las microbiotas nasofaringeas
de nifios y adolescentes asmdticos (de 6 a 18 anos) detect6 un predominio de
Moraxella, Staphylococcus, Streptococcus, Haemophilus y Fusobacterium en rela-
cién con Dolosigranulum, Corynebacterium y Prevotella (Pérez-Losada y col.,
2017), lo cual diferencia la microbiota asmdtica con la de nifios y jévenes sanos.
Un estudio centrado en el andlisis de la dindmica de los perfiles de microbiota
nasofaringea y su relacién con la exacerbacién del asma infantil encontré que
los incrementos de la abundancia de Moraxella y 1a disminucién de Dolosigra-
nulum/ Corynebacterium se correlacionaron con una mayor frecuencia de los
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episodios de exacerbaciones (Hou y col., 2022). Los mismos autores informa-
ron que nifios asméticos en edad preescolar hospitalizados por trastornos de
sibilancias posefan mayor cantidad de Proteobacteria y menor cantidad de
Dolosigranulum en sus nasofaringes en comparacién con nifnos controles de
la misma comunidad (Song y col., 2022). También existen indicios de que la
microbiota respiratoria beneficiosa puede impactar en otras enfermedades
alérgicas como la rinitis. En un trabajo en el que se evaluaron las poblaciones
microbianas en el ambiente de habitaciones usadas para el cuidado de ninos
preescolares durante un periodo de siete afios pudo asociarse la presencia de
Prevotella, Lactobacillus iners y Dolosigranulum con menores exacerbaciones
de rinitis (Sun y col., 2022). En linea con estos hallazgos, la cepa D. pigrum
AMBRIJ, aislada de la mucosa nasal de un individuo sano, es capaz de reducir
la produccién de citoquinas proinflamatorias en las células epiteliales de las
vias respiratorias y de proteger la funcién de barrera nasal en un modelo de
ratén utilizando 1L-4 como factor disruptivo (De Boeck y col., 2021). En un
estudio reciente en el que se compararon microbiotas nasofaringeas entre
controles sanos y pacientes con rinosinusitis crénica, también se encontré que
varios géneros de Lactobacillaceae, incluidos Lactiplantibacillus, Latilactobaci-
lus y Lacticaseibacillus, son mds frecuentes y abundantes en controles sanos
en comparacién con pacientes con rinosinusitis cronica (De Boeck y col.,
2020). L. casei AMBR2, aislado de nasofaringe humana saludable, es capaz de
restaurar las alteraciones de la barrera epitelial de las vias respiratorias en
células primarias de pacientes con rinosinusitis crénica y células Calu-3 dife-
renciadas (De Rudder y col., 2020).

El asma es una enfermedad muy compleja caracterizada por muchos diferen-
tes fenotipos y endotipos. Los estudios en humanos destinados a revelar el papel
de la microbiota respiratoria en la enfermedad deberian por lo tanto incluir
evaluaciones clinicas claramente definidas y recopilar datos detallados y especi-
ficos sobre sintomas y tratamientos. Dichos estudios deberian ademds incluir
muestreos en varios puntos durante la vida de un paciente para determinar si
los cambios en la microbiota estdn relacionados con el desarrollo del asma o solo
modifican la inflamacién de las vias respiratorias cuando la enfermedad ya estd
presente. También son necesarios estudios mds profundos para evaluar si cepas
especificas de bacterias comensales respiratorias son una herramienta util para
ayudar a prevenir el asma o evitar los episodios de exacerbaciones.
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La microbiota respiratoria en la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC)

La oms define ala EPoc como una enfermedad pulmonar que reduce el flujo
de aire y causa problemas respiratorios, producida principalmente por el taba-
quismo y la contaminacién del aire. En las personas con Epoc, la mucosidad
puede danar u obstruir los pulmones, conduciendo a tos frecuente, problemas
para respirar, sibilancias y fatiga. Los sintomas de la EPOC pueden empeorar
ripidamente, agravamientos de la enfermedad que se conocen como exacer-
baciones, y que suelen durar unos pocos dias. Las personas con EPoc también
tienen un mayor riesgo de padecer otros problemas de salud, entre los que se
destacan una mayor susceptibilidad a infecciones respiratorias, cdncer de pul-
mon y enfermedades del corazén. La inflamacién excesiva y persistente es un
factor importante de la patogénesis de la EPoc y una disminucién en la riqueza
y diversidad de la microbiota respiratoria estd asociada con aumento de la
infiltracién de células inmunitarias (Singh y col., 2022).

Estudios de la microbiota pulmonar en pacientes con Epoc demostraron
una clara asociacién entre la presencia de Haemophilus, S. pneumoniae, M.
catarrhalis, S. aureus, P aeruginosa y bacterias entéricas Gram negativas, y la
presencia de inflamacién neutrofilica y aumento de citoquinas inflamatorias
en el tracto respiratorio inferior (Natalini y col., 2023; Di Simone y col., 2023).
En un ensayo multicéntrico en los que se evalu6 la microbiota respiratoria de
pacientes con Erpoc neutrofilica y eosinofilica, se encontraron asociaciones
claras entre su composicién y el tipo inflamatorio (Wang y col., 2021). El
trabajo encontrd heterogeneidad en la microbiota de los pacientes neutrofili-
cos, con tres grupos dominados por Haemophilus, Moraxella o Streptococcus.
En el subgrupo con predominio de Haemophilus se observé una diversidad a
disminuida y elevados niveles respiratorios de 1L-1f y TNE-0.. La disminucién
de la diversidad a y el predominio de Haemophilus se han asociado con peores
prondésticos de supervivencia en pacientes con Eroc (Teiw y col., 2021).

Se ha reportado que solo la accién de fumar no parece estar asociada con
cambios significativos en la microbiota de las vias respiratorias inferiores
(Morris y col., 2013; Segal y col., 2013). Sin embargo, esta situacién cambia a
medida que los fumadores comienzan a desarrollar una Epoc temprana. Un
estudio reciente de la microbiota de las vias respiratorias inferiores en pacien-
tes con EPOC temprana mostrd el enriquecimiento con las bacterias comen-
sales orales Streptococcus, Staphylococcus, Prevotella y Gemella, y se las asocié
con anomalfas de la funcién pulmonar (Opron y col., 2021). En linea con
estos resultados, en un trabajo realizado en monos macacos se observé un
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progresivo incremento de bacterias comensales orales en los pulmones a
medida que se desarrollaron cambios pulmonares similares a los encontrados
en la EPoc luego de una infeccién viral (Morris y col., 2016).

Si bien los estudios sugieren que la microbiota pulmonar puede influir en
el riesgo de exacerbaciones de la EPoc, se sabe poco sobre la relacion entre la
microbiota nasal y las caracteristicas clinicas o la efectividad de los tratamien-
tos en los pacientes con Eroc. Los cinco géneros mds abundantes encontrados
en la cavidad nasal de pacientes con Eroc son Corynebacterium, Staphylococ-
cus, Streptococcus, Moraxella y Dolosigranulum (Alvarez Baumgartner y col.,
2022). La composicién de la microbiota bacteriana nasal también se diferen-
cié por la alta frecuencia de los sintomas de la Eroc. El grupo con mayor
frecuencia de sintomas presenté una mayor proporcién de Corynebacterium
y Staphylococcus, y una menor proporcion de los géneros Streptococcus y
Moraxella en comparacién con el grupo de menor frecuencia de sintomas.

Tomados en conjunto, estos hallazgos han permitido proponer un modelo
para explicar las alteraciones de la microbiota respiratoria en pacientes con
eroc (Natalini y col., 2023). En las primeras etapas de la enfermedad se
producirfa una microaspiracién recurrente de microorganismos orales la cual
ocurrirfa a un ritmo mds alto que en personas normales. Esto contribuiria a
la induccién de inflamacién en las vias respiratorias y a un deterioro del acla-
ramiento microbiano, dando posteriormente como resultado el agotamiento
inmunoldgico y la eventual colonizacién de las vias respiratorias y el pulmén
con microorganismos incluyendo patégenos respiratorios.

La microbiota respiratoria en las infecciones

Las infecciones del tracto respiratorio son una fuente importante de morbili-
dad y mortalidad en todo el mundo, particularmente en los ninos. Estas
infecciones pueden variar desde infecciones leves del tracto respiratorio supe-
rior como el resfrio coman, hasta enfermedades potencialmente mortales que
incluyen infecciones del tracto respiratorio inferior o neumonia. A pesar de
que los avances cientificos han logrado disminuir la mortalidad mundial de
las infecciones respiratorias, sigue siendo una de las principales causas de
muerte en nifos menores de 5 anos, responsable del 15 % del total de muertes
en este grupo (de Steenhuijsen Piters y col., 2020). También es importante
resaltar que la neumonia en la infancia es una importante causa de reduccién
de la funcionalidad pulmonar y de secuelas crénicas incluidas el desarrollo de
asma y EPOC en la vida adulta (Zar y col., 2016).

81



Como se menciond anteriormente, existe una relacién entre el desarrollo
de la microbiota y la susceptibilidad a las infecciones respiratorias (de Steen-
huijsen Piters y col., 2020). En este sentido, parece ser vital el momento de
los eventos de colonizacién. Aunque casi todos los nifios hacen la transiciéon
a un entorno dominado por Moraxella a la edad de 3 a 6 meses, la aparicién
temprana de esta bacteria se ha relacionado con una respuesta inmune infla-
matoria de la mucosa de las vias respiratorias (Folsgaard y col., 2013), asi como
con una aparicién mds temprana de las primeras infecciones y sibilancias (Teo
y col., 2015, 2018). También se vio que el enriquecimiento temprano de Strep-
tococcus (-9 semanas) estd asociado con un mayor riesgo de infecciones tem-
pranas (Teo y col., 2015). Los perfiles de microbiota dominados por Strepto-
coccus 'y Haemophilus en el tracto respiratorio superior se han asociado con
una mayor gravedad de la infeccién por Rsv (Teo y col., 2018), mientras que
los perfiles dominados por Staphylococcus parecieran ser protectores (de Steen-
huijsen Piters y col., 2016). En estos casos, una disminucién simultdnea en la
abundancia de Corynebacterium y Dolosigranulum se asocié con infecciones
mds graves (Teo y col., 2015), incluida una mayor admisién a la unidad de
cuidados intensivos (Man y col., 2019). También se observé una menor pro-
babilidad de desarrollar bronquiolitis en nifios con mayores abundancias rela-
tivas de Dolosigranulum en el tracto respiratorio superior (Hasegawa y col.,
2017) y una abundancia significativamente mayor de esta bacteria en el meato
medio de un grupo control en comparacién con los mismos sitios muestrea-
dos en sujetos con rinosinusitis cronica y con pélipos nasales (Gan y col.,
2019). Curiosamente, también se observé una mayor abundancia de Dolosi-
granulum en las microbiotas nasofaringeas de nifios sanos en comparacién
con aquellos con otitis media aguda recurrente, lo que sugiere que el vinculo
de Dolosigranulum con la salud podria extenderse mds alld de la cavidad nasal
(Lappan y col., 2018).

Las comunidades microbianas en la vida temprana podrian proteger contra
las infecciones respiratorias ya sea directamente a través de interacciones
microbio-microbio o indirectamente a través de la modulacién del sistema
inmunoldgico del huésped (de Steenhuijsen Piters y col., 2020). Miembros
del clado Staphylococcus, incluyendo S. epidermidisy S. lugdunensis han demos-
trado ser vitales en la configuracién de la comunidad microbiana nasal por
sus capacidades de induccién de péptidos antimicrobianos y formacién de
biopeliculas (Zipperer y col., 2016; Liu y col., 2020). La asociacién epidemio-
l6gica entre la coexistencia de Dolosigranulum y Corynebacterium y la buena
salud respiratoria podria estar mediada en parte por la inhibicién directa de
patdégenos potenciales. Esto estd respaldado por estudios de desafio en huma-

82



nos que muestran que la alta abundancia de Dolosigranulum esta relacionada
con la baja abundancia de neumococos después de un desafio directo (de
Steenhuijsen Piters y col., 2019). Experimentos 7z vitro han confirmado que
Dolosigranulum, solo o en sinergia con Corynebacterium, puede inhibir el
crecimiento de S. aureusy S. pneumoniae, respectivamente, como consecuen-
cia de la produccién de una variedad de péptidos antimicrobianos (Brugger
y col., 2020).

Los datos de estudios en humanos respaldan la hipétesis de que las expo-
siciones microbianas que comienzan temprano en la vida, entre dias y sema-
nas después del nacimiento, tienen implicaciones importantes para la madu-
racién del sistema inmunitario. A medida que los recién nacidos maduran, la
microbiota pulmonar cambia hacia el enriquecimiento con una mezcla mds
diversa de microorganismos comensales tales como Streptococcus, Prevotella,
Porphyromonas y Veillonella. Estos cambios longitudinales en la microbiota
pulmonar afectan la produccién de inmunoglobulinas y respuestas inmunes
innatas y, por lo tanto, se postula que es uno de los mecanismos por los cua-
les se produce la maduracién inmune en las vias respiratorias inferiores (Pat-
taroni y col., 2018; Natalini y col., 2023). De este modo, las bacterias comen-
sales de la microbiota respiratoria pueden influenciar las respuestas
inmunoldgicas y la resistencia a infecciones. Se ha observado por ejemplo que
la administracién nasal a ratones de una mezcla de bacterias comensales ora-
les (Prevotella melaninogenica, Veillonella parvula y Streptococcus mitis) conduce
a la activacién de células T cp4" y D8, el reclutamiento de células Thi7 y
células T y6 asi como también a un incremento de células T reguladoras. Es
importante mencionar que este efecto inmunomodulador inducido por las
bacterias de la microbiota es un fenémeno duradero que persiste mds alld de
su presencia transitoria en el parénquima pulmonar y que influye significati-
vamente en las defensas inmunitarias innatas contra los patégenos respirato-
rios como S. pneumoniae (Wu y col., 2021). En otro estudio realizado en
ratones con caracteristicas genéticas similares, pero con composiciones micro-
bianas heterogéneas en el tracto respiratorio, se observaron niveles variables
de marcadores inflamatorios en los pulmones asociados con las diferentes
microbiotas de las vias respiratorias inferiores (Dickson y col., 2018). Estudios
en ratones han demostrado que la colonizacién del tracto respiratorio superior
por S. aureus disminuye la lesién pulmonar mediada por el sistema inmuno-
légico durante la infeccién con 1EV, a través de la induccién de un perfil
anti-inflamatorio en los macréfagos alveolares (Wang y col., 2013). Este com-
portamiento comensal y beneficioso de S. aureus podria potenciarse ain mds
con la co—colonizacién con especies microbianas como como Corynebacterium
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striatum, bacteria que puede reducir la expresién de genes de virulencia en .
aureus (Ramsey y col., 2016). Estos estudios no solo muestran la importancia
de algunas bacterias comensales respiratorias en la proteccién contra infeccio-
nes sino que ademds permiten postular el empleo de cepas beneficiosas selec-
cionadas como probidticos respiratorios.

Bacterias comensales respiratorias como probidticos
de nueva generacion

Como se menciond anteriormente, las bacterias comensales respiratorias pue-
den interactuar con diferentes tipos de células en el tracto respiratorio, inclui-
das las células epiteliales respiratorias (Invernizzi y col., 2020), bcs y macréfa-
gos alveolares (Man y col., 2017). La evidencia sugiere ademds que dichas
interacciones microbiota respiratoria-huésped juegan un papel clave en la
patogénesis de las infecciones respiratorias. De hecho, se ha demostrado que
algunas especies de bacterias, incluidas Corynebacterium spp., Dolosigranulum
spp. y Lacticaseibacillus spp., juegan un papel protector en el tracto respiratorio
(De Boeck y col., 2017; De Boeck y col., 2020; Martens y col., 2021), conside-
rando que los niveles de estas bacterias se correlacionaron con una mejor resis-
tencia contra infecciones bacterianas (Laufer y col., 2011; Pettigrew y col., 2012)
y virales (Wen y col., 2018; Camelo-Castillo y col., 2019). En linea con estos
estudios, se ha demostrado que la administracién nasal de cepas especificas de
bacterias comensales respiratorias (Corynebacterium pseudodiphtheriticum
090104 0 Dolosigranulum pigrum 040417) a ratones regula de manera benefi-
ciosa la respuesta inmune innata respiratoria mejorando la resistencia a las
infecciones producidas por el Rsv (Kanmani y col., 2017), S. pneumoniae (Ortiz
Moyano y col., 2020; Raya Tonetti y col., 2021) o K. pneumoniae (Dentice
Maidana y col., 2022). El tratamiento de los animales con las bacterias comen-
sales respiratorias redujo significativamente la replicacién de los patégenos y el
dafo pulmonar producido por las infecciones. El efecto protector inducido
por C. pseudodiphtheriticum 090104 o D. pigrum 040417 estuvo relacionado
con su capacidad para estimular a las células presentadoras de antigeno y mejo-
rar la respuesta mediada por las células Thr cp4'1EN-y" y Treg cD4'1L-10" res-
piratorias (figura 4). Las bacterias comensales respiratorias inmunomodulado-
ras estimulan a los macréfagos alveolares incrementado su produccién de 1N-B
e IEN-Y, los cuales activan a las células Thr y potencian su capacidad para
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depurar patégenos. Al mismo tiempo, los macréfagos alveolares aumentan su
produccién de 1L-6 e 1L-27 que estimulan a las células Treg, las cuales contri-
buyen a controlar el dafo inflamatorio mediante la produccién de 11-10 (figura
4). Se demostré ademds que D. pigrum 040417 es capaz de modular la respuesta
de las células epiteliales respiratorias a la estimulacién con el agonista de TLR3
poly(I:C) (Islam y col., 2021). Las células epiteliales respiratorias Calu-3 pre-
tratadas con D. pigrum 040417 produjeron niveles mds altos de 1EN-B e IL-6 y
niveles mds bajos de cxcL8, ccLs y cxcLio en respuesta a la estimulacién con
poly(I:C) en comparacién con las células control. Estos resultados se correla-
cionaron con experimentos iz vivo que demostraron que los ratones tratados
por via nasal con la cepa 040417 poseen niveles incrementados de 1EN-B, y
concentraciones reducidas de citoquinas y quimioquinas inflamatorias (Ortiz
Moyano y col., 2020). Los resultados de estos trabajos permiten especular que
las bacterias comensales respiratorias como D. pigrum 040417 establecen inte-
racciones moleculares complejas con las células epiteliales respiratorias, modi-
ficando su inmunobiologia y aumentando sus funciones de defensa (figura 4),
tal como se describié para los microorganismos benéficos que interacttan con
las células epiteliales de la mucosa intestinal (Albarracin y col., 2017; Albarracin
y col., 20205 Elean y col., 2021). En linea con estos hallazgos, se demostré mds
recientemente que L. casei AMBR2, originalmente aislado de nasofaringe
humana, es capaz de mejorar la barrera epitelial respiratoria alterada en pacien-
tes con rinosinusitis crénica (Martens y col., 2021). Se observé que el efecto
beneficioso de la cepa AMBR2 era dependiente de su capacidad para estimular
TLR2 y de modular las citoquinas anti-inflamatorias en las células epiteliales.
Esta capacidad para regular la barrera epitelial respiratoria alterada en pacien-
tes con rinosinusitis cronica a través de la modulacién de la produccién de
citoquinas pro- y anti-inflamatorias también se ha descripto para la cepa
D. pigrum amBRr11 (De Boeck y col., 2021).
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Figura 4. Proteccién contra
infecciones por cepas de bacterias
comensales respiratorias con actividad
inmunomoduladora

Estudios sobre la fisiopatologfa de la covip-19 han revelado que las caracte-
risticas clinicas de la enfermedad no solo dependen de la interaccién entre el
SARS-Cov-2 y el sistema inmunoldgico, sino que ademds un tercer actor podria
ser importante en la progresién y gravedad de la enfermedad: la microbiota
respiratoria. Estudios han reportado una reduccion significativa de la diversidad
y la abundancia de ciertas bacterias comensales respiratorias, y un aumento de
la familia Propionibacteriaceae (Sungnak y col., 2020) y de Staphylococcus y
Streptococcus (Smith y col., 2021) en pacientes covip-19 criticos. Un estudio
identificé Unidades Taxondmicas Operacionales (uto) del género Prevotella
mds abundantes vinculadas a los grupos de mayor severidad de covip-19 (Ven-
tero y col., 2021). Estos resultados fueron comprobados por estudios indepen-
dientes posteriores (Merenstein y col., 2021; Smith y col., 2021), y permitieron
concluir que el género Prevotella estd relacionado con un aumento de la infla-
macién de la mucosa respiratoria mediada por una respuesta Thr7, lo que
contribuirfa a la patologia pulmonar grave causada por el coronavirus (Ventero
y col., 2021). Por otro lado, se especula que la mayor abundancia de bacterias
beneficiosas como Dolosigranulum en nifios en comparacién con adultos y
ancianos podria explicar, al menos en parte, el por qué los ninos se ven menos
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afectados por la covip-19 (Hurst y col., 2021). De hecho, dos estudios inde-
pendientes observaron una asociacién negativa entre las especies bacterianas
beneficiosas como D. pigrum y Corynebacterium spp., y el aumento de la gra-
vedad de la covip-19. En el primero, los autores identificaron a través de un
andlisis de red una uto clasificada como Dolosigranulum positivamente asociada
con Corynebacterium y negativamente asociada con Prevotella (Ventero y col.,
2021). El segundo estudio aplic una escala multidimensional no métrica uti-
lizando la distancia de Bray-Curtis y el andlisis discriminante de minimos
cuadrados parciales, y también identificé a Dolosigranulumy Corynebacterium
como significativamente mds abundantes en sujetos asintomdticos (Smith y
col., 2021). Considerando la capacidad de D. pigrum 040417 para modular
diferencialmente el perfil de citoquinas inducido por la estimulacién con
poly(I:C) en las células epiteliales respiratorias, y que sArRs-cov-2 es detectado
por TLR3 en dichas células, se planteé la hipétesis de que esta bacteria podria
influir en la replicacién del virus en el epitelio respiratorio. Empleando células
respiratorias Calu-3 se demostr6 que la bacteria comensal respiratoria inmu-
nomoduladora puede regular diferencialmente la respuesta inmune innata de
las células epiteliales respiratorias desencadenadas por la infeccién por sars-
cov-2. La replicacién del sars-cov-2 en células epiteliales respiratorias pretra-
tadas con D. pigrum 040417 disminuyé significativamente en comparacién
con los controles (Islam y col., 2021).

Es importante destacar que los efectos beneficiosos de los microorganismos
comensales respiratorios sobre la inmunidad de la mucosa respiratoria son
una propiedad especifica de cada bacteria, ya que la actividad inmunomodu-
ladora de una cepa no se puede extrapolar a otras, incluso de la misma especie.
Estudios de nuestro laboratorio han demostrado por primera vez la habilidad
cepa-dependiente de las especies C. pseudodiphtheriticum y D. pigrum para
modular beneficiosamente la inmunidad respiratoria. Mientras que D. pigrum
040417 modula la respuesta inmune innata respiratoria, otras cepas como D.
pigrum 030918 no pudo inducir modificaciones en la funcionalidad de las pcs
o células T cD4'1EN-Y" respiratorias (Ortiz Moyano y col., 2020) ni en la
respuesta inmune de las células Calu-3 contra poly(1:c) o sars-cov-2 (Islam
y col., 2021). En linea con nuestros hallazgos se ha reportado que la habilidad
de L. casei amBR2 (De Boeck y col., 2020; Martens y col., 2021) y D. pigrum
aMBR11 (De Boeck y col., 2021) para mejorar la barrera epitelial respiratoria
alterada en pacientes con rinosinusitis crénica es un efecto dependiente de
cepa ya que otras bacterias de la misma especie aisladas de nasofaringe humana
no pueden lograr dicho efecto. El hecho de que las propiedades beneficiosas
de las bacterias comensales respiratorias sean una caracteristica cepa-depen-
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diente es de gran importancia a la hora de seleccionar los candidatos mds
eficientes para el desarrollo de productos probidticos de nueva generacién para
el tracto respiratorio.

Conclusiones y perspectivas

El estudio de la microbiota respiratoria en la salud y en diferentes estados de
enfermedad ha identificado firmas microbianas que podrian estar asociadas
con la susceptibilidad a enfermedades respiratorias, su gravedad y prondstico.
Actualmente se considera que las poblaciones microbianas de todo el tracto
respiratorio dependen de la exposicién al medio ambiente y de un delicado
equilibrio entre la migracién (impulsada por la inhalacién, la microaspiracién
y la dispersién mucosa) y la eliminacién (impulsada por la tos, el transporte
mucociliar y los mecanismos inmunitarios) de microorganismos que establece
una interfaz microbiota-huésped compleja. El equilibrio dindmico de esta
interaccién se ve afectada por muchos factores que pueden cambiar a lo largo
de la vida, incluidos los relacionados con el hospedador y el entorno, de los
cuales algunos son beneficiosos y otros perjudiciales. A medida que el uso de
métodos multiémicos e independientes del cultivo aplicados al estudio de la
microbiota respiratoria en sus distintos segmentos se generaliza, la compren-
sion detallada de su interaccién con las células y moléculas del hospedador es
esencial para el desarrollo exitoso de nuevas herramientas preventivas y tera-
péuticas dirigidas a mejorar la salud respiratoria.
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Capitulo 5
La microbiota oral

Ma. Florencia Zacarias y Juan G. Costa

La composicién de la microbiota oral a lo largo de la vida estard determinada
por la transmisién materna, la genética del huésped y factores ambientales,
tales como hdbitos alimenticios, practicas de higiene bucal, medicamentos,
niveles de estrés, estado inmunitario y factores sistémicos (Marsh y col.,
2000). La cavidad oral es un sistema ecoldgico altamente heterogéneo,
conteniendo comunidades microbianas significativamente diferentes en
distintas edades y etapas de la denticién (Lu y col., 2019). Es el primer 6rgano
que se encuentra con alimentos y bebidas ingeridos. Los microorganismos
ex6genos pasardn por la cavidad oral antes de seguir al tracto
gastrointestinal. Estas exposiciones ambientales directas en ausencia de epitelio
queratinizado hacen que la cavidad oral sea un sitio altamente susceptible a
la colonizacién (Sedghi y col., 2021).

Origen y evolucion de la microbiota oral humana

La cavidad oral prenatal es estéril hasta el nacimiento; después se produce la
colonizacién con microorganismos tras la exposicién al ambiente externo.
Luego del nacimiento, la colonizacién de la cavidad oral con microorganismos
se manifiesta dentro de las 8 a 16 horas, como resultado de la transmisién
vertical (a través de la exposicién a la piel materna y microbiota vaginal), desde
la dieta por la ingestion oral del bebé y horizontalmente (desde otras interac-
ciones humanas) (figura 1).
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Recién nacido Predentados Denticién primaria

Diversidad microbiana aumen

Factores influyentes: Colonizadores: Predominan:
Transmision matema - Tempranos (0-3 meses) Streptococcus
Alimentacion (leche/formula) Streptococcus (S. epidermis, S. salivarius) Actinomyees
Genéticos Staphylococcus Fu;obactenum
Uso de anthioticos Fusobacterium veilonella
Ammbientales Vellonella Gemella

L actobacillus Capnocytophaga

Candida Rothia

- Secundarios (3-6 meses)

Gemella

Granulicatelia
Haemophilus
Rothia

Figura 1. Desarrollo de la microbiota oral
en la ninez temprana (Adaptado de Xiao
y col., 2020)

La clase de parto definird los colonizadores orales tempranos. Hay diferen-
cias claras en los grupos bacterianos predominantes en las cavidades orales de
los bebés nacidos por via vaginal comparados con los nacidos por cesdrea.
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteriay lactobacilos son mds abundantes (en
ese orden de mayor a menor) en los bebés nacidos por via vaginal, mientras
que Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes'y Petrimonas spp. son mds abun-
dantes (en ese orden de mayor a menor) en aquellos nacidos por cesdrea
(Sedghi y col., 2021).

En la saliva de bebés lactantes predentados hay una alta diversidad bacte-
riana, pero el género Streptococcus es el predominante. Otros géneros princi-
pales en las muestras de lactantes son Veillonella, Neisseria, Rothia, Haemoph-
ilus, Gemella, Granulicatella, Leptotrichia y Fusobacterium. Las superficies
mucosas sirven como los principales sustratos disponibles para la colonizacién
microbiana en la cavidad bucal infantil. Los estreptococos son capaces de
adherirse a las células epiteliales y son un grupo bacteriano dominante en la
leche materna. Como tal, las especies de estreptococos constituyen la mayoria
de la microbiota oral infantil. Streptococcus salivarius demuestra la mayor abun-
dancia relativa entre los recién nacidos y sufre una disminucién constante
después de los 3 meses de edad. Gemella, Rothia, Granulicatella y Haemophilus,
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aparecen entre los 3-6 meses de edad y aumentan en cantidad con el tiempo. En
el 85 % de los bebés, la composicién de la comunidad microbiana oral es
similar a la de sus madres, sugiriendo un rol significativo de la madre en la
introduccién de comunidades microbianas orales a sus hijos (Curtis y col.,
2020; Xiao y col., 2020). Algunos estudios sugieren que existen diferencias en
la composicién de la microbiota oral de bebés alimentados con férmula o con
leche humana. Si bien el filo Firmicutes y el género Streptococcus son los més
abundantes en ambos grupos en los primeros meses de vida, la deteccién de
lactobacilos ha sido reportada, en particular, en los nifios amamantados (Eshri-
qui y col., 2020).

La salida de los dientes temporales (o dientes de leche) es un momento
importante en la evolucién de la microbiota oral, ya que crea nichos adicio-
nales como superficies de esmalte que no se desprenden, bordes dentogingi-
vales y un entorno subgingival para la colonizacién de microorganismos. Ade-
mds, se produce una marcada expansién de la diversidad funcional y
filogenética microbiana oral, lo que sugiere la importancia de la interacciéon
de los diferentes ecosistemas microbianos bucales y el inicio de la ingesta de
alimentos sélidos. Por dltimo, la erupcién de los dientes conduce a la diferen-
ciacién entre la microbiota oral infantil y la microbiota materna, y tales cam-
bios persisten entre los estados de denticién mixta y permanente (Sedghi y
col., 2021). Los Actinomyces spp. orales son bacilos Gram (+) y se encuentran
entre los primeros microorganismos en colonizar superficies dentales pristinas.
Tienen la capacidad de coagregarse con Streptococcus y juntos formar la
columna vertebral de la placa dental temprana. Las otras bacterias Gram (+)
que aparecen inicialmente en la placa dental son: S. sanguinis, S. oralis, .
intermedius, S. gordonii, Peptostreptococcus micros'y Gemella morbillorum. Por
el lado de las Gram (-) en la placa dental inicialmente tendremos a Veillonella
parvula, V. atypica, Capnocytophaga ochracea y C. gingivalis (Curtis y col.,
2020). La expansion de las funciones microbianas en el momento de la erup-
cién de los dientes refleja cambios en el ecosistema oral que incluyen la mayor
expresion de genes relacionados con la adhesidn, la formacién de biopeliculas,
el transporte de membranas, la movilidad celular, los sistemas de secrecidn,
la quimiotaxis, el ensamblaje de flagelos y la fosforilacién oxidativa (Sedghi y
col., 2021).

La placa dental es un tipo de biopelicula que se define como una comunidad
microbiana diversa sobre la superficie dental, embebida en una matriz de poli-
meros de origen bacteriano y salival. La formacién de la placa involucra la
interaccién entre las bacterias colonizadoras primarias y la pelicula adquirida
del esmalte. Los colonizadores secundarios se unen a las bacterias inicialmente
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adheridas. La placa dental se desarrolla naturalmente pero también estd asociada
con dos de las enfermedades mds prevalentes (caries dental y enfermedad perio-
dontal) (Perez, 2005). La colonizacién de los nifios por microorganismos aso-
ciados al desarrollo de caries estd relacionada con la saliva de las personas del
entorno mds préximo al nifo. La colonizacién oral por S. mutans ocurre desde
el contacto directo e indirecto con personas emparentadas y/o sus cuidadores.
Por lo general, la madre es la primera transmisora (Struzycka y col., 2014).

Aunque la microbiota oral en los bebés evoluciona con el avance de la edad,
los colonizadores iniciales de la cavidad bucal permanecen como colonizado-
res permanentes que influyen en esta trayectoria de colonizacion hasta la edad
adulta. La importancia de los colonizadores primarios sugiere que tales
microorganismos pioneros juegan un papel clave en la determinacién del
desarrollo de la microbiota oral y, por lo tanto, el estado de salud oral a largo
plazo. La composicién de la microbiota bucal de una persona no solo afecta
localmente la salud oral, sino que también puede afectar la salud sistémica a
lo largo de la vida. Lo mismo sucederd en los ninos; las alteraciones en la
microbiota bucal desempefardn un papel en los estados de enfermedad tanto
local como sistémica (aparicién de caries, formacién de abscesos bucales,
aumento de peso, apendicitis pedidtrica y enfermedades inflamatorias del
intestino) (Sedghi y col., 2021).

La caida de la denticién primaria, la presencia de denticién mixta y la
aparicién de dientes permanentes contintian alterando la microbiota oral en
la vida temprana y la nifiez. Sin embargo, a medida que los nifnos crecen, sus
microbiotas orales tienden a estabilizarse y la diversidad bacteriana parece
disminuir (Belibasakis, 2018; Sedghi y col., 2021). Esta supuesta estabilidad
en la vida adulta no es una respuesta pasiva al medio ambiente, sino mds bien
el resultado del equilibrio dindmico de las interacciones interbacterianas y
hospedador-bacteria, una propiedad que se acuné con el término «<homeos-
tasis microbiana». Por ejemplo, durante la pubertad, el ciclo menstrual o
durante el embarazo hay cambios significativos en la poblacién de la micro-
biota oral (Li y col., 2022). Con el paso de las décadas, irdn apareciendo
niveles mds altos de lactobacilos, estafilococos y Candida spp. En personas
debilitadas, en pacientes con cdncer, bajo medicacién citotéxica y/o trata-
mientos inmunosupresores también pueden aparecer enterobacterias oportu-
nistas, estafilococos y Candida spp. La aparicién de la candidiasis oral o de
otras levaduras es comun en los ancianos, atribuida principalmente a cambios
fisiolégicos de la mucosa oral, desnutricién, flujo salival reducido, ingesta de
medicamentos, uso de dentaduras postizas y/o deterioro de la salud general.
Ademds, en este grupo etario, las caries estardn mds asociadas a Actinomy-
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ces spp. y Lactobacillus spp. que a S. mutans (Belibasakis, 2018). Con respecto
al periodonto, la microbiota del biofilm de individuos sanos sexagenarios
consiste predominantemente de bacterias aerobias Gram (+) y menos de anae-
robios Gram (-). La prevalencia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
disminuye y Porphyromonas gingivalis aumenta con la edad. La mayor preva-
lencia de superficies radiculares expuestas y prétesis en ancianos favorece la
colonizacién oral por Actinomyces spp. Otros sitios orales, como el dorso de
la lengua, la mucosa y el paladar duro, exhiben perfiles mds diversos (comun-
mente pertenecientes a los géneros Streptococcus, Veillonella'y Fusobacterium),
mientras que las especies tipicamente asociadas con caries y periodontitis
pueden detectarse raramente. Esto no es sorprendente, ya que las poblaciones
de edad avanzada tienden a albergar mds microorganismos «superinfecciosos»,
lo que implica que pueden ocurrir formas «geridtricas» de periodontitis. En
poblaciones extremadamente mayores, como las personas centenarias, se pue-
den encontrar microbiotas orales atin mds diferenciadas (Belibasakis, 2018).

Composicion de la microbiota oral

Después del colon, la microbiota oral representa la segunda microbiota mds
diversa en el huésped humano, con més de 700 especies bacterianas identifi-
cadas. En comparacién con otros sitios del cuerpo colonizados (como el intes-
tino y la piel), la microbiota oral tiene el conjunto mds grande de microorga-
nismos que se comparten entre individuos. Sus principales filos son
Actinobacteria (géneros Corynebacterium, Rothia'y Actinomyces), Bacteroidetes
(géneros Prevotella, Capnocytophaga y Porphyromonas), Chlamydiae, Euryar-
chaeota, Fusobacteria (género Fusobacterium), Firmicutes (géneros Streptococcus
y Granulicatella), Proteobacteria (género Neisseria y Haemophilus), Spirochaetes
y lenericutes. A su vez, el género mds abundante es Streprococcus, con una
abundancia superior al 10 % y presente en mds del 75 % de las personas, espe-
cificamente S. oralis, S. mitis'y S. peroris. Otros miembros centrales con mds
del 1 % de abundancia en al menos el 80 % de las personas pertenecen a la
familia Pasteurellaceae, a los géneros Gemella, Veillonella, Prevotella, Fusobac-
terium, Porphyromonas, Neisseria, Capnocytophaga, Corynebacterium y Acti-
nomyces, y al 6rden Lactobacillales y familia Lachnospiraceae. También hay
algunos filos y divisiones menos conocidos en la cavidad bucal, pero algunos
son particularmente importantes porque sus miembros influyen en toda la
ecologia microbiana oral ya que modulan la jerarquia estructural y las funcio-
nes de la microbiota oral.
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En cuanto a los otros integrantes de la microbiota oral, las arqueas son
mucho menos numerosas y diversas que las bacterias, encontrandose exclusi-
vamente en procesos patogénicos. Ademds, hay aproximadamente 100 especies
de hongos en la cavidad oral, representando solamente el 0,004 % del total
de microorganismos orales. Los géneros comunes son Aspergillus, Aureobasi-
dium, Candida, Cladosporium, Cryptococcus, Fusarium, Gibberella, Penicillium,
Rhodotorula, Saccharomycetales y Schizophyllum. Finalmente, como parte del
microbioma, el viroma oral consta de virus eucariotas (principalmente Ane-
loviridae, Herpesviridae y Papillomaviridae) y fagos. En la actualidad, el con-
senso sobre los virus orales es que son personales y persistentes. Dentro de
cada entorno, suelen pertenecer a la misma familia. (Sedghi y col., 2021, Liy
col, 2022)

Microbiota bucal central

Las personas sanas contienen en sus bocas sistemas ecolégicos altamente hete-
rogéneos segtin los diferentes nichos orales, permitiendo contener comunida-
des microbianas significativamente diferentes (Li y col, 2022). Desafortunada-
mente una limitante para profundizar los estudios de los microorganismos
orales encontrados por metagendmica, es que entre un 20 y un 60 % no se
pueden cultivar por restricciones en las condiciones de cultivo (Lu y col., 2019).

Nichos bucales

La cavidad oral es un ecosistema extremadamente diverso, dindmico y tinico
en el cuerpo humano, con un rasgo caracteristico que es la inestabilidad de
sus condiciones ecoldgicas. La cavidad oral consta de una membrana mucosa
cubierta con un epitelio escamoso estratificado queratinizado (como el pala-
dar) y un epitelio no queratinizado; la superficie papilar de la lengua y estruc-
turas duras de los dientes por encima y por debajo del margen gingival, que
no se desprenden. Cada zona posee diferentes superficies, ranuras y huecos
(Struzycka y col., 2014). La temperatura, la disponibilidad de oxigeno, las
concentraciones de co,, el pH, los nutrientes endégenos y exégenos, el
ambiente redox, el flujo salival y las tensiones de masticacién, entre otros
factores, varian de un sector a otro dentro de la cavidad bucal, seleccionando
microorganismos adecuados para cada nicho (Marsh y col., 20205 Li y col.,
2022), como se detalla a continuacién.
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Saliva

La saliva de la mucosa oral contiene hasta 10® microorganismos/ml, siendo
mds abundantes los Firmicutes (Marsh y col., 2020; Pathak y col., 20215 Li y
col., 2022). Debido a que su composicién microbioldgica incluye los microor-
ganismos que se desprenden de varios nichos orales, la saliva era considerada
un reservorio e incluso una «huella dactilar» individual de la microbiota oral
total. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la microbiota de
la placa supragingival o de liquido de enjuague bucal son més representativos
(Marsh y col., 20205 Li y col., 2022).

La saliva influye en gran medida en la colonizacién y eliminacién de
microorganismos y juega un papel importante en las defensas fisicas, quimicas
e inmunoldgicas de la cavidad oral. Contiene inmunoglobulinas salivales,
péptidos antimicrobianos, lisozima (que provoca bacteriolisis), tripsina, o-ami-
lasa, mucina, peroxidasas, estaterina, lactoferrina (inhibe el crecimiento bac-
teriano), lactoperoxidasa (bloquea el metabolismo de la glucosa) y lipidos
antimicrobianos, entre otros. Por ejemplo, la ansiedad y los sintomas depre-
sivos pueden afectar estos componentes salivales y alterar las bacterias de la
misma, e incluso la alteracién del flujo salival puede originar rdpidamente una
disbiosis. Debido a esto, se considera que la microbiota salival puede reflejar
el estado de salud bucal y general del individuo. Los cambios en su composi-
cién pueden servir como biomarcadores para monitorear y pronosticar enfer-
medades como caries, cdncer bucal y enfermedad periodontal (Struzycka y
col., 2014; Marsh y col., 2020; Li y col., 2022).

Superficies dentales

La superficie del diente es la tinica superficie que no se desprende en la cavidad
oral, por lo que proporciona un entorno ideal para el crecimiento bacteriano
y la formacién de placa dental. La composicién microbiana en la superficie
dental estd influenciada por la anatomia y fisiologia de las superficies dentales
y el drea perigingival (figura 2).
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Surco gingival Placa Supragingival
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Figura 2 Ubicacion de la placa
bacteriana dental, supra y subgingjval

Se ha demostrado que la placa dental tiene mayor diversidad microbiana y
uniformidad que las muestras de saliva y lengua. Es de destacar que la placa
en la superficie del esmalte supragingival estd formada por la pelicula adqui-
rida, mientras que en los sitios subgingivales, el fluido crevicular gingival actia
como una fuente de nutricién y sus proteinas séricas se combinan con las
proteinas salivales para formar una pelicula proteica tnica. El efecto de barrera
fisica de la encia también reduce significativamente la tensién de oxigeno,
logrando diferencias entre las composiciones y estructuras de las microbiotas
de la placa supragingival y subgingival. La primera estd dominada por bacte-
rias Gram (+), como S. mutans, S. salivarius, S. mitis y lactobacilos, y suele ser
la causa de las caries dentales, mientras que la dltima suele estar compuesta
predominantemente de bacterias anaerobias Gram (+) como Actinomyces
y anaerobias Gram (-) tales como Veillonella, Actinobacillus, Campylobacter,
Fusobacterium nucleatum'y Porphyromonas gingivalis, ademds de algunos cocos
y bacilos Gram (+) protagonistas. La microbiota subgingival se asocia con
gingivitis y enfermedad periodontal. La superficie de la corona de un diente
también tiene su microbiota diferenciada (Struzycka y col., 2014; Belibasakis,
2018; Curtis y col., 2020; Li y col., 2022).
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Superficies de tejido blando

Las caracteristicas estructurales de la capa epitelial de la mucosa oral hacen
que se desprenda continuamente, por lo que, si bien se coloniza por microor-
ganismos orales, estos estdn relativamente restringidos. Streptococcus es el
género mds abundante en el tejido mucoso. La lengua, particularmente, tiene
una mayor densidad y diversidad de microorganismos que otras superficies
mucosas. Anaerobios facultativos y obligados (incluidos Actinomyces, Porphyro-
monas, Prevotella, Streptococcus'y Veillonella) son los principales microorganis-
mos en la saburra lingual (lengua blanquecina), probablemente porque las
papilas linguales proporcionan un ambiente anaerébico. Otros géneros abun-
dantes en la lengua son Haemophilus, Leptotrichia'y Neisseria (Liy col., 2022).

Hay un vinculo entre el gusto y la microbiota de la lengua en ciertos grupos
de individuos. Estos tienen umbrales mds bajos para los sabores dulce, agrio,
salado y amargo. Su microbiota tiene mayor abundancia principalmente en
las especies de Actinomyces, Oribacterium, Campylobacter, Solobacterium'y Cato-
nella. De tal manera la microbiota oral puede influir en las preferencias ali-
menticias del hospedador (Sedghi y col., 2021).

Biopeliculas microbianas orales

Las biopeliculas o biofilms microbianos orales son entornos ecolégicos com-
plejos pero ordenados, con abundantes y diversos microorganismos. Los bio-
films acttian protegiendo a sus habitantes frente a factores externos como anti-
bidticos, anticuerpos, bacteriéfagos y leucocitos. Dentro de estas estructuras
hay interacciones bioldgicas. La proximidad mutua de las células fomenta el
intercambio de informacién genética mediante la transferencia de pldsmidos,
incluidos los que codifican la resistencia a sustancias antimicrobianas. Ademds,
la biopelicula madura posee numerosos canales llenos de liquido, que funcio-
nan como un sistema de comunicacién tnico entre los microorganismos en
ella. Por el mismo se entregan nutrientes, oxigeno, enzimas, metabolitos, molé-
culas senal y se eliminan productos de desecho. La placa dental fue una de las
primeras estructuras formadas por bacterias que se ha descrito como un biofilm.
La mayoria de las bacterias de la cavidad bucal humana estdn asociadas con el
biofilm dental (Struzycka y col., 2014).

La matriz de las biopeliculas ayuda a las células a sobrevivir en sus respec-
tivos nichos, jugando un papel clave en la malla de las células microbianas,
proporcionando andamios tridimensionales para limitar la difusién de las
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células y asegurando la heterogeneidad del microambiente. En particular, la
matriz altamente estructurada en la placa dental producida por S. mutans
proporciona sitios de unién para otros microorganismos (Li y col., 2022).

La biopelicula naturalmente puede alcanzar un espesor de 300 a 500 célu-
las en la superficie de los dientes. Las bacterias que forman parte de ella no
suelen ceder ante los mecanismos de defensa activados por el sistema inmu-
nitario. Solo ocasionalmente, los antibidticos u otras medidas antimicrobianas
logran penetrar la sustancia pegajosa de polisacdrido que rodea la biopelicula.
Las concentraciones de agentes antimicrobianos utilizados para destruir los
componentes del biofilm deben ser muy altas, incluso varios cientos de veces
mayores que las necesarias para la destrucciéon de los microorganismos libres
o plancténicos (Struzycka y col., 2014).

El biofilm comienza formadndose sobre la base de la pelicula adquirida en
las superficies. Ahf las bacterias colonizadoras iniciales (como S. gordonii, S.
mitis, S. oralisy S. sanguinis) se unen especificamente a sus receptores salivales
complementarios a través de sus adhesinas de superficie. Los polisacdridos
extracelulares, las proteinas estructurales, los fragmentos celulares y los dcidos
nucleicos contribuyen a formar sustancias poliméricas extracelulares (Eps). De
este modo, se forma un ecosistema tridimensional, con sistemas y conductos,
compuesto por una variedad de microorganismos, EPs, proteinas y lipidos de
los alimentos y la saliva. También se ha encontrado la participacién de células
epiteliales humanas en la estructura de algunos biofilms. Fusobacterium nuclea-
tum 'y los géneros Corynebacterium 'y Veillonella desempenan el rol de puente
entre los colonizadores tempranos y posteriores en el biofilm. Durante la
maduracién de las biopeliculas orales, las bacterias principales cambian
de Streptococcus en la etapa temprana a anaerobios obligados mds tarde (por
ejemplo, Actinomyces, Capnocytophaga, Fusobacterium, Porphyromonas'y Pre-
votella). Los microorganismos anaerobios obligados tienden a quedar en el
interior, mientras que los microorganismos aerébicos facultativos u obligados
permanecen en la periferia. Los microorganismos que consumen o producen
el mismo metabolito tienden a permanecer cerca unos de otros. En un biofilm
los individuos se comunican entre si, contrariamente a lo que pasa en las
colonias. La comunicacién entre especies iguales o diferentes estd mediada
por sefiales quimicas sintetizadas y secretadas por bacterias. Algunas especies
no pueden formar biopeliculas sin interactuar con individuos de otras especies.
A su vez, las bacterias Gram (+) y Gram (-) han desarrollado sistemas de
comunicacién completamente diferentes. Esta comunicacién entre bacterias
puede alterar su comportamiento fisioldgico, competencia, patogenicidad,
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resistencia a los medicamentos, simbiosis, conjugacion, movilidad, estructura
y/o composicién del biofilm y/o formacion de esporas (Li y col., 2022).

Factores que intervienen en el equilibrio
entre salud y enfermedad

Dos de los factores mds influyentes en la composicién de la microbiota bucal
en individuos sanos, son la edad y la dieta (Lu y col., 2019). La dieta propor-
ciona recursos nutricionales para la microbiota oral y también sirve como
presion selectiva al enriquecer a los microorganismos mejor adaptados para
utilizar recursos alimenticios especificos. Grandes cambios en las dietas a lo
largo de la historia han generado cambios significativos en la microbiota
oral. Luego de la Revolucién Industrial, se desarroll6 la Dieta Occidental,
caracterizada por alimentos bédsicos como carnes de animales de granja, pro-
ductos ldcteos, aceites vegetales refinados y granos de cereales procesados,
diferentes a las dietas agricolas anteriores. Tales cambios en la dieta fueron
paralelos a cambios patolégicos en la microbiota oral, incluida una mayor
representacién de organismos productores y tolerantes de dcido y patégenos
periodontales (Sedghi y col., 2021). Se ha demostrado que comer demasiada
carne implica un alto riesgo de enfermedades orales. Por otro lado, la compo-
sicién de la microbiota oral en los vegetarianos se altera significativamente en
todos los niveles taxonémicos, incluidos los patdgenos orales como Neisse-
ria'y Haemophilus (Luy col., 2019). Mientras que la dieta influye en la micro-
biota oral, ésta a su vez también influye en las preferencias alimenticias de su
huésped. Ciertas bacterias, como los géneros Clostridium y Prevotella, alteran
los umbrales de sabor dulce, agrio, salado y amargo, favoreciendo su persis-
tencia en la cavidad bucal. Los hdbitos de higiene oral son otros factores
constantes de influencia sobre la microbiota oral. El cepillado de dientes y el
uso de hilo dental son importantes herramientas para romper la placa, cuyos
habitantes microbianos pueden causar la desmineralizacién de los dientes y
la inflamacién gingival a largo plazo (Sedghi y col., 2021).

Toda la cavidad bucal se humedece constantemente con saliva, una secre-
cién con innumerables cantidades de diferentes clases de ingredientes biolé-
gicamente activos. La saliva es la principal fuente de nutrientes para los
microorganismos, los cuales determinaran en gran medida la calidad y canti-
dad de microorganismos que habitan en la cavidad oral. El flujo de saliva, el
proceso de masticacién y la higiene bucal eliminan una gran cantidad de
bacterias de la cavidad bucal. Por lo tanto, la tasa de flujo de saliva y su calidad
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son criticos no solo en el inicio y desarrollo de las caries dentales sino también
en el proceso de remineralizacién de las lesiones cariosas tempranas. Un
aumento en la tasa de secrecién salival ayuda a reducir el tiempo de exposicién
del esmalte dental a los 4cidos y acelera la normalizacién del pH en su entorno
después de una comida que contiene productos alimenticios cariogénicos. Asi,
facilita el mantenimiento del pa de la placa microbiana a un nivel que asegure
la integridad de la composicién mineral del esmalte. Carbohidratos y fosfatos
son los compuestos amortiguadores que mantienen el equilibrio iénico entre
el esmalte y la saliva (Struzycka y col., 2014).

Otro de los mecanismos por los cuales los microorganismos comensales
promueven la salud oral es a través de la resistencia a la colonizacién por
patégenos. Los comensales superan a las especies patdgenas en la utilizacion
de los sustratos de colonizacién, impidiendo la integraciéon de los patégenos
exdgenos. Streptococcus sanguinis, S. cristatus, S. salivarius, S. mitis, Actinomy-
ces naestundii y Haemophilus parainfluenzae reducen la capacidad de Porphyro-
monas gingivalis para adherirse al sustrato. Al mismo tiempo, personas con
buena salud oral contienen cepas de Streptococcus, Actinomyces y Bifidobacte-
rium, que pueden inhibir el crecimiento de P gingivalis.

Los estados de enfermedad oral son inducidos por la disbiosis de la micro-
biota oral. Dicha disbiosis es provocada por varios factores que incluyen la
dieta del huésped, las respuestas inflamatorias, las alteraciones sistémicas y
hébitos como la ingesta de alcohol y el tabaquismo. La caries dental se atribuye
a la alta ingesta de carbohidratos en la dieta, lo que lleva a una mayor produc-
cién de dcido por parte de los microorganismos ( que reduce la capacidad de
amortiguacién de la saliva), reducciones en el pn salival, mayor produccién
de matriz de exopolisacirido de biopelicula (que atrapa y concentra los dcidos
en las superficies del esmalte) y la induccién de ciclos de retroalimentacién
positiva que fomentan el crecimiento de especies aciduricas y acidogénicas
(Struzycka y col., 2014). Algunos microorganismos comensales pueden amor-
tiguar el dcido producido por las bacterias a través de la produccién de sub-
productos metabdlicos alcalinos. La Respuesta de Stephan describe la homeos-
tasis del pH después de pulsos de carbohidratos en la cavidad oral: las vias que
generan dlcali, incluidas las que producen arginina, ornitina, citrulina, gluta-
mato, serina, treonina y urea, se estimulan después de ingesta de glucosa
(Sedghi y col., 2021).
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Caries

La caries es la enfermedad infecciosa crénica mds comtn en la boca y puede
conducir a la destruccién crénica y progresiva del tejido duro dental. Las
bacterias son las principales responsables, especialmente Streptococcus
mutans. Las caries tienen un amplio espectro y alta incidencia, pudiendo
presentarse a cualquier edad, y siendo la causa mds comitn de pérdida de
dientes y dolor en la cavidad oral. En las primeras etapas de progreso de la
caries, puede detenerse o revertirse; pero si no se trata, la enfermedad puede
avanzar también hasta la formacién de abscesos, afectacién pulpar, disfuncio-
nes del aparato masticatorio e infecciones odontogénicas sistémicas (Lu y col.,
2019; Sedghi y col., 2021).

La caries dental puede aparecer si se descuida la higiene y la dieta incluso
por unas pocas semanas. Aunque es una enfermedad multifactorial, la dieta
es uno de los factores mds importantes asociados con la colonizacién de la
cavidad oral por bacterias cariogénicas (Struzycka y col., 2014). La caries den-
tal se produce como resultado de un cambio en la composicién del biofilm
en la superficie dental, un desequilibrio microbioldgico dentro de la biopeli-
cula. La ingesta frecuente de carbohidratos puede alterar la ecologia de esta
comunidad mediante la seleccién de especies acidogénicas y acidéfilas. (Selwitz
y col., 2007; Horiuchi y col., 2009; Struzycka y col., 2014). En condiciones
de pH 4cido, los microorganismos cariogénicos se multiplican de manera
eficiente y toman la posicién dominante en la biopelicula. Producen dcidos
débiles (dcidos lactico, férmico, acético y propidnico) como productos del
metabolismo de los carbohidratos. La presencia de estos dcidos provoca una
disminucién del pu por debajo del valor critico (5,0-5,5), lo que lleva a la
desmineralizacién de los cristales de hidroxiapatita en el esmalte dental. Esto
genera el escape de fosfatos y carbonatos de calcio de la superficie del esmalte,
generando una cavidad cariosa. El proceso de desmineralizacién es reversible
en las primeras etapas, mediante remineralizacién natural por la captura de
calcio, fosfato y flior desde la saliva. En la mayoria de las personas, los pro-
cesos de desmineralizacién y remineralizacién ocurren en los dientes muchas
veces al dia. La remineralizacidn es el resultado del ajuste del pH en la cavidad
bucal por la accién de la saliva (Struzycka y col., 2014).

Como se dijo, Streptococcus mutans tiene un papel principal como patégeno
en la etiologia de la caries dental. Sin embargo, en la etapa inicial del desarro-
llo de la placa, S. mutans representa solo el 2 % de la poblacién de estrepto-
cocos (boca sana), ya que no es la tnica bacteria implicada en el proceso de
la caries dental. El inicio resulta de la actividad de estreptococos no-mutansy
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Actinomyces (microorganismos aciduricos y acidogénicos). Cuando cambian
las condiciones en la boca y comienza a acidificarse, se genera una multipli-
cacién selectiva en la placa dental de estreptococos no-mutans de pa bajo, mds
acidogénicos y acidéfilos en comparacién con las bacterias originales, cam-
biando el equilibrio de los procesos de desmineralizacién y remineralizacién,
hacia la desmineralizacién. Esto conduce a un mayor desarrollo de S. mutans
y lactobacilos y la progresién del proceso carioso. En condiciones de acidifi-
cacién severa y prolongada del ambiente (incluso pH < 4,0), las bacterias mds
acidégenas y acidéfilas comienzan a dominar: S. mutans y S. sobrinus, lacto-
bacilos, Actinomyces, bifidobacterias y levaduras. El proceso carioso progresa
con mds cambios en la composicién de la placa bacteriana. El porcentaje de
S. mutans aumenta en la placa dental en la etapa de lesiones del esmalte, pero
los estreptococos no-mutans siguen siendo dominantes. Finalmente, en las
etapas avanzadas de la caries, la proporcién de S. mutans asciende a alrededor
del 30 % de la microbiota total de la placa (Struzycka y col., 2014).

Enfermedades gingivales y periodontales

Las enfermedades gingivales son diferentes patologfas que se encuentran con-
finadas a la encia y no afectan de ningin modo a la insercién ni al resto del
periodonto. El interés por las alteraciones gingivales se basa no por su grave-
dad, sino por su enorme prevalencia en la poblacién. Las enfermedades perio-
dontales provocan la destruccion del periodonto (tejidos de soporte del diente
como la encia y el hueso alveolar) y constituyen un factor de riesgo potencial
para ciertas enfermedades sistémicas (Matesanz-Pérez y col., 2008; Lu y col.,
2019). Si bien las caracteristicas inflamatorias de la gingivitis son en su mayo-
ria reversibles, la periodontitis produce un dafio irreversible a largo plazo en
los tejidos periodontales y el hueso alveolar.

La enfermedad periodontal es causada por la disbiosis de las comunidades
microbianas subgingivales que afecta negativamente al sistema inmunitario
del huésped. Esto genera y mantiene una inflamacién absoluta en los tejidos
gingivales y periodontales, impidiendo la recuperacién del tejido. Zannerella
Jorsythia, Treponema denticola'y Porphyromonas gingivalis son las especies mds
frecuentes y con niveles muy altos en las diferentes clases de periodonti-
tis. También se encuentran Fusobacterium nucleatum y Aggregatibacter acti-
nomycetemcomitas (Lu y col., 2019). Los procesos inflamatorios tempranos,
como la gingivitis, pueden mitigarse mediante la higiene bucal y la eliminacién
del biofilm bacteriano (Sedghi y col., 2021). El raspaje y alisado radicular es
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uno de los procedimientos utilizados para eliminar la placa dental acumulada
por debajo de la encia.

La disbiosis de la microbiota asociada a la enfermedad, puede ser impulsada
por alteraciones en las condiciones ambientales locales, a veces la propia res-
puesta inflamatoria del huésped. Las respuestas inflamatorias e inmunitarias
descontroladas pueden ser las principales responsables de la destruccién del
tejido. Se puede asegurar que las bacterias causan gingivitis ya que su elimi-
nacién conduce a la reversién de esta condicién inflamatoria. Sin embargo,
los factores que determinan la progresion de gingivitis a periodontitis estin
menos establecidos. La disbiosis estd claramente asociada con la periodontitis,
pero si la disbiosis causa la enfermedad o es el resultado de la enfermedad, es
una cuestién no definida (Curtis y col., 2020).

Halitosis

Es el olor desagradable procedente del aliento de una persona. La biopelicula
de la lengua estd estrechamente asociada con la halitosis. También se asocia a
la fermentacién de aminodcidos para producir energfa por bacterias como
Actinomyces, Veillonella y Fusobacterium. Aunque no estdn claros todos los
factores que la generan, la produccién bacteriana de compuestos voldtiles de
azufre (vsc), como sulfuro de hidrégeno y metil-mercaptano, es uno de ellos.
Prevotella y Porphyromona, como otras bacterias asociadas a la periodontitis,
también pueden producir sulfuro de hidrégeno. (Takahashi, 2015; Ferndndez
Amézaga y col., 2022).

Enfermedades de las mucosas

La Leucoplasia oral (oLk), el Liquen plano oral (Lro) y el Lupus eritematoso
sistémico (LES) son enfermedades comunes de la mucosa oral o manifestacién
especifica de enfermedades sistemdticas en la mucosa oral. oLx se define como
una lesién oral blanca generalmente asintomdtica, no relacionada con otra
enfermedad. El Lro es una inflamacién mucocutinea crénica comun, con
una prevalencia que varfa de 0,1 a 4 %. Es una de las enfermedades autoin-
munes inflamatorias cronicas mds comunes, pero con riesgo de convertirse en
céncer a largo plazo. El LEs es una enfermedad autoinmune crénica con un
curso heterogéneo y compromiso sistémico. Es el resultado de una via pato-
génica compleja que culmina en la formacién de autoanticuerpos. Varios

109



estudios han demostrado que las bacterias juegan un papel importante en estas
enfermedades de las mucosas y en todas, la microbiota oral se encuentra
alterada (Lu y col., 2019).

Céancer oral

Varios factores influyen en su aparicién y desarrollo, como los genes, las bac-
terias y el estado corporal. En la cavidad oral, las bacterias convierten el etanol
de las bebidas alcohdlicas en acetaldehido, un carcinégeno. Hay un vinculo
entre la microbiota y el cdncer oral; las poblaciones de Bacillus, Enterococcus,
Parvimonas, Peptostreptococcus'y Slackia, se encuentran alteradas en esta pato-
logfa. El carcinoma de células escamosas es la neoplasia maligna mds frecuente
de la cavidad oral y los sitios adyacentes, representando mds del 90 % de todos
los cdnceres de boca (Lu y col., 2019).

Periimplantitis

Los implantes dentales se utilizan cominmente para reemplazar los dientes
perdidos. Sin embargo, generan algunas complicaciones como la periimplan-
titis, enfermedad infecciosa caracterizada por inflamacién del tejido que rodea
el implante, sangrado al sondaje con o sin supuracién y pérdida 6sea. Existen
algunas diferencias entre la microbiota oral de pacientes con periimplantitis
e individuos sanos, particularmente respecto a Eubacterium minutum (Lu y
col., 2019).

Microbiota oral y enfermedades sistémicas

La influencia de la microbiota oral no se limita a la boca. Se han detectado
microorganismos asociados a la cavidad oral en muchos érganos distantes,
incluidos el intestino delgado, los pulmones, el corazén, la placenta y el cere-
bro. Se han establecido muchas asociaciones entre los microorganismos buca-
les y otras afecciones crénicas comunes, como las enfermedades cardiovascu-
lares y la presion arterial alta. Los datos disponibles son escasos pero las
primeras investigaciones demuestran que los microorganismos asociados a la
cavidad oral pueden influir en las respuestas inmunitarias y la patogénesis de
la enfermedad fuera de la cavidad oral, y que su capacidad para colonizar sitios
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ectépicos depende del estado de salud actual del sitio. Esto sugiere que la
microbiota oral sirve como reservorio de patégenos que pueden contribuir o
exacerbar la enfermedad en érganos remotos (Sedghi y col., 2021). Se han
identificado tres mecanismos que relacionan la infeccién oral con una pato-
logia sistémica: la propagacién de la infeccion desde la cavidad oral como
resultado de una bacteriemia transitoria, circulacién de toxinas microbianas e
inflamacién sistémica causada por respuestas inmunoldgicas adversas a los
microorganismos orales.

La cavidad oral produce entre 0,75 y 1,5 L de saliva al dia y la mayoria se
traga. Por lo tanto, las bacterias orales se transfieren con frecuencia al intestino,
aunque la mayoria no estdn adaptadas para sobrevivir en un tracto gastroin-
testinal inferior saludable. Sin embargo, en el intestino de pacientes con enfer-
medad inflamatoria intestinal, viH, cirrosis hepdtica y cdncer de colon, se
encuentran niveles elevados de microorganismos asociados a la boca. Estas
enfermedades cominmente se relacionan a una microbiota intestinal pertur-
bada, indicando la capacidad de los microorganismos orales para colonizar
ectépicamente en una desregulacién inmunitaria (Sedghi y col., 2021).

Finalmente, la disbiosis microbiana oral est4 asociada a otras enfermedades
sistémicas variables, entre las que se incluyen colitis ulcerosa, enfermedad de
Crohn, cdncer de pancreas, enfermedad de Alzheimer, diabetes, complicacio-
nes en el embarazo, obesidad, sindrome de ovario poliquistico, artritis reu-
matoide y aterosclerosis. Se ha podido identificar individuos con algunas de
estas afecciones, buscando alteraciones especificas en la microbiota oral. La
colonizacién en diversos drganos por bacterias de la cavidad oral podria gene-
rar o fomentar estas enfermedades (Lu y col., 2019).

Accion metabolica de la microbiota bucal

Existe una fuerte correlacién entre los cambios de composicién y metabdli-
cos en la placa dental y la transicién de un estado de salud oral a enfermedad.
Algunos microorganismos asociados con la salud dental son aquellos capaces
de producir 4lcalis, lo cual puede afectar positivamente el balance entre mine-
ralizacién y desmineralizacién de los dientes, y ayudar a prevenir el desarrollo
de microorganismos cariogénicos. Las dos vias principales de alcalinizacién y
neutralizacién de 4cidos incluyen la hidrdlisis de trea y el metabolismo de la
arginina a través del sistema arginina deiminasa (aps) (Liu y col., 2012). La
urea de la saliva es el principal sustrato generador de alcalinidad en la cavi-
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dad oral y puede convertirse en amoniaco y diéxido de carbono por bacterias
como S. salivarius y Actinomyces naeslundii. La arginina es abundante en la
saliva, como polipéptidos o libre, y se puede degradar en varias etapas a orni-
tina, amonifaco y diéxido de carbono, via ADs. Esta serie de reacciones, que
produce moléculas alcalinas que contrarrestan la acidificacién bacteriana, es
compartida por algunas bacterias como S. sanguinis, S. mitis, S. gordonii, cier-
tos lactobacilos y Actinomyces. En general, la fermentacién bacteriana de ami-
nodcidos, donde se libera amoniaco seguido de algtin dcido orgdnico y dié-
xido de carbono, produce sustancias tanto dcidas como alcalinas pero que,
globalmente, neutralizan el ambiente 4cido. La descarboxilacién de aminod-
cidos produce di6éxido de carbono y aminas, que también conducen a la neu-
tralizacién de 4cidos. Por ejemplo, el glutamato, la arginina y la histidina, se
descarboxilan en y-aminobutirato, agmatina e histamina, respectivamente;
algunos de los cuales ademds son mediadores inflamatorios. Los dcidos pro-
ducidos pueden degradarse o modificarse atin mds para dar didxido de car-
bono y/o 4cidos mds débiles, que también reducen la acidez. Veillonella con-
vierte el lactato en formiato, acetato y propionato, mientras que lactobacilos
y Actinomyces convierten el lactato en acetato. El malato puede ser descarboxi-
lado a lactato por los estreptococos, reduciendo la acidez del ambiente. Este
tltimo mecanismo protege a los estreptococos del estrés ambiental, como el
pH écido, la oxidacién y la inanicién. Algunas bacterias, incluida Pseudorami-
bacter alactolyticus, pueden convertir acetato y butirato en butirato y capro-
ato, respectivamente (sales de dcidos mds débiles), disminuyendo la acidez del
medio ambiente (Takahashi, 2015).

Metabolismo bacteriano en placa supragingival y caries dental

La saliva nutre principalmente las bacterias de la placa supragingival. En una
primera instancia, sus nutrientes se metabolizan a monosacdridos y aminoa-
cidos. Streptococcus, Actinomyces y lactobacilos, junto con otras bacterias supra-
gingivales, metabolizan los monosacdridos a 4cidos y los aminodcidos a, prin-
cipalmente, dcidos y amoniaco. Cuando se suministran azicares en la dieta,
la acidificacién del ambiente genera la desmineralizacién de las superficies
dentales pero la produccién de dlcalis bacterianos contribuye a la reminerali-
zacion. Por ejemplo, el lactato puede ser convertido a sales de dcidos mds
débiles, como acetato y propionato, por Veillonella, Lactobacillus y Actinomy-
ces, disminuyendo la acidez global (Takahashi, 2015).
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Metabolismo bacteriano en placa subgingival y enfermedad periodontal

El fluido crevicular gingival y el epitelio descamado son las principales fuen-
tes de nutrientes para la placa subgingival, ya que contienen glicoproteinas,
proteinas, péptidos y aminodcidos. Ademds de la degradacion oxidativa que
se da en la placa supragingival, en la placa subgingival la fermentacién anae-
robia ocurre con mayor importancia. Los compuestos nitrogenados se pueden
degradar en 4cidos grasos de cadena corta, amoniaco, compuestos de azufre
e indol/ escatol por bacterias subgingivales, incluyendo Fusobacterium, Prevo-
tella'y Porphyromonas. En general, la placa subgingival mantiene una homeos-
tasis metabdlica, y la produccién de dcidos y dlcalis resulta en el manteni-
miento de un pH subgingival casi neutro, débilmente alcalino. Sin embargo,
en algunos casos los productos citotdxicos bacterianos (4cidos grasos de cadena
corta, amonfaco y compuestos de azufre) pueden inducir respuestas de defensa
del huésped y profundizar las grietas periodontales aumentando la secrecién
de fluido crevicular gingival y un mayor nimero de bacterias degradadoras
de aminodcidos y proteoliticas, como Fusobacterium'y Prevotella. El aumento
de la inflamacién y el sangrado del hospedador a su vez puede introducir mds
bacterias periodonto-patégenas, como P gingivalis (utiliza la hemina de la
hemoglobina sanguinea) y treponemas orales (requieren 4dcidos grasos de
cadena ramificada y cadena corta, producidos por P gingivalis). Algunos com-
puestos citotéxicos en la placa subgingival también son moléculas que generan

mal olor (Takahashi, 2015; Sedghi y col., 2021).

Metabolismo bacteriano sobre la lengua

La saliva y el epitelio descamado son las principales fuentes de nutrientes para
el recubrimiento de la superficie de la lengua, proveyendo glicoproteinas,
proteinas, péptidos y aminodcidos. Estos nutrientes pueden degradarse en
dcidos grasos de cadena corta, amoniaco, compuestos de azufre e indol/esca-
tol por las bacterias que recubren la lengua, incluyendo Actinomyces, Veillone-
lla'y Fusobacterium. La produccién de moléculas asociadas con el mal aliento
se potencia por algunas degradaciones de cadenas de aztcar y nicleos protei-
cos en esta zona (Takahashi, 2015).
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Otras funciones de la actividad metabdlica oral sobre la salud

El nitrato suministrado por los vegetales verdes se convierte en nitrito por
bacterias orales, incluidas Actinomyces y Veillonella, e inhibe la produccién de
dcido bacteriano, contribuyendo a la prevencién de caries. Luego, el nitrito
se reduce a dcido nitrico en el estdmago, se absorbe a nivel de los intestinos y
se reoxida a nitrato en la sangre, antes de ser secretado desde esta a la saliva.
Este proceso se conoce como circulacién de nitrato enterosalival y aprovecha
el 25 % del nitrato ingerido. Se ha descubierto que el nitrito contribuye a la
salud sistémica al estimular el sistema circulatorio. En el torrente sanguineo
el dcido nitrico también se convierte en éxido nitrico, que es importante para
la salud cardiovascular por sus efectos vasodilatadores y antihipertensivos. La
disfuncién de la sefalizacién del 6xido nitrico se asocia con hipertension
pulmonar, obesidad y enfermedad cardiovascular (Hezel y Weitzberg, 2015;

Takahashi, 2015).

Uso de probidticos como estrategia para corregir la disbiosis oral

Los probidticos han surgido en los dltimos anos como una herramienta pro-
misoria para el cuidado de la salud oral. Inicialmente, muchos de los candi-
datos examinados para salud oral fueron probidticos de origen intestinal. Estos
probiéticos «tradicionales» estdn destinados principalmente a proporcionar
beneficios para la salud intestinal y generalmente no persisten dentro de la
microbiota oral después su ingesta. Por el contrario, los probidticos orales
«autdctonos» provienen originalmente de la microbiota bucal y sus efectos
beneficiosos resultan principalmente (aunque no exclusivamente) de su inte-
raccién con los microorganismos y/o células dentro de la cavidad oral (Tagg
y col., 2023). En la actualidad, estos se concentran en lactobacilos, Streprococ-
cus salivarius y Weissella, con cepas probidticas comerciales aisladas de la cavi-
dad oral como Limosilactobacillus reuteri Arcc pTA 5289, Levilactobacillus
brevis cECcT7480, Weissella cibaria cMu o las cepas de Streptococcus salivarius
S12 y M18 (Zhang y col., 2022). Los formatos de los desarrollos comerciales
varfan desde cdpsulas o grageas dispersables, hasta enjuagues bucales, pastas
dentales y chicles.

Para las células en estado plancténico, integrarse a una comunidad micro-
biana pre-establecida como lo es la microbiota oral puede resultar dificil. Por
esto, las caracteristicas claves de los probidticos orales deben incluir fuertes
repertorios de moléculas anti-competidores, como dcidos orgdnicos, peréxido
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de hidrégeno, bacteriocinas y sustancias inhibitorias tipo-bacteriocinas (BLIS,
segln su sigla en inglés), y de estructuras de superficie que faciliten su adhesién
especifica dentro de la cavidad oral. Otros atributos importantes son la habi-
lidad de estimular la inmunidad innata y modular la respuesta inmune celu-
lar y humoral, protegiendo al hospedador de reacciones inflamatorias indu-
cidas por patdgenos, o la capacidad de liberar enzimas utiles como ureasa
(contrarresta la acidogénesis) y dextranasa (reduce la acumulacién de placa)
(Tagg y col., 2023).

Varios estudios tanto in vitro como in vivo han evaluado el efecto de los
probidticos en la salud oral; sin embargo, los estudios clinicos en humanos
aun son limitados (Han y col., 2023). A continuacién se describe la evidencia
del efecto del uso de probidticos en caries dental, enfermedad periodontal,
halitosis, candidiasis oral y otros (tilceras, mucositis y cirugfas).

Caries

Los avances relacionados a la metagenémica han permitido descubrir la com-
posicién de comunidades microbianas relacionadas con un estatus no cario-
génico. Esto apoya la idea de usar bacterias asociadas al estado saludable como
los probiéticos para el control de caries (Angarita Diaz, 2016). Debido a que
S. mutans es el principal microorganismo sefialado en el desarrollo de caries,
la mayoria de los estudios han evaluado la capacidad inhibitoria de los pro-
biéticos frente a este microorganismo mediante pruebas in vitro, o bien
midiendo la reduccién de sus niveles en saliva. (Haukioja, 2010). Un multi-
tudinario estudio en 594 nifos de entre 1y 6 afios mostré que aquellos que
consumieron leche con L. rhamnosus GG, 5 dias a la semana durante 7 meses,
presentaron menor incidencia de caries comparado con aquellos que consu-
mieron leche sin probidticos (Nise y col., 2001). Similarmente, Rodriguez y
col. (2016) observaron, en un estudio en el que participaron 205 nifios de edad
preescolar, que luego de consumir leche suplementada con L. rhamnosus sp1
por 10 meses, la prevalencia de caries disminuyd, mientras que el desarrollo
de nuevas lesiones cavitadas fue significativamente mayor en el grupo control.
Estudios empleando cepas probidticas de L. reuteri también mostraron resul-
tados interesantes. En un estudio piloto con 36 adolescentes sanos de 12 a 17
afos, la administracién de dos comprimidos diarios que contenian dos cepas
de L. reuteri (Dsm 17938 y ATCC PTA 5289) durante 3 meses, no produjo
diferencias significativas en lesiones de caries tempranas respecto al grupo
placebo (Keller y col., 2014). Otro estudio evalué el efecto de la suplementa-
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cién oral diaria con el probiético L. reuteri aATcc 55730 (en formato de gotas
de aceite) a madres durante el dltimo mes de gestacién y sus nifios hasta el
primer ano de vida, sobre la salud bucal de estos tltimos a los 9 afios de edad.
Los resultados mostraron un mayor nimero de nifos libres de caries y menor
prevalencia de lesiones cariosas proximales en el grupo probidtico (Stensson
y col., 2014). En cuanto al uso de cepas probidticas de Streptococcus para la
prevencién de caries, aunque estudios iz vitro hayan mostrado resultados
prometedores, los estudios clinicos no han demostrado resultados claros
(Poorni y col., 2019). Cabe aclarar que dado que, durante su metabolismo,
los lactobacilos y en general las bacterias dcido ldcticas (grupo al que pertene-
cen gran parte de los probiéticos), producen dcidos que podrian incrementar
el riesgo de caries, algunos estudios han evaluado este potencial cariogénico e
incluso propuesto una correlacién entre los niveles de lactobacilos en saliva y
el desarrollo de caries dentales (Badet y Thebaud, 2008). Sin embargo, en la
actualidad no hay resultados concluyentes en cuanto al potencial benéfico (o
por contraposicién cariogénico) de los lactobacilos, principalmente debido a
la gran heterogeneidad de los estudios y las metodologias aplicadas (Badet y
Thebaud, 2008; Gruner y col., 2016). En general, es aceptado que L. rham-
nosus GG es no cariogénico ya que se establece en la saliva (no en la placa
dental) y actuaria en la prevencidn de caries a través de bacteriocinas (Homa-
youni Rad y col., 2023). Por su parte, ademds de la produccién de bacterio-
cinas o BLIS, los probidticos pertenecientes a la especie L. reuteri no tendrian
actividad cariogénica debido a que serian capaces de aumentar el pH en la
cavidad oral en presencia de arginina (actividad arginolitica), mientras que S.
salivarius podria hacerlo a causa de la produccién de amonio a partir de argi-
nina y urea, mediante la expresién del gen de la ureasa (Angarita Diaz, 2016).

Enfermedad periodontal

Existe un creciente interés en el uso de probiéticos en terapia y cuidado perio-
dontal. Hay varias formas de aplicacién de probidticos: aquellos comerciali-
zados y estudiados en terapia periodontal se ofrecen usualmente en formato
de cdpsulas o grageas dispersables mientras que los enjuagues bucales y pastas
dentales son a menudo utilizados para el cuidado de la salud periodontal
(Zhang y col., 2022). La presencia de placa bacteriana es un factor decisivo
en la aparicién y la progresién de la gingivitis y la periodontitis (Kiirschner,
2019). Estudios recientes han revelado que varios probiéticos podrian efecti-
vamente inhibir los periodonto-patégenos y mejorar varios indices relaciona-
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dos con la salud periodontal como el indice de placa (1), indice gingival (G1),
sangrado al sondaje (Bor), profundidad de bolsa periodontal (ppD), pérdida
de insercién clinica (caL) y el fluido crevicular gingival (GCE), asi como mar-
cadores bioquimicos asociados a inflamacién (Zhang y col., 2022). Breve-
mente, PI refleja la situacién actual de la placa, G1 muestra la reaccién infla-
matoria en la encia como respuesta a la exposicién a la placa, Bor indica la
presencia de inflamacién en las bolsas periodontales, PPD y caL marcan si el
proceso inflamatorio se vuelve crénico y comienza la degradacién de los teji-
dos de soporte, y el GcF es un fluido fécil de recolectar y que contiene mar-
cadores sistémicos y locales utiles para monitorear la enfermedad y la evolucién
de su tratamiento.

Los primeros informes del uso de un sobrenadante de L. acidophilus para
fortalecer la salud oral se remontan a 1954, para el tratamiento de la inflama-
cién periodontal (Haukioja, 2010). En las tltimas tres décadas, varios estudios
han evaluado a cepas de L. reuteri, L. brevis, L. casei (cepa Shirota), L. saliva-
rius, W. cibaria y B. subtilis, con resultados heterogéneos. El uso de chicles
conteniendo cepas de L. reuteri (ATCC 55730 y ATCC PTA 5289) mejord la salud
gingival de adultos saludables con niveles moderados de inflamacién gingival,
disminuyendo el sangrado de las encias y los niveles de citoquinas pro infla-
matorias en GCF (Twetman y col., 2009). Otros resultados incluyen disminu-
cién en la actividad Mmmp (colagenasa) y otros marcadores inflamatorios en
saliva luego del uso de grageas con L. brevis cp2 o reduccién de la profundi-
dad de las bolsas periodontales, mejora del p1 y disminucién en los niveles de
algunos periodonto—patégenos en la placa, luego del consumo de comprimi-
dos conteniendo L. salivarius ws21 (Della Riccia y col., 2007; Mayanagi y
col., 2009). Aunque en estos estudios se han obtenido resultados alentadores,
en otros las diferencias observadas fueron bastante pequefas, aunque estadis-
ticamente significativas (Haukioja, 2010). La administracién diaria de grageas
dispersables de W/ cibaria cmu durante 8 semanas, acompanando el raspaje
y alisado (procedimiento de remocién de la placa), mejoré el indicador Bop
y redujo los niveles de £ nucleatum, aunque no modificé otros pardmetros
como PD, GI y PI. Estos resultados sugieren que la suplementacién con esta
cepa podria contribuir a la salud oral. Sin embargo, cabe destacar que estos
resultados se obtuvieron en personas sanas por lo que los resultados no deben
generalizarse a pacientes con gingivitis u otras enfermedades orales (Kang y
col., 2020). Recientemente, una revisién sistemdtica y metaandlisis que incluyé
19 ensayos controlados aleatorizados (RcT) publicados entre 2010 y 2020,
evalué el impacto de la suplementacién con probidticos en el tratamiento de
la enfermedad periodontal crénica (pc). La mayoria de las formulaciones
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probidticas utilizadas contenian cepas de L. reuteri y los participantes (10-35
por estudio) eran adultos sistémicamente sanos con periodontitis. Los resul-
tados revelaron que el uso de probidticos como adyuvante en el tratamiento
de pacientes con Pc se asoci6 en gran medida con una buena eficacia clinica,
con mejoras estadisticamente significativas en P1, CAL, GI, BOP, PPD y niveles
de microorganismos subgingivales. Esto sugiere que la administracién con-
junta de probidticos con el raspaje y alisado puede mejorar los resultados
clinicos de pacientes con Pc y reducir los niveles de patégenos periodontales.
Sin embargo, se necesitan experimentos mds completos para estandarizar la
terapia adyuvante con probidticos (Li y col., 2023).

Halitosis

Ciertas especies bacterianas orales son relativamente prevalentes en sujetos
saludables, como por ejemplo S. salivarius, mientras que otras especies son
predominantes en individuos que sufren halitosis, como £ nucleatum. Cldsi-
camente, los tratamientos para prevenir o aliviar la halitosis se enfocan en
tratamientos antibacterianos no selectivos, lo cual reduce la carga total de
bacterias orales, o en el uso de agentes que enmascaran o neutralizan el olor
(Burton y col., 2006). Estos protocolos generalmente s6lo proveen beneficios
a corto plazo. Debido a su alta capacidad de competir por sitios de coloniza-
cién, a la produccién de BLIS y a su baja produccién de vsc, las cepas pro-
bidticas de S. salivarius son buenas candidatas para aliviar la halitosis. En 2006,
Burton y col. demostraron en un estudio piloto con 23 sujetos con halitosis,
que la administracién de S. salivarius K12 en forma de grageas orodispersables,
luego de la utilizacién de un enjuague con clorhexidina, redujo los niveles de
vsc en 7 dias posteriores al tratamiento. Jamali y col. (2016) también compa-
raron el efecto adyuvante de este probiético, administrandolo luego del enjua-
gue antimicrobiano. En este estudio, en el que participaron 208 nifios, el mal
aliento se evalué a través de un test organoléptico (oLT). Los resultados indi-
caron que, si bien todos los ninos que utilizaron el enjuague tuvieron mejoras
en sus puntajes, s6lo aquellos que en simultdneo recibieron el probidtico
mostraron un efecto mds prolongado y estable en el tiempo. En otro estudio,
el uso de un comprimido de S. salivarius K12 diario durante 30 dias no tuvo
un efecto significativo en la halitosis con saburra lingual cuando esta no se
pretratd fisica o quimicamente (He y col., 2020). Otros probidticos también
han sido evaluados en el tratamiento de la halitosis. Han y col. (2023) reali-
zaron un RCT en el que participaron 100 adultos que consumieron diariamente
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un comprimido que contenfa W, cibaria cmu. Al cabo de 8 semanas obser-
varon en el grupo probiético una marcada reduccién en los niveles de vsc
totales y de los puntajes de mejora de mal aliento (BBI, segtin sigla en inglés),
aumento en la poblacién de W, cibaria (colonizacién oral) y mejora en indi-
cadores psicoldgicos. En otro estudio clinico, realizado durante 28 dias en 25
adultos jévenes sanos con mal aliento matutino autoinformado, se obtuvieron
resultados prometedores después de usar goma de mascar probiética que con-
tenfa dos cepas de L. reuteri (aATCC PTA 5289 y DSM 17938). Los voluntarios
reportaron efectos beneficiosos sobre el mal olor oral evaluado por oLt (Keller
y col., 2012). Dos recientes revisiones sistemdticas con metaandlisis, llevados
a cabo por Yoo y col. (2019) y Lépez-Valverde y col. (2022), resumieron la
evidencia de tres y cuatro RCT, respectivamente. Ambos trabajos concluyeron
que si bien los datos preliminares sugieren la recomendacién de probidticos
para el manejo de la halitosis, la evidencia disponible es cuantitativa y cuali-
tativamente insuficiente para recomendaciones adicionales en términos de
estrategias de administracién y pretratamiento.

Candidiasis oral

Candida albicans es uno de los agentes infecciosos predominantes en la cavi-
dad oral, y particularmente en personas mayores o inmunosuprimidas, el
riesgo de infecciones aumenta (Homayouni Rad y col., 2023). En la actualidad,
la candidiasis oral es tratada con agentes antifiingicos como nistatina, fluco-
nazol y miconazol (Hu y col., 2019). Sin embargo, el aumento en la resisten-
cia a los antifingicos y los efectos colaterales de los mismos plantea la nece-
sidad hallar nuevas estrategias para luchar contra los hongos patégenos
(Homayouni Rad Rad y col. 2023). Algunos probidticos han demostrado en
estudios 77 vitro efectos inhibidores del crecimiento, adhesién, proliferacion
y formacién de biopeliculas de C. albicans (Min y col., 2023). Uno de los
primeros casos en humanos en evaluar el uso de probiéticos contra Candida
fue realizado en adultos mayores en Finlandia. En un estudio en el que par-
ticiparon 276 personas de 70 a 100 afos durante 16 semanas, la administracién
de un queso probidtico (so g/dia) conteniendo dos cepas de L. rhamnosus (GG
y LC705) y Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii js redujo la pre-
valencia oral de levaduras en saliva (Hatakka y col., 2007). En particular, las
personas mayores que usan prétesis dentales son susceptibles a sufrir la colo-
nizacién de las superficies orales por Candida. En un estudio realizado en 59
adultos mayores usuarios de prétesis dentales y asintomadticos de candidiasis,
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la aplicacién diaria de un producto con cepas de L. rhamnosus, L. acidophilus,
y B. bifidum sobre la superficie palatina de la dentadura maxilar redujo la
colonizacién de la cavidad oral con Candida luego de 5 semanas de tratamiento
(Ishikawa y col., 2014). C. albicans es la especie fingica mds frecuentemente
aislada en nifios. Durante un ensayo clinico aleatorizado que se realiz6 en 6o
nifios de 6 a 14 afos, la utilizacién de un enjuague probiético con tres cepas
de Streptococcus (2 veces/dia durante 1 semana) demostré ser tan efectiva en
reducir los niveles salivales de C. albicans como el enjuague con el agente
antimicrobiano digluconato de clorhexidina (Mishra y col., 2016). El probié-
tico oral S. salivarius x12, ademds de tener la habilidad de interferir con el
crecimiento excesivo de patégenos que ocupan la cavidad oral y nasofaringea,
y de ser beneficioso para el tratamiento de otitis media, halitosis y faringo-
tonsilitis aguda, podria tener un rol en la proteccion contra C. albicans. En
un estudio reciente realizado en 56 pacientes adultos con candidiasis oral, la
administracién dos veces al dia de S. salivarius K12 como adyuvante, acompa-
flando el tratamiento tdpico con nistatina, llevé a una reduccién significativa
del tiempo para obtener la cura micoldgica: 3 semanas vs. 4 semanas para los
pacientes que se aplicaron sélo el antifingico (Hu y col., 2019). Los resultados
alentadores en los estudios clinicos sobre el uso de probidticos en la prevencién
y tratamiento de candidiasis y la problemdtica del aumento de la resistencia
a los antifiingicos podria expandir la investigacion en esta temdtica en los
proximos anos.

Ulceras, mucositis oral y cirugias

El uso de probidticos también se estd estudiando en otras afecciones de la
cavidad oral, principalmente a través de ensayos iz vitro o en modelos anima-
les. En un contexto de disbiosis oral, ciertos microorganismos pueden incen-
tivar el desarrollo de mucositis oral o prolongar la rehabilitacién de ulceracio-
nes (Min y col., 2023). Han y col. (2020) estudiaron la administracién de
probidticos como estrategia para restituir el balance en la microbiota oral y
ayudar en la recuperacién de lesiones de la cavidad que puede verse retardada
por la accién de ves (lipopolisacdridos) de Porphyromonas gingivalis. Cuando
en un modelo murino se aplicé un tratamiento con una mezcla de cepas de L.
reuteri (probidtico) y P gingivalis (patdgeno), la tasa de curacién fue mds rdpida
debido a la degradacién del Lps por la reuterina producida por L. reuteri. Como
método emergente para el tratamiento de tlceras orales a través de la regulacién
de la microbiota, el trasplante de microbiota oral (omT) también ha sido pro-
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puesto. A diferencia del transplante de microbiota fecal (emT), ampliamente
utilizado en clinica, la investigacién sobre omMT todavia estd restringida a expe-
rimentos con animales ya que su aplicacién depende de una variedad de fac-
tores y a que el trasplante accidental de microorganismos patdgenos podria
causar graves consecuencias al receptor (Min y col., 2023). En el caso de muco-
sitis oral inducida por radiacién (R1om segtin su sigla en inglés), Wang y col.
(2021) probaron los efectos de la administracién de S. salivarius K12 en un
modelo con ratones RIOM y encontraron que el uso del probiético redujo el
tamafio de las tlceras, aumenté el grosor de las capas mucosas y epitelial, ate-
nuo la apoptosis y ademds reconstituyé parcialmente la microbiota de la mucosa
oral de los ratones, lo que result6 en una reduccién significativa de Pasteurella
y bacterias anaerobias. Wilivaara y col. (2019) estudiaron el efecto de la admi-
nistracion de suplementos probidticos luego de remocién quirtrgica de mue-
las. Participaron 64 voluntarios de 18 a 34 afos que tomaron 3 grageas por dia
conteniendo dos cepas de L. reuteri (DsM 17938 y ATCC PTA 5289) 0 un placebo.
Si bien no se observaron diferencias significativas en los indices clinicos de
curacién o en el uso de analgésicos al cabo de dos semanas, interesantemente
si se observé una reduccién en los indicadores auto-reportados por los pacien-
tes del grupo tratado: sensacién de hinchazén, noches con disrupcién del suefio
y dias de licencias solicitadas al trabajo.

Algunos desarrollos comerciales a partir de cepas aisladas
de la microbiota oral

Streptococcus salivarius K12, comercializado como BLIS Ki2® por BLIS Techno-
logies Ltd. (Nueva Zelanda), es una cepa aislada de la cavidad oral de un nifio
saludable. Originalmente se comercializé para el tratamiento de faringitis y
el cuidado de la garganta por su fuerte actividad inhibidora de S. pyogenes.
Hoy en dia, més de 70 estudios clinicos se han realizado con la cepa y existe
evidencia sobre sus efectos benéficos en la salud de oido, nariz y garganta,
ademds de inmunomodulacién y halitosis. Actda a través de la produccién de
péptidos antimicrobianos BLIs (faringitis y halitosis), pero también de dex-
tranasa y ureasa (caries), o a través de la reduccién de citoquinas inflamatorias
(gingivitis) y la unién directa a Candida (candidiasis oral). En Estados Unidos
tiene status «GRAS» mientras que en Europa, aunque la especie S. salivarius
todavia es clasificada como grupo de riesgo 2, S. salivarius x12 ha sido recla-
sificada en Alemania como organismo de grupo de riesgo 1 en base a la evi-
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dencia que respalda su seguridad. Se comercializa tipicamente en formato de
grageas orodispersables (https://blis.co.nz/blis-k12).

Limosilactobacillus reuteri ATccC PTA 5289, comercializado junto a L. reuteri
DSM 17938 como L. reuteri Prodentis (BioGaia®, Suecia), fue aislado de la
cavidad oral de una mujer japonesa con salud oral extremadamente buena.
Existen 64 ensayos clinicos realizados con la cepa y sus efectos benéficos repor-
tados incluyen la reduccién de tonsilitis, laringitis y caries dentales. Actda a
través de la produccién de sustancias antimicrobianas reuterina y reuterici-
clina, que son activas ante un amplio rango de patégenos. Se comercializa
tipicamente en formato de gotas, y también como comprimidos o chicles
(https://www.biogaia.com/probiotic-health/l-reuteri-strains/).

Weisella cibaria cmu, comercializado como Oracmu® (OraTics, Corea del
Sur), es una cepa aislada de la saliva de un nifo saludable. Existen 13 ensayos
clinicos y preclinicos realizados con la cepa, y sus efectos benéficos reportados
incluyen tratamiento de la halitosis (a través de la inhibicién de la produccién
de vsc y de la proliferacién de F nucleatum) y mejora de la salud oral en
general. Se comercializa tipicamente en formato de grageas orodispersables
(https://oraticxusa.com/pages/our-probiotics-oraticx).
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Capitulo 6
La microbiota gastrica
Jorge Reinheimer

La microbiota gastrica

El estémago fue histéricamente asumido como un érgano estéril debido a su
pH dcido y movimientos peristalticos. Sin embargo, este concepto cambié a
partir del descubrimiento de Helicobacter pylori, una bacteria que mayormente
coloniza el estémago humano.

El proceso para analizar la diversidad de la microbiota gdstrica ha sufrido
un cambio desde los métodos cultivo-dependientes hasta las tecnologias mole-
culares, tales como secuenciacién del entero genoma 16S ribosomal rNA, y
estudios proteémicos y metabolémicos, proveyendo fascinante informacién
de la microbiota humana géstrica (Dai y col., 2021; Zhou y col., 2023).

Microecologia gastrica

El estémago es un drea del tracto digestivo, con secrecién de dcido géstrico y
constituyendo un ambiente ecoldgico especial, con una particular comunidad
microbiana. Un estémago saludable estd colonizado por una microbiota
diversa. Grandes diferencias en la composicién de esta microbiota entre indi-
viduos han sido observadas. Sin embargo, debemos decir que las comunidades
bacterianas en estémagos saludables no estdn todavia del todo caracterizadas.
Al principio, la electroforesis en gel y gradiente de temperatura de amplicones
de 16S rRNA para clasificar la microbiota gdstrica, determind 3 filos principa-
les: Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria. A medida que aumentaba el
rendimiento de los métodos de secuenciacién, mds bacterias fueron encon-
tradas en el estémago humano. Los datos brindados por G2 PhyloChip (16S
rRNA) revelaron 44 filos bacterianos en el estémago, de los cuales 4 resultaron
dominantes: Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes. Datos
obtenidos por pirosecuenciacién de codigo de barras 16S indicaron que el
estomago humano contiene en realidad 5 filos dominantes (los ya mencionados,
mds Fusobacteria) y, ademds, se determinaron los géneros predominantes:
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Streptococcus (filo Firmicutes), Neisseria y Haemophilus (Proteobacteria), y
Prevotella y Porphyromonas (Bacteroidetes). Comparados con los de la mucosa
géstrica, los niveles de H. pylori y Proteobacteria, en general, decrecen en jugo
gdstrico, mientras que Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes, se incrementan.
Debe notarse que las muestras de fluido géstrico mostraron mayor diversidad
que las muestras de mucosa gdstrica. Sin embargo, las bacterias en el jugo
gastrico pueden ser transientes dado que el estémago estd expuesto a la
afluencia bacteriana desde la cavidad oral y un reflujo via el duodeno (Chen
y col., 2023; Zhang y col., 2023; Zhou y col., 2023).

Aparte de los ya mencionados, muchos otros miembros han sido localizados
en el estdmago, incluyendo Lactobacillus spp., Klebsiella spp., Eschericia coli,
Rothia spp., Burkholderia pseudomallei, Bacillus spp., Morganella morganii,
Acinetobacter spp., Veillonella spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp.,
Bacteroides spp. y Peptococcus spp., al margen de algunas otras enigmadticas
bacterias no cultivables (Zhou y col., 2023). Lactobacillus y Enterococcus son
bacterias comensales en estdmagos saludables, con abundancias de hasta el 30
y SI %, respectivamente. Sin embargo, exceder esos limites, se piensa como
riesgo para el desarrollo de cdncer géstrico (Zhang y col, 2023).

El establecimiento y estabilidad de la microecologia géstrica se atribuye a
la barrera mucosa epitelial y sistema inmunolégico. La capa de mucus sobre
las paredes estomacales establece un gradiente de pH, con un valor de 1-2 en
el lumen géstrico y 6-7 en la superficie mucosa. El jugo géstrico es una barrera
que debilita la colonizacién bacteriana mientras que las bacterias adheridas a
la mucosa crean un ambiente mds amigable para la colonizacién. La respuesta
inmune innata y adaptativa mantiene un balance microbiano a través del
mecanismo de homeostasis inmune (Chen y col., 2023; Zhang y col., 2023;
Zhou y col., 2023).

El intestino humano hospeda la mayor comunidad microbiana, de 40 tri-
llones de bacterias, del cuerpo, contribuyendo a la maduracién intestinal,
nutricién del hospedador y resistencia a los patégenos. Por contraste, en estd-
magos saludables, que nunca han mostrado ninguno de los dos eventos mds
importantes para perturbacién de la microbiota, una infeccién de H. pylori
ni el uso de inhibidores de la bomba de protones, se ha demostrado que la
microbiota del estémago y duodeno, respecto al tracto gastrointestinal inferior,
tiene un significativamente menor nimero de bacterias. Esto es debido a las
caracteristicas de la barrera géstrica, tales como las condiciones altamente
dcidas del lumen por el 4cido secretado por las células parietales, ya mencio-
nado, y la presencia de enzimas proteoliticas (pepsinas) derivadas de las célu-
las zimbgenas secretoras de pepsindgeno. Las pepsinas desnaturalizan protei-
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nas e inhiben la supervivencia de microbiota. El impacto de la microbiota
géstrica sobre la patofisiologia no es muy conocida comparada con la del
intestino y los estudios sobre el sistema immune estomacal son menos nume-
rosos. Estd ahora claro que el estémago no es un 6rgano estéril ni inmunolé-
gicamente silencioso, y que contiene una microbiota comensal diversa con
una particular composicién y un propio sistema immune en el tracto gastroin-
testinal, constituyéndose en un nicho tnico (Ohno y col., 2020).

Factores que afectan a la microbiota gastrica

Varios factores afectan la supervivencia y funcién de la microbiota géstrica.
El ambiente hostil en el estémago, que contiene enzimas antibacterianas,
defensinas, inmunoglobulina y alta concentracién de dcido, es un desafio para
la microbiota. Estas sustancias pueden efectivamente proteger la mucosa gds-
trica hospedadora del ataque bacteriano. La inmunoglobulina A (IgA) podria
prevenir que las bacterias penetren la barrera epitelial (incluido H. pylori) y
mantener potencialmente la diversidad de una microbiota gastrointestinal
normal, saludable. El mecanismo para liberar IgA suficiente es inmaduro en
nifios, resultando en una mds alta susceptibilidad a H. pylori. Algunos factores
externos también influencian la microbiota gdstrica humana, incluyendo la
dieta, antibiéticos, inhibidores de la bomba de protones (pr1), geografia e
intervenciones quirtrgicas. Por ejemplo, en el estémago de individuos sanos,
la familia mds abundante fue Prevotellaceae, seguida de Streptococcaceae, Para-
prevotellaceae y Fusobacteriaceae; mientras que entre pacientes que recibieron
un tratamiento con inhibidores de la bomba de protones, Streptococcaceae fue
la familia prevalente, seguida por Prevotellaceae, Campylobacteriaceae y Lepto-
trichiaceae. Aplicaciones por largo tiempo de ppI incrementa el pH intragis-
trico, permitiendo a las bacterias alcanzar la fase de desarrollo, resultando en
un aumento de su presencia y una traslocacién incrementada. Esto lleva a un
nuevo balance en el cual bacterias orales aumentan significativamente, tales
como Pepto-streptococcusstomatis, Parvimonas micra, Slackia exigua, Streptococ-
cus anginosus y Dialist pneumonitis. Ademds, la diversidad de la microbiota
géstrica se incrementd significativamente después de una gastrectomtfa parcial,*
siendo Helicobacter y Ralstonia los dos mds abundantes géneros luego de la

1. Gastrectomia parcial: procedimiento quirirgico que se efectla para extirpar todo o
parte del estbmago. Se la realiza para tratar cancer de estdmago o de eséfago, tumores
no cancerosos, Ulceras sangrantes, obesidad grave, etcétera.
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misma. La secrecién de dcido géstrico se reduce significativamente luego de
una gastrectomia, asi como de una vagotomia selectiva? lo cual aumenta el
pH en el estémago y cambia la composicién bacteriana (Zhou y col., 2023).

Un estudio demostré que la composicion bacteriana del estémago no estd
afectada significativamente por el sexo y la edad, aunque otros estudios mos-
traron lo contrario respecto al menos respecto de la edad. Algunas etnias
tienen un especifico perfil de la microbiota. Estas diferencias normalmente se
adjudican, al menos parcialmente, a los hdbitos alimentarios. Por ejemplo,
China es un pais con un alto consumo de sal, dos veces el recomendado por
la wHO. Una dieta alta en sal cambia la composicién de la microbiota al
reducir la abundancia de Bacteroidetes y Proteobacteria al nivel de filos, y
decrece la abundancia relativa del género Lactobacillus, favoreciendo la posi-
bilidad de una persistente infeccién por H. pylori (Ohno y col., 2020; Dascalu
y col., 2023).

Una alterada composicién y funcién de la microbiota son considerados
desdrdenes ecoldgicos géstricos que pueden causar gastritis, disfuncién immu-
nitaria, disminucién de bacterias dominantes e incremento de la abundancia
y virulencia de microorganismos, llevando a una invasién de bacterias pat6-
genas y enfermedades relacionadas. Se ha demostrado que la microbiota gds-
trica puede contribuir a la enfermedad géstrica que sigue a una infeccién por
H. pylori.

Los pacientes con hipoclorhidria tienen muchas bacterias ureasa positiva
diferentes a H. pylori, tales como Actinomyces, Corynebacterium, Haemophilus,
Streptococcus y Staphylococcus (Zhang y col., 2023).

Helicobacter pylori: el gran intruso

Microecologia gastrica e infeccion por H. pylori

H. pylori, una bacteria Gram (-), espiralada o helicoide y flagelada, de desa-
rrollo lento, productora de ureasa y perteneciente al filo Proteobacteria, es

considerada un constituyente del microbioma gdstrico humano normal, un
patobionte (bacteria endégena benigna que tiene la capacidad, en condiciones

2. Vagotomia selectiva: técnica que corta partes del nervio vago responsables en el est6-
mago de elaborar acido gastrico. Se realiza para tratar Ulceras estomacales u otras afec-
ciones por las cuales el estomago produce demasiado acido.
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de un ecosistema alterado, disbiosis, de provocar determinadas patologias) y
que coloniza la mucosa gastrica de mds de la mitad de la poblacién humana,
ranqueando del 20 % en paises desarrollados a mds del 9o % en paises en
desarrollo. La prevalencia de infecciones por H. pylori en Latinoamérica y el
Caribe se estima en alrededor de 70 % en adultos. Epidemiolégicamente, H.
pylori afecta a mds de 4,4 billones de personas en el mundo (Ansari y Yamaoka,
2017; Ohno y Satoh-Takayama, 2020; Dascalu y col., 2023; Sampaio Soares y
col., 2023; Zhang y col., 2023; Zhou y col., 2023; Almashhadany y col., 2024).

Ha sido demostrado que el riesgo de adquirir la infeccién estd fuertemente
asociada con el nivel socioeconémico y condiciones de higiene en la infancia
temprana, y ocurre raramente en adultos. La mds alta tasa de infeccién se
observa en grupos con bajo nivel socio econdmico. Se adquiere en la infancia
y persiste a lo largo de la vida sin terapias de erradicacién. Una de las posibles
explicaciones para esto es que el desarrollo evolutivo del estdmago en la infan-
cia temprana estd asociado con el alivio de la hostilidad gistrica, incluyendo
aclorhidria, comparado con la edad adulta. La infeccién es generalmente asin-
tomdtica en ninos. La hostilidad géstrica en adultos inhibe suficientemente la
infeccién por H. pyloriy, cuando ocurre, es probable que cause gastritis aguda
que puede ser luego erradicada. La infeccién con H. pylori es uno de las més
comunes infecciones bacterianas crénicas, jugando un importante rol en la
emergencia de inflamacidn gdstrica progresiva crénica y una diversidad de
enfermedades gastrointestinales, tales como tlceras géstricas o duodenales,
céncer géstrico o linfoma MaLT (Ohno y Satoh—Takayama, 2020; Dascalu y
col., 2023; Ravikumara, M., 2023).

El consumo de frutas y vegetales crudos, a menudo irrigados con agua
contaminada con heces, ha sido asociado con la transmisién de H. pylori. Los
alimentos pueden también ser contaminados cuando existe higiene deficiente
durante el procesamiento. La manipulacion de los mismos puede contribuir a
la contaminacién via manos y secreciones orales y nasales pero también a través
del agua de bebida (Sampaio Soares y col., 2023; Almashhadany y col., 2024).

El patégeno estd bien adaptado al medio gstrico, con adhesién especifica
a las células epiteliales géstricas. H. pylori coloniza la capa de mucus en el
antrum gastrico o dreas del duodeno, y requiere al menos tres caracteristicas
claves para inducir la infeccién: la produccién de una ureasa activa, la presen-
cia de flagelos y la presencia de adhesinas (Dascalu y col., 2023). La ureasa le
permite hidrolizar urea generando diéxido de carbono y amoniaco para neu-
tralizar el medio acidico del estémago y facilitar su colonizacién (Ansari y
Yamaoka, 2017; Ohno y Satoh—Takayama, 2020; Dascalu y col., 2023; Zhang
y col.,, 2023, Zhou y col., 2023). Al pasaje a través de la capa de mucus hacia
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la superficie del epitelio gdstrico lo logra fécilmente por su forma espiralada,
los flagelos y enzimas mucoliticas. H. pylori se adhiere usando algunas molé-
culas de adhesién, incluyendo BabA, que se ligan a antigenos expresados en
la superficie de células de la mucosa gistrica provocando gastritis entre los
individuos que son infectados. La adhesion es el primer paso para una colo-
nizacién persistente. Ciertos individuos pueden expresar receptores superfi-
ciales especificos o mayor nimero de receptores, volviéndose mds susceptibles
a la adhesién y colonizacién de H. pylori (Ohno y Satoh—Takayama, 20205
Dascalu y col., 2023; Peng y col., 2023; Yang y col., 2023). En realidad, el
género Helicobacter es comunmente clasificado en dos grupos: especies gds-
tricas y enterohepaticas (no gdstricas). Estos grupos exhiben una alta especi-
ficidad de érganos. Las helicobacterias gdstricas tipicas son incapaces de colo-
nizar el intestino o el higado en tanto que las especies enterohepdticas
colonizan el tracto gastrointestinal inferior, incluido el tracto biliar (Almas-
hhadany y col., 2024).

El consumo frecuente de frutas frescas y vegetales ha sido asociado a una
proteccion hacia la infeccién. Asimismo, una dieta consistente en abundante
consumo de granos, raices y tubérculos, vegetales, hongos, frijoles, aceites
vegetales, semillas y nueces, estd asociado a un bajo riesgo de infeccién. Estas
asociaciones pueden ser atribuidas a algunos componentes presentes en estos
alimentos, tales como vitamina C, polifenoles y flavonoides, que protegen la
mucosa gistrica e inhiben la colonizacién bacteriana. En contraste, una dieta
rica en carbohidratos, aziicares, salsas, mayonesa, hamburguesas y refrescos,
se asocié positivamente a la infeccién. En general, los hombres son mas sus-
ceptibles a ser infectados y también se ha visto una buena correlacién con la
obesidad.

La gastritis crénica es un frecuente problema de salud en nifios y la infeccién
por H. pylori es una importante causa de la misma. En ninos, la relativa abun-
dancia de filos, incluyendo Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobac-
teria, Gemmatimonadetes y Verrucomicrobia disminuyeron significativamente
en nifos H. pylori (+) comparados con ninos H. pylori (-). Varios géneros
difieren en abundancia entre ambos tipos de nifios. Por ¢j., se vio que Strep-
tococcus, Helicobacter y Granulicatella aparecieron enriquecidos en pacientes
H. pylori (+) mientras que Campylobacter y Absconditabacteriales fueron enri-
quecidos en los H. pylori (-) (Chen y col., 2023; Zhang y col., 2023).

A pesar de que la mayoria de los individuos infectados con H. pylori perma-
necen asintomdticos, infecciones crénicas estan fuertemente relacionadas con
gastritis crénicas, tlceras pépticas, cincer gistrico y linfoma de tejido linfoide
asociado a mucosas. Las infecciones por H. pylori son también asociadas con
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enfermedades extragastrointestinales tales como enfermedades autoinmunes,
purpura idiopdtica, anemia Fe-deficiente, asi como enfermedades cardio- y
cerebrovasculares. En el caso de una infeccién crénica de H. pylori que causa
gastritis atréfica, hay pérdida de células parietales. Esto lleva a un aumento
del pH gistrico que podria modular la microbiota gistrica. Un elevado pr
gdstrico durante una infeccion crénica de H. pylori conduce a una «floracién»
microbiana que, a su vez, puede inhibir el desarrollo de H. pylori.Una infec-
cién aguda puede llevar a hipoclorhidria mientras que una infeccién crénica
resulta, segtin el sitio anatémico, en hipo o hiperclorhidria. Cambios en la
secrecién de dcido causada por H. pylori puede permitirles a microorganismos
de la ingesta sobrevivir al trdnsito estomacal (Ohno y Satoh-Takayama, 20205
Zhangy col., 2023).

Candida albicans es uno de los méds comunes hongos en el cuerpo humano.
Se demostré la coexistencia de H. pylori con Candida en pacientes con tlcera
gdstrica, sugiriendo su sinergia en la patogénesis de la enfermedad. H. pylori
es una bacteria intracelular facultativa que puede protegerse a si misma frente
al stress ambiental ingresando a las células de C. albicans permitiendo sea
transmitido a generaciones sucesivas de ésta. Se vio que las vacuolas de la
levadura sirven como un nicho sofisticado para la bacteria, mejorando este
secuestro dentro de las vacuolas la supervivencia bacteriana. Deberia notarse
que la proporcién de células de levaduras que tienen bacterias incorporadas
en un medio dcido fue cerca del doble respecto a un medio neutro. Sin
embargo, cuando el pH es inferior a 4, el nimero de células de levaduras
invadidas disminuye bruscamente. Adicionalmente, la temperatura, anaero-
biosis, condiciones nutricionales y drogas podria afectar la entrada o salida de
H. pylori en células de Cindida. H. pylori se reporté también como invasor
de células vaginales de levaduras, causando vertical transmisién durante el
nacimiento, Ademds, C. albicans llevando a H. pylori es también abundante
en abejas, miel, flores y frutos naturales. Por otro lado, H. pylori y el virus
Epstein-Barr se reportaron como que cooperan en inducir gastritis més seve-
ras que cada uno por separado (Zhang y col., 2023).

Las variadas respuestas hacia la infeccién de H. pylori puede ser atribuida
a la diversidad y abundancia microbiana gdstrica. Las diferencias en las estruc-
turas comunitarias bacterianas gdstricas podrian potencialmente regular dis-
tintas vias que pueden afectar la fisiologia estomacal y conducir a diferentes
respuestas hacia la infeccién. Microbios géstricos comensales o sus metaboli-
tos influencian la capacidad de H. pylori para colonizar el estémago y su
potencial patégeno y carcinogénico modulando las respuestas immunes del
hospedador. La presencia de bacterias diferentes de H. pylori podrian persis-
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tentemente actuar como un estimulo antigénico o establecer una relacién de
partners con H. pylori para aumentar una inflamacién. Se revel$ que una cepa
de Streptococcus salivarius aislada de estémago e inoculada en ratones y com-
binada con H. pylori, mostré una patologia gdstrica mayor a la observada en
ratones inoculados solo con H. pylori. En cambio, una co infeccién con Sta-
phylococcus epidermidis produjo el efecto contrario (Dai y col., 2021; Peng y
col., 2023; Zhang y col., 2023).

Una infeccién por H. pylori altera la composicién de la microbiota gdstrica
humana. Comparado con la microbiota géstrica de casos saludables, los indi-
viduos con infeccién de H. pylori tienen una menor diversidad, con una baja
abundancia de Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes pero incrementada de
Proteobacteria (figura 1). En pacientes con cdncer gdstrico y H. pylori (+), la
proporcién de grupo Streptococcus mitis fue significativamente mds baja que
en el grupo con cdncer géstrico pero H. pylori (-). Esto puede estar causado
por las condiciones desfavorables causadas por la infeccién de H. pylori, lo
cual ha sido demostrado en experimentos con animales.

Actinobacteria

H. pylori negativo H. pylori positivo Bacteroidetes
Firmicutes
/ Fusobacteria
H. pylori

Non-H. pylori
Proteobacteria

Figura 1. Efectos de Helicobacter pylori

sobre la microbiota gastrica humana
(Adaptado de Zhou y col., 2023)
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Una prolongada colonizacién de H. pylori vuelve al ambiente estomacal
inadecuado para la reproduccién de lactobacilos mientras que Bacteroides,
bifidobacterias, S. aureus y enterococos podrian adaptarse mejor a ese ambiente.
Después de una erradicacién de H. pylori, la diversidad de la microbiota gis-
trica se incrementd y su abundancia fue restaurada hasta ser similar a la de los
casos sin infeccién. Es lo que se vio para enterobacterias, Clostridium leptum
y Lactobacillus. Estos estudios confirman indirectamente que el rol de una
infeccion por H. pylori es alterar la composicién de la microbiota géstrica
(Zhou y col., 2023).

Helicobacter pylori y cancer gastrico

El cdncer gdstrico es el quinto cdncer mds frecuentemente diagnosticado como
causa de muerte en el mundo. A pesar de que las tasas de incidencia y mor-
talidad estdn declinando con el advenimiento de terapias, es todavia un pro-
blema médico global. El desarrollo del cdncer gdstrico puede ser descripto
como una serie de pasos secuenciales: desde una gastritis superficial crénica,
gastritis atrofica crénica, metaplasia intestinal, displasia a cancer géstrico. En
adicién a una predisposicién genética, factores ambientales incluyendo inte-
racciones en la comunidad microbiana, se ha visto que contribuyen al cidncer
gistrico. Una infeccién por H. pylori es factor fundamental para lesiones
géstricas, en general (Peng y col., 2023).

H. pylori esta clasificado como un factor Clase I para cdncer géstrico por la
World Health Organization (wHO), siendo una infeccién por esta bacteria
ampliamente considerada como una amenaza seria para el desarrollo del
mismo, aumentando esta posibilidad entre 2.2 a 21 veces (Dai y col. 2021;
Zhouy col., 2023).

Varios factores y mecanismos se sugieren para el desarrollo de la enferme-
dad. La infeccién podria inducir inflamacién crénica en el estomago, la cual
es acompafada por alteraciones genéticas y dafios en el ADN en células epite-
liales gdstricas. La infeccién desencadena la degradacién de Ps3, un regulador
critico de la estabilidad gendmica, deteriorando la reparacién de los dafos.
Ademis, reduce la expresion del factor UsFi, el cual estabiliza la funcién de
Ps3 y se incrementa la viabilidad de células epiteliales con dafios persistentes
en el ADN, promoviendo la carcinogénesis. H. pylori también podria desregu-
lar la expresion de genes asociados con la supresién del tumor y otros relacio-
nados al cdncer en células cancerigenas. La infeccién también demora la apop-

135



tosis® de las células epiteliales gdstricas, es decir, la eliminacién de células
innecesarias o anormales, un proceso que aparece bloqueado en células can-
cerosas. También, la infeccién induce un aumento de oxidasas, resultando en
la generacién de una subpoblacién de células gdstricas epiteliales con altos
niveles de ADN dafiado y resistencia a la apoptosis. Otra posible explicacién
del cancer géstrico causado por H. pylori, alude a los dos factores de virulen-
cia mds ampliamente aceptados, la Citotoxina asociada al gen A (CagA) y la
citotoxina vacuolizante A (VacA), ligadas al potencial cancerigeno de la bac-
teria. El gen CagA es el mds importante factor patogénico de H. pylori y
comparado con las cepas sin CagA, las que lo contienen incrementan el riesgo
de cdncer géstrico 1,64 veces en general. Las cepas CagA (+) inducen la muta-
cién de determinados genes y la expresién aberrante de una activacién indu-
cida de citidina deaminasa, que puede ser responsable para la acumulacién de
mutaciones en la carcinogénesis gdstrica, asi como la activacién de multiples
vias oncogénicas. El otro factor de virulencia, VacA, es una proteina involu-
crada en la regulacion de respuestas immunes, y responsable de la formacién
de vacuolas en las células epiteliales gdstricas, formando poros en las mem-
branas de las células y permitiendo la salida de aniones y urea, y autofagia.*
Esto es importante porque la hidrdlisis de la urea por la ureasa de H. pylori
protege a la bacteria de la acidez géstrica, También regula metabolismos celu-
lares promoviendo apoptosis de células del epitelio gdstrico interfiriendo en
las funciones mitocondriales. Ademds, libera algunas citoquinas antiinflama-
torias (tales como 1L-18 y 1L-10) que suprimen la inmunidad tumoral. La
autofagia es un importante mecanismo protectivo del estémago frente a la
infeccién. La interrupcién de este mecanismo causa muerte celular, inflama-
ci6n e inestabilidad genética, formando un ambiente propenso al cincer. Otros
mecanismos patogénicos de H. pylori han sido ampliamente reportados. Algu-
nas adhesinas se ligan a receptores celulares e incrementan el riesgo de tlceras
pépticas y cdncer gastrico. La acumulacién de B-catenina activada en el nicleo
de células epiteliales géstricas inducida por la bacteria estuvo estrechamente
conectada con la invasién tumoral, indicando que esa sobreactivacién puede

3. Apoptosis: tipo de muerte celular a la cual conduce una serie de procesos molecula-
res en la célula. Método que el cuerpo usa para deshacerse de células innecesarias o anor-
males. La apoptosis puede estar bloqueada en las células cancerosas.

4. Autofagia: proceso por el cual la célula elimina componentes, dafados o anormales, en
su citoplasma. Los productos de esta descomposicién, que ocurre en los lisosomas, se reci-
clan para funciones celulares importantes, en especial durante periodos de estrés o ayuno.
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ser un miembro clave en la regulacién de respuestas epiteliales pre- malignas
a H. pylori. (Ohno y Satoh-Takayama, 2020; Dascalu y col., 2023; Zhou y
col., 2023).

Microbiota gastrica y cancer gastrico

La presencia de H. pylori no es sélo el Gnico factor involucrado en carcinogé-
nesis gdstrica ya que no todos los individuos infectados con H. pylori la desa-
rrollan, implicando que otros factores también juegan un rol clave, por lo que
una mayor atencién ha sido derivada a la funcién de la diversidad del micro-
bioma géstrico en el desarrollo del cdncer gdstrico. La microbiota géstrica
produce compuestos N-nitroso carcinogénicos y aminas secundarias por meta-
bolizacién de alimentos, lo cual fortalecié su rol en el desarrollo de este tipo
de cdncer. Se asume que la carcinogénesis géstrica estd, igualmente, siempre
asociada con una disbiosis microbiana (Peng y col., 2023).

Pacientes con cdncer gistrico fueron mds propensos a sufrir deficiencia de
4cido, lo cual puede afectar la colonizacién bacteriana. Varios estudios revela-
ron la diferencia en los perfiles de microbiota gistrica entre pacientes con
cdncer gistrico y pacientes sin el mismo. En los primeros estadios de este
céncer, la abundancia relativa de H. pylori, Propionibacterium acnes y Prevotella
capri en el estdbmago fue mds alta que en individuos sin cdncer. A medida que
el cancer desarrolla, la prevalencia de H. pylori en el estémago puede gradual-
mente disminuir y la poblacién microbiana global en el estémago puede tam-
bién cambiar. Se encontré que aparece una predominancia de otras especies de
la poblacién microbiana gistrica, la cual incluye a los géneros Lactobacillus,
Streptococcus, Prevotella y Veillonella. Otros estudios mostraron un aumento
consistente en pacientes con cdncer gastrico de Staphylococcus, Lactobacillus,
Clostridium, Fusobacterium, Streptococcus, Bifidobacterium y Lactococcus. Estas
bacterias tienen diferentes efectos sobre la patogénesis estomacal. Un estudio
concluyé que las caracteristicas de la microbiota géstrica en pacientes sin tumor
podrian precisamente clasificar a pacientes que pueden desarrollar cancer gds-
trico. En el mismo se identificé un grupo de 6 markers taxonémicos bacteria-
nos, incluyendo los géneros Moryella, Vibrio, Paludibacter, Agrobacterium,
Clostridiales y la familia Comamonadaceae.

En pacientes H. pylori (-), en los cuales una gastritis atréfica evoluciona a
un estado de displasia precancerosa, la abundancia de Burkholderiaceae se
incrementa continuamente mientras que la abundancia de Streptococcaceae y
Prevotellaceae decrece también continuamente. Interesantemente, algunas
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bacterias orales, de los géneros Aggregatibacter, Alloprevotella y Neisseria, fueron
abundantes en pacientes con cdncer gdstrico comparado con el grupo de
gastritis superficial. La abundancia relativa de estas bacterias estuvo realmente
separada en los dos grupos. Este descubrimiento sugirié que se podia distinguir
a pacientes con cdncer gastrico de los que tenfan gastritis superficial basindose
en cualquiera de los 3 géneros detectados en cdncer géstrico. Algunos investi-
gadores han investigado la microbiota géstrica comparando tejidos tumorales
y sanos del mismo paciente con cdncer gistrico. Se vio que al nivel de filos,
Proteobacteria estuvo incrementado en tejidos no tumorales, mientras que la
abundancia de Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria y Spiro-
chetes aparecian enriquecidos en tejidos tumorales. A nivel de géneros, la
abundancia de Helicobacter fue elevada en tejidos no tumorales, mientras que
la de Lactobacillus, Streptococcus, Acinetobacter, Prevotella, Sphingomonas, Bac-
teroides, Fusobacterium, Comamonas, Empedobacter y Faecalibacterium estuvo
incrementada en tejidos tumorales. Sorpresivamente, se vio que la relativa
abundancia de Helicobacter estuvo reducida en tejidos tumorales, lo cual puede
ser debido a la pérdida de tejidos glandulares especializados y disminucién de
la secrecién géstrica. La abundancia de Lactobacillus ranqueé segundo en los
tejidos tumorales, lo cual difiere de previos estudios. Se piensa que Lactoba-
cillus podria producir metabolitos que serfan usados como fuente de energfa
para el desarrollo del tumor y algunos estudios muestran que este género es
un importante indicador en el desarrollo de cdncer gdstrico. Algunas bacterias
diferentes a H. pylori podrian alterar la funcién de células immunes en el
microambiente del tumor y promover el cdncer gdstrico. Los estudios sugieren
que Selenomonas y Stenotrophomonas pueden promover que células cancerosas
evadan la vigilancia del sistema immune. Ademds, se reporté que Fusobacte-
rium nucleatum alterd los fenotipos y funciones de células immunes tales como
neutrdfilos, células T, células dendriticas y macréfagos, formando un microam-
biente immunosupresivo que conduce al desarrollo del cdncer (Dai y col.,
2021; Peng y col., 2023; Zhou y col., 2023).

Existen también significativas diferencias en la composicién de la micro-
biota géstrica en pacientes con cdncer gdstrico basadas en la raza y la regién,
asi como con la historia familiar de tumores gastrointestinales y diferentes
condiciones ambientales. (Zhou y col., 2023)

Bajo condiciones poco 4cidas, algunas bacterias diferentes de H. pylori
producen oxigeno y nitrégeno activo que regulan reacciones inflamatorias, y
el micro ecosistema géstrico se vuelve mas complejo. Es bien conocido que
compuestos nitrosos son potentes cancerigenos aunque los mecanismos pato-
génicos deben ser confirmados. Algunas bacterias diferentes a H. pylori pro-
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mueven una respuesta inflamatoria que acelera la progresion del cdncer gis-
trico inducido por H. pylori, tales como Lactobacillus murinus, Clostridiales y
Streptococcus salivarius. Ha sido demostrado que un sobredesarrollo de Pro-
pionibacterium acnés puede contribuir a la gastritis linfocitica, seglin experi-
mentos in vitro (Dai y col. 2021).

También fue demostrada una estrecha relacién entre la microbiota intestinal
y tlceras pépticas, especialmente tlcera géstrica y tlcera duodenal. Buzyrici-
coccus'y Peptococcus tienen efectos perjudiciales sobre tlceras gdstricas mientras
que Lachnospiraceae y Mollicutes tienen efectos benéficos (Tian y col, 2024).

No todas las bacterias en el estémago son perjudiciales y estudios realizados
encontraron que la presencia de algunas puede inhibir la progresién del can-
cer gistrico. Por ej., se encontré que Lactococcus lactis subsp. lactis puede
afectar la expresion de genes que inhiben la proliferacién de células canceri-
genas gastricas.

El desarrollo de tumores es afectado no solo por la microbiota sino también
por sus metabolitos. Analizando los metabolitos microbianos presentes en
ambos tipos de tejidos, se vio que la abundancia de 8 metabolitos fue mayor
en tejidos tumorales ya que algunos aminodcidos, carbohidratos y carbohi-
dratos conjugados, glicerofosfolipidos y nucléosidos tuvieron mayor concen-
tracién en tejidos tumorales comparados con no tumorales. El andlisis meta-
bolémico mostré ademds que la combinacién de 1-metilnicotinamida y
N-acetil-D-glucosamina-6-fosfato podria servir como un robusto biomarker
para distinguir entre tejidos tumorales de cdncer gistrico y tejidos no tumo-
rales. Dado que las células tumorales utilizan aminodcidos para generar ener-
gia y sintetizar proteinas y nucledsidos, concentraciones aumentadas de ami-
nodcidos son esenciales para la proliferacién de células tumorales. También se
sabe que carbohidratos y carbohidratos conjugados son vitales para proveer
glucosa y satisfacer los requerimientos de energfa para el desarrollo celular
tumoral. En cuanto a los nucledsidos, se sabe que la adenosina es clave para
participar en el escape del sistema immune del hospedador (Dai y col., 2021).

Erradicacion de H.pylori
Una caida sustancial en la eficacia de los tratamientos para H. pylori ha sido
notado debido al incremento de la antibiético resistencia, promoviendo el

desarrollo de nuevas estrategias para la erradicacién, diferentes a las cldsicas
terapias (Zhang y col., 2023).
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Terapia de erradicacion

Un buen cumplimiento del tratamiento es altamente necesario. En general,
los regimenes de erradicacién consisten en dos antibidticos administrados
junto a una doble dosis de inhibidores de la bomba de protones para suprimir
fuertemente la secrecién dcida géstrica. Metronidazol, claritromicina, amoxi-
cilina, tetraciclina y bismuto representan los agentes pilares del tratamiento,
que son combinados de distintas maneras en diferentes tipos de terapias que
duran 14-15 dfas.

Sin embargo, la eficacia del tratamiento de erradicacién de H. pylori ha
decrecido dramdticamente. Varios factores, tales como un pobre cumplimiento
por parte del paciente y la resistencia de las cepas presentes a los varios anti-
bidticos recetados normalmente o inadecuada supresién 4cida, estdn asociados
con fallas en la erradicacion, pero el factor mds significativo parece ser la
creciente resistencia antibidtica regional a drogas. La resistencia multidroga
(MDR) en H. pylori es importante en fallas de regimenes terapéuticos y bajas
tasas de erradicacién. Es definida como la resistencia a >3 antibiéticos dife-
rentes y depende del 4rea geogrifica, periodo de estudio y caracteristicas de
los pacientes.

A pesar de que mutaciones espontdneas que simultdneamente inducen
resistencia a familias de drogas diferentes, existen mecanismos adicionales
responsables del MDR en H. pylori. Por ejemplo, la bacteria podria cambiar a
células cocoides no méviles para las cuales se requieren mayores concentra-
ciones de antibidticos para lograr efectos bactericidas. Por esto, considerando
que en ellas existen modificaciones estructurales en la membrana celular y vias
metabdlicas que reducen la penetracién y la exposicién del compuesto blanco
frente a la droga, las formas cocoides podrian ser la principal causa del MDR.
Adicionalmente, la formacién de biofilms podria también jugar un rol impor-
tante en la resistencia a antibiéticos, a pesar de que el mecanismo no es del
todo conocido.

En un momento de MDR incrementados, terapias cuddruples cldsicas con-
teniendo bismuto, consistentes en bismuto, una pr1 (bomba inhibidora de
protones), metronidasol y tetraciclina, son recomendadas como tratamientos
de primera linea para infecciones de H. pylori (Dascalu y col., 2023).

Las bombas inhibidoras de protones son otros modificadores de la micro-
biota géstrica. Las mismas suprimen la secrecién de dcido gdstrico, estdn entre
las drogas mds comtinmente prescriptas y son ampliamente usadas para tratar
desérdenes gastricos derivados del 4cido, tales como reflujo gastroesofdgico y
tlceras pépticas. Las bombas protdnicas reducen la secrecion dcido-géstrica
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bactericida y lleva a un cambio significativo en la composicién global de la
microbiota. En el estémago con tratamiento con estas drogas, una gran diver-
sidad de especies bacterianas es observada, y la abundancia relativa de los filos
Firmicutes y Fusobacteria (cuya abundancia es muy baja sin estas drogas)
aumenta (Ohno y Satoh-Takayama, 2020; Dascalu y col., 2023).

Mientras que la erradicacién de H. pylori afecta la composicién y funcién
microbiana gistrica, si esta erradicacién restaura la microbiota géstrica a la de
un estado no infectado, permanece controvertido. Segun algunos estudios, la
reconstitucion de la microbiota humana después de estos tratamientos es
usualmente lenta e incompleta. Un reciente meta-andlisis mostré que la com-
posicién microbiana gdstrica cambi6 significativamente después de una tera-
pia cuddruple o triple, con una relativa disminucién en diferentes grados de
la abundancia de taxones relacionados a H. pylori. En contraste, comensales
gdstricos tipicamente dominantes (ej., Firmicutes, Bacteroides y Actinobacteria)
se enriquecieron después de la erradicacién de H. pylori (Ohno y Satoh-Taka-
yama, 2020; Zhang y col., 2023; Zhou y col. 2023).

Modulacién de la microecologia gastrica: la regulacion de la microeco-
logia gdstrica podria jugar un importante rol en la erradicacién de H. pylori.
Una modulacién de este tipo podria llevarse a cabo con diferentes estrategias.
Algunos probidticos, conocidos como microorganismos que benefician la
salud cuando se administran en adecuadas dosis, han demostrado reducir la
patologia géstrica inducida por H. pylori en ratones, disminuyendo la infil-
tracién inflamatoria y la incidencia de lesiones precancerosas. Segtin estudios
realizados, ellos mejoran la tasa de erradicacién y reducen los efectos secun-
darios en humanos pero el nimero de estudios evaluando el efecto de los
probidticos como monoterapia es atin escaso (Homan y Orel, 2015). Cuando
se exploré el efecto de una terapia cuddruple suplementada con probidticos
(bifidobacterias y lactobacilos), estos se enriquecieron en la mucosa géstrica y
jugo, respectivamente, comparado con el grupo que tuvo solo terapia cuddru-
ple. En contraste, los niveles de bacterias potencialmente patégenas, inclu-
yendo Fusobacterium y Campylobacter, disminuyeron. La diversidad micro-
biana fue parecida a la de individuos H. pylori (-), después del tratamiento de
erradicacién suplementado con probiéticos. Se vio que la administracién de
probiéticos mejora la proporcién de bacterias productoras de 4cidos grasos de
cadena corta (accc), incluyendo Bacteroides, Alloprevotella y Oscellibacter, en
el estémago de ratones infectados con H. pylori. Abundante evidencia ha
sugerido el rol de los probidticos en la modulacién immunitaria en modelos
animales infectados con H. pylori. Varias cepas de lactobacilos reducen la
secrecion de 1L-8 (interleuquina proinflamatoria) por células de adenocarci-
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noma gastrico infectadas con H. pylori y la cepa L. salivarius B37 produjo un
polisacdrido como factor immunomodulatorio de produccién de 1L-8 en el
epitelio géstrico.

El estudio de una cohorte materno—infante mostré que la leche materna
podria prevenir la colonizacién temprana de H. pylori, atribuible en principio
a los prebidticos que contiene. Un meta—anilisis sugiri6, por otra parte, que
ciertos simbidticos podrian mejorar la erradicacién de H. pylori y reducir sus
efectos adversos (Zhang y col., 2023).

Inhibicién del patégeno: la erradicacién de H. pylori también puede lle-
varse a cabo a través de este mecanismo. Por ej., cepas de Lactobacillus reuteri
inhiben la adhesién por una unién competitiva al epitelio gastrico de ganglio-
tetraosylceramida y sulfitido. Sacharomyces boulardii produce neuraminidasa
selectiva para remover ligandos de adhesina de H. pylori, inhibiendo la adhe-
sién de éste a células (Zhang y col., 2023). El grupo MEIJI (Japén) produce
un yogur con el agregado de la cepa L. gasseri LG21, con efectos demostra-
dos sobre H. pylori. Se lo publicita como supresor de esta bacteria, como
yogur «anti tlceras» y para reducir la inflamacién estomacal (Meiji Group,
www.meiji.com).

Metabolitos bacterianos: metabolitos derivados de probidticos se estudia-
ron extensivamente en la erradicacién de H. pylori. Sobrenadantes libres de
células de cultivos de bacterias ldcticas redujeron el desarrollo de H. pylori, la
actividad de ureasa, la movilidad mediada por flagelos y la secrecién inducida
por H. pylori de 1L-8. Algunos probiéticos producen bacteriocinas, tales como
las Lacticinas, que podrian antagonizar la proliferacion de H. pylori, y ciertas
cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus producen sustancias inhi-
bitorias parecidas a bacteriocinas que podrian inactivar cepas de H. pylori
sensibles y resistentes a antibidticos.

Trasplante de microbiota fecal: esta estrategia ha sido usada para restaurar
efectivamente la microbiota gastrointestinal al tratar problemas tales como
infecciones por Clostridium difficile y la enfermedad inflamatoria intestinal.
Sin embargo, para erradicar H. pylori se debe tener en cuenta que la microbiota
fecal no es representativa de la microbiota de mucosas. El transplante de
microbiota géstrica requiere investigacién adicional (Zhang y col., 2023; Zhou
y col., 2023; Tian y col., 2024).

Vacunas: el desarrollo de vacunas efectivas podria representar una poderosa
estrategia para reducir la prevalencia de infeccién por H. pylori y fallas en la
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erradicacién pero esto requiere eleccién de antigenos determinantes, un enfo-
que genémico y evaluacién de la seguridad. Al dia de hoy, no existe ninguna
vacuna aprobada disponible (Dascalu y col., 2023).
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Capitulo 7
La microbiota del ecosistema mamario humano
Juan M. Rodriguez y Ma. Florencia Zacarias

Introduccion: la leche humana no es estéril

El conocimiento de que la leche fresca de mamiferos contiene microorganis-
mos es tan antiguo como la teoria de los «gérmenes» de Pasteur. Numerosos
estudios realizados entre la segunda mitad del siglo x1x y la primera del xx
demostraron que las bacterias eran comunes en la leche de los rumiantes y
que podian causar mastitis, deteriorar la leche o transmitir microbios patége-
nos a los consumidores. A mediados del siglo xx, se publicaron los primeros
estudios sobre la composicién bacteriolégica de la leche humana (Dubois y
col., 1954). La mayoria reporté un hecho inesperado: la abundante y genera-
lizada «contaminacién» bacteriana de la leche destinada a los bancos de leche
humana, incluyendo estafilococos, estreptococos y enterobacterias. Dado que
estas instituciones se estaban extendiendo répidamente en los paises occiden-
tales, el nimero de estudios que proponian criterios bacterianos para la acep-
tacién de la leche de donante, o procedimientos de recoleccién, almacena-
miento y procesado para reducir la carga bacteriana de la leche, también
aument6 ripidamente desde los anos 5o hasta principios de los '8o (Eidelman
y Szilagyi, 1979).

En 1985, se publicé el primer caso de presunta transmisién madre-hijo del
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (viH) a través de la leche materna
(Ziegler y col., 1985). En los afios siguientes, el miedo a la transmision del vin
provocd una fuerte crisis en los bancos de leche humana (Haiden y Ziegler,
2016). Como resultado, la mayoria de los estudios microbianos de la leche
humana publicados en la segunda mitad de los 80 y a lo largo de los 90 esta-
ban relacionados con su papel como vehiculo del vin, y con la bisqueda de
los mejores métodos para el cribado de donantes y para la inactivacién viral
(Boyes, 1987). En esta etapa, la presencia de cualquier tipo de microbio (gér-
menes) en la leche generalmente se consideraba una amenaza potencial para
la salud infantil.
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Esta visién negativa comenzé a cambiar en 2003 debido a la publicacién
de dos articulos que describian que la leche humana puede ser una fuente de
bacterias ldcticas (Heikkild y Saris, 2003; Martin y col., 2003), microorganismos
generalmente reconocidos como seguros y beneficiosos para la salud infantil.
Un afio después se publicé el primer articulo que proponia la existencia de
una microbiota especifica en la leche humana (Martin y col., 2004). Pronto
se encontrd que algunas cepas aisladas de este fluido biolégico posefan
propiedades potencialmente probidticas (Beasley y Saris, 2004; Martin y col.,
2005; Martin y col., 2006). No obstante, la primera descripcién de la presencia
de lactobacilos (Lactobacillus acidophilus) y bifidobacterias (entonces
denominadas Lactobacillus bifidus) en el calostro de mujeres sanas se realizd
en 1947 (Cataldi y Miiller, 1947); sin embargo, dicho trabajo fue (y sigue
siendo) ignorado por la comunidad médica y cientifica, probablemente debido
a que fue publicado en espafol en una revista argentina sin difusién
internacional.

Desde aquellos primeros trabajos sobre la microbiota de la leche humana,
todos los estudios posteriores han proporcionado evidencia de la presencia de
microbios y/o ADN microbiano en la leche obtenida higiénicamente a partir
de mujeres sanas. Por el contrario, ningin estudio ha encontrado evidencia
de su ausencia. En consecuencia, actualmente se acepta que la leche humana
contiene una microbiota propia, con un reconocimiento cada vez mayor de
su papel en la colonizacién del intestino infantil.

Composicion de la microbiota de la leche humana

En condiciones fisioldgicas, la concentracién de bacterias en la leche humana
puede variar desde un nivel no detectable hasta aproximadamente 4 log,,
unidades formadoras de colonias (ufc)/mL cuando las muestras se obtienen
higiénicamente mediante extraccién manual o mediante dispositivos estériles
de un solo uso. En contraste, la concentracién puede ascender hasta 6 log,,
ufc/mL en casos de mastitis (Ferndndez y col., 2014) o si la leche se recolecta
mediante el uso de bombas domésticas, en este caso debido al agua empleada
para el lavado de estos dispositivos o a malas précticas higiénicas (Rodri-
guez-Cruz y col., 2020).

Los métodos dependientes de cultivo han revelado que los estafilococos (S.
epidermidis y otras especies coagulasa-negativas), los estreptococos (grupos
mitis y salivarius), las corinebacterias, las propionibacterias y otras bacterias
Gram-positivas afines suelen ser las bacterias dominantes en las muestras de
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leche humana (Jiménez y col., 2008a,b; Ding y col., 2019). Con menor fre-
cuencia, también se pueden aislar bacterias del dcido lictico (Ligilactobacillus,
Limosilactobacillus, Lacticaseibacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Weissella, Enterococcus) y bifidobacterias (Martin y col., 2003; Martin y col.,
2006; Martin y col., 2009; Arboleya y col., 2010; Solis y col., 2010). Las téc-
nicas basadas en cultivos permiten el aislamiento, la conservacién y la carac-
terizacién de cepas (el nivel taxonémico que brinda la mayor flexibilidad a
cualquier ecosistema). El estudio de las cepas de leche humana mediante
herramientas fenotipicas y genéticas adecuadas facilitard el conocimiento de
las funciones y aplicaciones potenciales de dichas cepas.

La aplicacién de técnicas moleculares independientes del cultivo, incluidos
diferentes enfoques de PCR, combinados o no con la creacién de bibliotecas
de genes, la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) o la
electroforesis en gel de gradiente de temperatura (TGGE), permitié una eva-
luacién complementaria de las poblaciones bacterianas en la leche humana
(Gueimonde y col., 2007 ; Martin y col., 2007a,b; Delgado y col., 2008).
Estas técnicas fueron rdpidamente reemplazadas por otras mds potentes (NGs;
del inglés, Next Generation Sequencing), incluyendo los anélisis metataxoné-
micos (secuenciacién de amplicones obtenidos a partir del gen 16S ARNT) y
los metagenémicos (secuenciacién del ADN total o shotgun). Los abordajes
metataxonémicos han sido mayoritarios hasta la fecha (Hunt y col., 20115
Cabrera-Rubio y col. 2012; Jost y col., 2013; Pannaraj y col., 2017; Lackey y
col., 2019; Pace y col., 20215 Ruiz y col., 2021) y, aunque no proporcionan
informacién sobre viabilidad o funcionalidad, han sido utiles para compren-
der la complejidad del ecosistema microbiano de la leche y su papel en la
homeostasis mamaria y, especialmente, en la colonizacién intestinal durante
las primeras etapas de la vida.

El bacterioma de la leche humana es dindmico y complejo y no estd ensam-
blado de manera aleatoria, sino que forma redes y consorcios bien organizados
(May col., 2015; Drago y col., 2017). Globalmente, los estudios metataxoné-
micos han confirmado la presencia de ApN de los grupos bacterianos cultiva-
bles citados anteriormente. Ademds, también han detectado ApN de algunos
anaerobios estrictos asociados al intestino y que no son cultivables o son muy
dificiles de cultivar y/o conservar (Bacteroides, Blautia, Clostridium, Coprococ-
cus, Eubacterium, Faecalibacterium, Ruminococcus, Roseburia, Veillonella).

Por otra parte, estos estudios también han descrito la frecuente presencia
de ADN de bacterias relacionadas con el suelo y el agua (Acinetobacter, Brad-
yrhizobium, Methylobacterium, Novosphingobium, Pseudomonas, Ralstonia,
Sphingopyxis, Sphingobium Sphingomonas, Stenotrophomonas, Xanthomonas,
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etc.) (Hunt y col., 2011; Cabrera-Rubio y col., 2012). Es posible que, en
muchos casos, tales secuencias sean el resultado de artefactos técnicos. El AbDN
de estos géneros bacterianos suele estar presente en los reactivos de pcR, los
kits de extraccién de ADN y el agua de grado molecular (Grahn y col., 2003;
Salter y col., 2014). Este hecho supone un gran desafio cuando se trabaja con
muestras que contienen una biomasa microbiana baja, como la leche humana
en condiciones fisiolégicas, y puede conducir a conclusiones erréneas, inclu-
yendo la consideracién de meros contaminantes como miembros dominantes
(core) del bacterioma (Laurence y col., 2014). Por ello, es necesario implemen-
tar medidas para reducir el impacto de los contaminantes en los estudios de
la microbiota, desde la secuenciacién de controles negativos o de comunida-
des con composicién conocida hasta procedimientos de eliminacién de con-
taminantes (Salter y col., 2014). Los estudios futuros requerirdn andlisis mds
complejos y controles de calidad mds estrictos para determinar qué datos son
realmente genuinos en una muestra procedente del ecosistema mamario.

Los estudios metagenémicos (shozgun) del ADN microbiano de la leche han
sido muy escasos hasta la fecha, en gran parte debido a su mayor coste y
complejidad, a pesar de que puede proporcionar datos taxonémicos y funcio-
nales, no sélo de las bacterias sino también de otros componentes mucho mds
desconocidos del microbioma de la leche, incluyendo virus, arqueas, hongos
y protozoos (Ward y col., 2013; Jiménez y col., 2015). De hecho, algunos
estudios han revelado la presencia de células y/o dcidos nucleicos de virus
(incluyendo fagos), arqueas, hongos y protozoos en la leche humana (Jiménez
y col., 2015; Duranti y col., 2017; Pannaraj y col., 2018; Boix-Amorés y col.,
2019). No obstante, se trata de un drea atin por explorar.

En cualquier caso, la microbiota de la leche humana se caracteriza por un
alto grado de variabilidad interindividual (Martin y col., 2007a,b; Hunt y
col., 2011, Avershina y col., 2018). Las modificaciones en su composicién
podrian tener implicaciones bioldgicas desde los puntos de vista materno
(salud mamaria) e infantil (metabolismo, desarrollo inmunolégico y neuroen-
docrino). Sin embargo, el impacto de varios factores (genéticos, ubicacién
geografica, dieta materna, edad gestacional, forma de nacimiento, tiempo
posparto, ritmo circadiano, indice de masa corporal, tratamientos recibidos,
estado de salud materno-infantil, muestreo, conservacién, técnica de andlisis,
etc.) en las comunidades microbianas de la leche humana es pricticamente
desconocido (Gémez-Gallego y col., 2016; Ferndndez y col., 2020) (figura 1).
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Figura 1. Factores que afectan a la
composicién de la microbiota de la leche
humana. (Adaptado de Fernandez y col.,
2020)

Aunque algunos estudios han tratado de dilucidar la influencia de algunos
de estos factores, la mayoria de ellos incluia un bajo nimero de muestras o
mujeres; esta limitacién, junto con el hecho de que los factores asociados con
las variaciones en el microbioma de la leche humana son complejos y pueden
interactuar entre ellos, dificulta evaluar su verdadero impacto en la microbiota
de la leche. De hecho, en ocasiones se han obtenido resultados contradictorios
cuando diferentes grupos de investigacién han comparado el efecto del mismo
factor en la microbiota de la leche humana.

Transferencia de microorganismos madre-hijo a través
de la leche humana y posibles funciones

Algunos de los microorganismos existentes en el calostro y leche se encuentran
entre los primeros colonizadores del intestino infantil y, por lo tanto, podrian
desempenar un papel clave en el desarrollo de una microbiota saludable. Varios
estudios han descrito el papel de la leche humana en la transferencia vertical
de microorganismos (Martin y col., 2003; Martin y col., 2006; Martin y col.,
2009; Solis y col., 2010; Albesharat y col., 2011; Martin y col., 2012; Kozak y
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col., 20155 Makino y col., 2015; Milani y col., 2015; Asnicar y col., 2017;
Duranti y col. 2017; Murphy y col., 2017). De hecho, se ha estimado que un
elevado porcentaje de la comunidad bacteriana presente durante los primeros
meses de vida en el intestino de los nifios amamantados procede de la leche
humana (Murphy y col., 2017; Pannaraj y col., 2017). La microbiota de los
bebés amamantados parece estar dominada por las bacterias de la leche
materna en tanto que se mantenga la lactancia e independientemente de la
introduccién o no de otros alimentos (Bickhed y col., 2015). Aun asi, la
importancia y la contribucién de las bacterias en la leche humana a la colo-
nizacién del intestino infantil sigue siendo una cuestién abierta.

En cualquier caso, la microbiota de la leche humana puede contribuir, al
menos, a algunas de las propiedades funcionales y beneficios para la salud que
los estudios epidemioldgicos han asociado con la lactancia materna, incluida
la proteccién contra infecciones, la programacién metabdlica, la inmunomo-
dulacién y la neuromodulacién (Ma y col., 2016). Estos distintos mecanismos,
al igual que los ensayos clinicos que han confirmado los efectos beneficiosos
de algunas cepas aisladas de la leche humana han sido revisados por Fernidndez
y col. (2020). El andlisis del genoma de estas cepas estd proporcionando pistas
adicionales que pueden ayudar a explicar sus propiedades funcionales. A modo
de ejemplo, las bacterias de la leche humana pueden brindar cierto grado de
proteccién contra infecciones causadas por virus, bacterias u hongos a través
de una variedad de mecanismos: (a) produccién de compuestos antimicro-
bianos, incluidos dcidos orgdnicos, peréxido de hidrégeno, reuterina o bac-
teriocinas; (b) coagregacién con patobiontes, impidiendo su acceso a las célu-
las epiteliales del intestino; (c) exclusién competitiva con patobiontes por
nutrientes o receptores del huésped; (d) refuerzo de la barrera intestinal infan-
til al preservar y mejorar la permeabilidad intestinal y aumentar la biosintesis
de mucina; y (e) inmunomodulacién.

Las bacterias aisladas de la leche de mujeres sanas son atractivas como can-
didatas a probiéticos por su origen, ya que implica un historial de ingesta segura
por parte de lactantes e interacciones simbiticas complejas desde que nacemos.
Entre ellas, han recibido especial atencién aquellas especies (bacterias ldcticas
y bifidobacterias) que disfrutan del estatus Gras (Generally Recognized As Safe)
(FDA, EE. UU.) 0 QPs (Presuncién Cualificada de Seguridad) de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (Ersa). Por el contrario, los estafilococos
coagulasa-negativos y los estreptococos de los grupos mitis y salivarius han
recibido una atencién marginal a pesar de ser las bacterias dominantes en la
leche humana (Jiménez y col., 2008a; Martin y col., 2012) y un rasgo diferen-
cial de las heces de los lactantes amamantados (Jiménez y col., 2008a). Sin
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embargo, pueden proporcionar funciones probidticas relevantes en la prictica
(Iwase y col., 2010; Park y col., 2011) y, por lo tanto, merece la pena estudiar
sus posibles funciones para la fisiologia materno-infantil.

Origen de la microbiota de la leche humana

En el pasado, cualquier bacteria aislada de la leche humana se consideraba
como un mero contaminante derivado de la piel del émbito mamario o de la
boca del lactante. Sin embargo, este punto de vista no explica, entre otras
cosas, el aislamiento y la deteccién de ADN de especies anaerdbicas asociadas
al intestino que no se encuentran naturalmente en los lugares citados ante-
riormente (Rodriguez, 2014).

Parece obvio que, durante la lactancia, algunas bacterias orales de la boca
o la nasofaringe del lactante pueden contaminar la leche; sin embargo, el
calostro obtenido dentro de las 24 h posteriores al nacimiento ya contiene
bacterias orales tipicas, como Leptotrichia, Prevotella o Veillonella (Cabrera-Ru-
bio y col., 2012); como consecuencia, su presencia puede preceder a la primera
alimentacién infantil. Cabe destacar que el precalostro que secretan algunas
mujeres antes del parto ya contiene la microbiota que caracteriza a la leche
humana (Martin y col., 2004). De hecho, también se han aislado bacterias
asociadas a la boca en el precalostro recogido al final del primer embarazo vy,
por tanto, previo a cualquier contacto con el recién nacido (Ruiz y col., 2019).

Por lo que respecta a la piel, las superficies mamarias externas (pezén, areola
mamaria, glindulas de Montgomery) son muy peculiares en relacién con la
piel de otras partes del cuerpo, sufriendo importantes cambios anatémicos y
fisioldgicos a lo largo del embarazo. Algunas especies y géneros cominmente
aislados de la leche humana, como Corynebacterium, Propionibacterium acnes
o, particularmente, Staphylococcus epidermidis, también son habitantes de la
piel humana. Los estafilococos, las corinebacterias y las propionibacterias se
han considerado tradicionalmente como miembros de la microbiota cutinea;
sin embargo, estdin muy extendidos en la mayoria, si no todas, las superficies
mucosas humanas; de hecho, las poblaciones de tales bacterias alcanzan sus
concentraciones mds altas en los tractos digestivo y genitourinario. Global-
mente, aunque la leche, la piel de la mama y la boca del lactante pueden
compartir algunos filotipos, existen diferencias importantes entre sus respec-
tivas comunidades microbianas (Hunt y col., 2011; Cabrera-Rubio y col., 2012;
Jost y col., 2013; Jiménez y col., 2015; Pannaraj y col., 2017).
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En este contexto, las superficies mucosas del tracto digestivo materno
(cavidad oral, intestino) pueden ser una fuente de bacterias para la glindula
mamaria (y, en consecuencia, para la leche) durante el final del embarazo y la
lactancia (Martin y col., 2004; Rodriguez, 2014; Mira y Rodriguez, 2016; Fer-
ndndez y Rodriguez, 2020). La existencia de tales vias oro- y entero-mamarias
implica interacciones altamente reguladas entre bacterias, células epiteliales y
células inmunitarias, incluidas las células dendriticas (pc) y los macréfagos.
Estas interacciones impulsarian la translocacién fisioldgica de ciertas bacterias
sin comprometer la integridad del epitelio intestinal (Rescigno y col., 2001).
Tras la translocacion, la glindula mamaria ejerceria un fuerte efecto de recluta-
miento sobre las células inmunitarias que actian como portadores bacterianos.

La translocacién bacteriana desde el tracto digestivo a ubicaciones extra-
digestivas es un proceso fisiolégico y comtin en huéspedes sanos, aunque de
bajo nivel. Sin embargo, la intensidad de este proceso aumenta notablemente
durante la gestacién y la lactancia, como se ha observado en modelos animales
(Perezy col., 2007; Treven y col., 2015; de Andrés y col., 2017; Azagra-Boronat
y col., 2020). De hecho, la existencia de un intenso trafico entero-mamario de
células inmunitarias durante el final del embarazo y la lactancia es conocida
desde hace mucho tiempo. Dicho flujo es responsable de la integracién de
las gldndulas mamarias (pre)lactantes en el sistema inmunoldgico asociado a
las mucosas (MALT). Mds recientemente, se ha demostrado el transporte de
células bacterianas viables, incluyendo estreptococos, lactobacilos y bifidobac-
terias, por células mononucleares presentes en la sangre y la leche de mujeres
gestantes y lactantes (Langa, 2006; Perez y col., 2007, Langa y col., 2012).
De hecho, varios estudios han demostrado la transferencia entero-mamaria
de cepas especificas tras su administracién por via oral a ratonas lactantes
(Treven y col., 2015; de Andrés y col., 2017; Azagra-Boronat y col., 2020),
mujeres lactantes (Jiménez y col., 2008¢; Arroyo y col., 2010; Kordy y col.,
2020) o mujeres embarazadas (Ferndndez y col., 2016). En estudios humanos,
la presencia de las cepas especificas en la leche no se puede explicar en base a
la contaminacidn fecal, ya que las muestras de leche recogidas higiénicamente
mediante extraccién manual no contienen enterobacterias fecales (Mediano
2017). Igualmente se ha observado que madres que habian ingerido las cepas L.
rhamnosus GG, L. acidophilus La-s 'y B. animalis subsp. lactis BB-12 transfirieron
dichas cepas a sus hijos a través de la lactancia (Avershina y col., 2018; Simp-
son y col., 2018). Los mecanismos y factores que favorecen esta translocacion
fisiolégica durante el embarazo y la lactancia y sus posibles consecuencias para
la salud materno-infantil son aspectos que han sido revisados por Rodriguez
(2014) y Mira y Rodriguez (2016).
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Disbiosis mamaria: de la fisiologia a la mastitis
de la lactancia y viceversa
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Figura 2. Fuentes potenciales de microbios
para la leche humana e interacciones con
otras microbiotas materno-infantiles. Las
flechas discontinuas significan una posible
translocacion a través de una via endogena.
(Adaptado de Fernandez y col., 2020)

La mastitis representa la primera causa médica de destete no deseado y debe
ser considerada como un problema de Salud Publica relevante ya que impide
que los lactantes y sus madres reciban los beneficios para la salud asociados a
la lactancia materna.

Como se indic6 anteriormente, la glindula mamaria estd habitada por una
amplia variedad de microorganismos durante una lactancia saludable, inclui-
das especies bacterianas que tienen el potencial de causar mastitis; sin embargo,
si existe una alteracion de este estado de equilibrio, se puede presentar una
situacién de disbiosis que, eventualmente, conducird a una mastitis (Delgado
y col., 2008; Ferndndez y col., 2014) (figura 2). La etiologfa y patogénesis de
las mastitis agudas y subagudas han sido revisadas por Ferndndez y col. (2014),
Rodriguez y Ferndndez (2016) y Ferndndez y col. (2020). La diversidad bac-
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teriana en casos de mastitis, ya sean agudas o subagudas, se reduce dréstica-
mente en comparacién con la existente en la leche de mujeres sanas (Patel y
col., 2017). Mds concretamente, se enriquecen significativamente en patégenos
oportunistas, como Staphylococcus, mientras que se produce una deplecién en
anaerobios obligados comensales, como Ruminococcus, Faecalibacterium o
Eubacterium.

El uso empirico de antibiéticos ha sido, y sigue siendo, el enfoque mds
comun para tratar las mastitis. Sin embargo, muchos casos no responden a
dicha terapia ya que los agentes de la mastitis se estdn volviendo cada vez mds
resistentes a los antimicrobianos a través de diferentes mecanismos, incluidas
las resistencias intrinsecas, la presencia de genes transmisibles de resistencia a
los antibidticos y/o la formacién de biopeliculas. Las altas tasas de resistencia
a los antimicrobianos entre las bacterias que causan mastitis tienen relevancia
clinica en relacién con las opciones de tratamiento. Ademds, los antibiéticos
de amplio espectro pueden alterar la microbiota de la leche, perjudicando la
transmisién vertical de microbios a través de la lactancia (Soto y col., 2014).
Por lo tanto, se necesitan nuevas estrategias para el manejo de la mastitis y, en
este contexto, las basadas en la modulacién de la microbiota mamaria a través
de la seleccién y aplicacién de cepas probidticas aisladas originalmente de la
leche humana parecen particularmente adecuadas para este objetivo (Ferndn-
dez y col., 2014).

En los tltimos afios, varios ensayos en humanos han revelado que la admi-
nistracién oral de algunas cepas de leche humana especificamente disefiadas
para la diana «mastitis» provocan cambios relevantes en una variedad de paré-
metros clinicos, microbioldgicos, bioquimicos e inmunolégicos de la leche,
siendo un excelente abordaje para el tratamiento y prevencién de las mastitis
(Jiménez y col., 2008c; Espinosa-Martos y col., 2016; Jiménez y col., 2021;
Rodriguez-Sojo y col., 2021). De hecho, este enfoque puede resultar més eficaz
que la antibioterapia empirica para el tratamiento de esta afeccién (Arroyo y
col., 2010). Estudios metabolémicos han revelado que el impacto del trata-
miento con probidticos también se puede observar en la orina de las mujeres
tratadas (Vdzquez-Fresno y col., 2014). Por ejemplo, la lactosa estaba presente
en las muestras de orina antes del tratamiento, pero no se detecté después del
tratamiento con probidticos, lo que indica una restauracién de la integridad
del epitelio mamario. La evaluacién de los cambios transcriptémicos en las
células somaticas de la leche asociados a la ingesta de otra cepa por parte de
mujeres con mastitis también ha proporcionado informacién valiosa sobre los
posibles mecanismos responsables de la eficacia de probidticos especificos en
el tratamiento de la mastitis (de Andrés y col., 2018). Algunas cepas se han
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aplicado con éxito como estrategia preventiva en una poblacién de mujeres
con antecedentes de mastitis tras embarazos anteriores cuando se administran
ya sea al final del embarazo o durante la lactancia (Ferndndez y col., 2016).
Finalmente, otro ensayo ha mostrado su eficacia para reducir el riesgo de mas-
titis entre la poblacién general de mujeres embarazadas (Jiménez y col., 2021).

Desarrollo de probioticos a partir de cepas aisladas
de leche humana

Algunas cepas aisladas originalmente de muestras de leche humana han sido
objeto de patentes y, subsiguientemente, se han comercializado en distintos
productos dirigidos a la salud materna y/o infantil. La patente wo 2004/003235
A2 (fecha de prioridad 28 de junio de 2002) contenia 4 cepas procedentes de
dicho origen, que se habian aislado en el Departamento de Nutricién y Cien-
cia de los Alimentos de la Universidad Complutense de Madrid en el ano 2001
(Martin y col., 2003; Martin y col., 2006): Ligilactobacillus salivarius cECTs713,
Lactobacillus gasseri CECTS174 y 5175, v Limosilactobacillus fermentum
CECTS7I6.

Entre ellas, L. salivarius cEcTs713 ha sido objeto de numerosos estudios
(Langa y col., 2012), incluyendo ensayos clinicos para evaluar su seguridad y
eficacia en mujeres lactantes (Jiménez y col., 2008¢; Arroyo y col., 2010).
Inicialmente esta cepa se comercializd en Alemania y paises limitrofes para
uso médico especial en mujeres embarazadas y lactantes (para la prevencién
y tratamiento de las mastitis) bajo el nombre de Aptamil ProFutura Mama
Probiotikum® (grupo Nutricia). En 2020, Nutricia/Danone sustituyé ese pro-
ducto por otro que contenia L. salivarius Ps2, otra cepa con las que se han
realizado diversos ensayos clinicos (Vizquez-Fresno y col., 2014; Espino-
sa-Martos y col., 2016; Ferndndez y col., 2016; de Andrés y col., 2018) y
protegida por la patente PcT/NL2013/050924 (fecha de prioridad: 19 de diciem-
bre de 2013). En este caso, el producto se empezé a comercializar en China
con el nombre de Aptamamai® y, més recientemente (mayo 2023), en Espafia,
bajo el nombre de Almimama®. Se espera que en los préximos meses se comer-
cialice en otros paises a pesar de los retos que implica el escalado y estabilidad
de las cepas de esta especie (Guerrero Sdnchez y col., 2022).

Por lo que respecta a L. fermentum CECTS§716, otra cepa muy estudiada
(Rodriguez-Sojo y col., 2021), se ha incluido en férmulas infantiles comercia-
lizadas por algunas empresas, como Hiprp o Puleva, debido a su capacidad
para reducir la incidencia de infecciones gastrointestinales en la poblacién
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infantil (Pastor-Villaescusa y col., 2021). Esa misma cepa también se ha comer-
cializado en productos dirigidos a la salud mamaria, como Lactanza® (Ange-
lini), Qiara® (Puremedic Health Pty Ltd) u Optilac® (Nestlé). L. gasseri
CECTSI74 se comercializa en forma de leche fermentada dirigida a la poblacién
infantil; inicialmente, la comercializé Puleva (MaxDefensas®) pero, poco des-
pués, la empresa espanola llegé a un acuerdo con Alpina (Colombia) que desde
entonces la emplea en un producto similar denominado Yox Defensis”.

Actualmente existen diversas cepas de Limosilactobacillus reuteri en el mer-
cado; sin embargo, la primera cepa de L. reuteri comercializada para uso
humano fue L. reuteri psm 17938 (L. reuteri Protectis’, Reuteri®, Biogaia), una
cepa aislada de una muestra de leche materna obtenida de una mujer peruana
en 1990. Esa misma empresa también (BioGaia) posee en su cartera otra cepa
aislada de leche humana (L. reuteri ATCC PTA 6475), en este caso aislada a
partir de una mujer finlandesa (patente Us7344867B2, fecha de prioridad: 15
de abril de 2005).

En Argentina, el Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN, UNL-CONI-
CET) comenzé a trabajar en el afo 2008 en el aislamiento de cepas de leche
materna humana, a través de una metodologfa tradicional dependiente de
cultivo. A partir de una primera ronda de muestreos (16 madres participantes)
se obtuvieron 4 cepas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Zacarias y col.,
2011), y de una segunda ronda de muestreos realizada en 2011 (10 madres
participantes) se obtuvo una cepa de B. longum y 4 cepas de lactobacilos
(Zacarfas y col., 2019). En particular uno de los aislamientos, B. lactis INL1,
fue estudiado exhaustivamente tanto desde un punto de vista tecnolégico
como funcional. Se evalué la produccién de biomasa bajo distintas condicio-
nes de cultivo y su resistencia frente a diversas tecnologias de conservacién,
como liofilizacién, secado spray, secado al vacio y por microondas, y también
microencapsulacion en diferentes matrices (Vinderola y col. 2012; Loyeau y
col., 2018; Zacarias y col. 2011, 2017, 2019, 2020). En cuanto a su seguridad y
caracterizacién funcional, se evalué resistencia a antibiéticos, capacidad anta-
gonista frente a diversos patégenos y resistencia a la digestién gastrointestinal
simulada mediante ensayos iz vitro, ademds de ensayos iz vivo de inmuno-
modulacién, de proteccién en dos modelos de Salmonelosis y en modelos
experimentales de colitis aguda y crénica inducida por TNBs (Burns y col.
2017; Zacarfas y col., 2011, 2014, 2017, 2019). Esto derivé en la firma de un
Acuerdo de Transferencia de Material Biol6gico (MTA) entre CONICET y la
empresa francesa Pileje sas para el estudio de las propiedades funcionales y
tecnolégicas de la cepa para su potencial transferencia y aplicacién como
probiético en suplementos dietarios (2018-2020; N° Expediente REC-1029333-
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20). En 2016 comenzd una tercera etapa de muestreos de leche humana,
utilizdindose tanto metodologfas tradicionales como de andlisis metagenémico.
A partir de 164 muestras donadas por 104 madres, se obtuvieron 15 aislamien-
tos de interés: 14 lactobacilos y una bifidobacteria (Oddi y col., 2020a). En
este caso, se evalud la capacidad de los aislamientos de inducir la secrecién de
1L-10 en cultivos de macréfagos murinos y la resistencia a liofilizacién, ademds
de estudios 77 vivo de inmunomodulacién y proteccién frente a Salmonella
para los aislamientos L. gasseri 70c, L. plantarum 73a'y L. plantarum 73b.
Ademds, L. plantarum 73a'y B. lactis INLI fueron estudiados en un simulador
SHIME® (Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem), utilizindose
la microbiota fecal de un nifio obeso, obteniéndose resultados alentadores
para la administracion del lactobacilo o de ambas cepas en simultdneo (Oddi
y col., 2020b). A fines de 2021 se firmé un acuerdo de asistencia técnica y
licencia de cepas entre la UNL y la empresa espafiola Biopolis, S.L. (ApM) en
el que se licenciaron 19 aislamientos de leche materna de la coleccién de cul-
tivos de INLAIN por un perfodo de 5 afios (ampliable a 15 afios), convirtiéndose
en el primer acuerdo de este tipo en la historia de la UNL.
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Capitulo 8
La microbiota vaginal
Patricia Burns y Emilia Hick

La vagina es un 6rgano muy versatil, con un ecosistema microbiano dindmico,
que afecta profundamente la salud de la mujer y del recién nacido. Las bac-
terias que colonizan la microbiota vaginal juegan un papel importante en la
salud y la homeostasis y, por lo tanto, influyen en las propiedades bioquimicas
e inflamatorias del ambiente vaginal. La alteraciéon de la proporcién de bac-
terias (disbiosis) predispone a infecciones como vaginosis bacteriana, candi-
diasis o afecciones ginecolégicas graves incluyendo parto prematuro, enfer-
medad pélvica inflamatoria y enfermedades de transmision sexual. En los
tltimos anos, se logré un mayor conocimiento acerca de la composicion de
una microbiota vaginal <normal y anormal». Con las técnicas tradicionales de
cultivo se han podido aislar y describir muchas especies bacterianas y, parale-
lamente, con el desarrollo de métodos moleculares (émicos) se demostré que
la vagina es un ecosistema complejo y dindmico que contiene una amplia
gama de bacterias no cultivables o dificiles de identificar (Ravel y col., 2011;
Diop y col., 2019; Verstraelen y col., 2022).

Una mujer en edad fértil produce aproximadamente 1-4 ml de flujo vaginal
que contiene de 10° a 10° células bacterianas por ml. Si bien las bacterias son
los microorganismos predominantes del microbioma vaginal, las comunidades
fungicas (micobioma) y las poblaciones viricas (viroma) también son una parte
importante de éste (Diop y col., 2019).

A lo largo del presente capitulo se desarrollardn tépicos relacionados con
la composicién y las caracteristicas de la microbiota vaginal en las distintas
etapas de la vida de una mujer, su rol en la proteccién de la salud femenina y
las posibles causas de su alteracién. Ademds, veremos la potencialidad que
ofrece este nicho microbiano como fuente de lactobacilos probiéticos y de
sustancias postbidticas, para ser aplicadas en la prevencién y el tratamiento
de enfermedades urogenitales frecuentes. Adicionalmente, realizaremos un
repaso sobre los antecedentes de investigacidn relativos a la microbiota vaginal
y los nuevos enfoques en los que se encuentra la ciencia en esta temdtica. Por
tltimo, indagaremos acerca del estado de avance del desarrollo tecnoldgico y
comercial relacionado con los «bidticos» para la salud femenina.
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Composicion de la microbiota vaginal

La composicién de la microbiota vaginal varia a lo largo de la vida de la mujer.
Algunos de los factores de los que depende son: la edad, la etnia, el ciclo
menstrual y las fluctuaciones hormonales asociadas, los comportamientos
sexuales, y también el uso de firmacos o antibidticos que la pueden afectar,
causando un desequilibrio.

En este apartado profundizaremos en los cambios fisiolégicos y fisicoqui-
micos que ocurren en el ambiente vaginal a través de las diferentes etapas de
la vida de una mujer, y en cémo estas transformaciones modulan la compo-
sicién y diversidad de la microbiota local.

Variaciones fisiolégicas y del pH a lo largo de la vida

En la tabla 1 se observan algunos de los cambios en la microbiota, el nivel
hormonal y el pr del ambiente vaginal y la microbiota local segtin la edad o
estado fisioldgico de la mujer (Amabebe y Anumba, 2020).

Tabla 1. Cambios en la composicién de la microbiota vaginal segun el estado
fisiologico de la mujer

Pubertad
Infancia y nifiez tardia y edad | Ciclo menstrual | Embarazo Postmenopausia
reproductividad (tercer trimestre)
- Estrégenos maternos | + Estrégenos Mestruacién + Estrégenos - Estrégenos
- Glucdégeno * Glucdgeno + Estrégenos + Glucogeno - Glucogeno
pH neutro o alcalino - pH + Glucogeno + Progesterona - Lactobacillus

- Lactobacillus + Lactobacillus + pH +++ Lactobacillus | + pH
+ Bacteriodes - Bacterias - Lactobacillus - pH + Diversidad
+ Fusobacterium anaerobias + Diversidad - Diversidad + Gardnerella
+ Veillonella + Provotella + Gardnerella + Atopobium
+ Bifidobacterium + Anaerococcus + Megasphaera
+ Actinomyces + dialister + Anaerococcus
+ Propionibacterium + Peptrostreptococcus + Provotella
+ Peptococcus + Staphylococcus + Streptococcus
+ Peptrostreptococcus + Peptoniphilus
+ Staphylococcus Fase proliferativa
aureus + Estrégenos
+ Staphylococcus + Glucégeno
epidermidis - pH
+ Enterococcus faecalis + Lactobacillus
+ Escherichia coli - Diversidad

+ Ureaplasma

+ Streptococcus

+ Finegoldia

-+: aumento; -: descenso; *: cambios ciclicos en el contenido de glucégeno intracelular. Adaptado de Amabebe y Aumba, 2020.
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En nifas premendrquicas, la microbiota estd compuesta por cocos y bacilos
anaerobios y aerobios, en su mayoria similares a los de la piel y el drea periu-
retral, y el pH vaginal es alcalino o neutro. Luego, cuando los niveles de
estrégenos comienzan a aumentar, se produce un cambio gradual de esta
microbiota; el epitelio vaginal se engrosa y aumenta la cantidad de glucégeno
que, mediante degradacién endégena, dard un pH cercano a 5,3. La acidez y
la alta concentracién de glucdgeno en el epitelio vaginal estratificado favorece
que los lactobacilos rectales, en su mayoria provenientes de la microbiota
intestinal, colonicen la vagina y alcancen cantidades de 107-10* por ml de fluido
vaginal. En mujeres en edad reproductiva, el pa vaginal puede oscilar entre
3,8 ¥ 4,4, mientras que, en mujeres postmenopdusicas, éste se incrementa a
6,5-7,0 si la mujer no recibe terapia de reemplazo hormonal, o puede reducirse
a 4,5-5,0 en caso de recibir terapia (Danielsson y col., 2011). Estas variaciones
en el pH vaginal y su consecuente modulacién sobre la composicién de la
microbiota local, pueden influir en la salud vaginal y en la susceptibilidad a
ciertas infecciones y condiciones patolédgicas. En la figura 1 se observan estos
cambios en ninas, mujeres adultas en edad reproductiva y postmenopdusicas
(Sociedad Espanola de Ginecologia y Obstetricia, 2022).

Niiias (etapa prepuberal) Mujeres adultas fértiles Mujeres postmenopaisicas
pH bajo
peréxido de hidrogeno

+ Altos niveles
Lactobacilos

B e _decstrigonos
o pH elevado Y e, pmgh t — pH elevado
Microbiota — Microbiota
diversa Bajos niveles . Mucus diversa Bajos niveles
- de estrogenos @ =, t o=t o - de estrogenos
-t S § 9] -
s = O z o333, =X -
o (=l ol = <]
Mucus = = S| = 5 . Mucus
@ Ca» | @ O | Cluctgeno ﬁ O= Can? =0 ug = Oa | @ [O&5 | Cluctgeno)
T 3 o el §
UUUUOUUL ‘109000000‘)‘“ 0[0/0[0/0/00/0
Bajosniveles o 1,064 vaginal fina Deposicién de glucégeno Bajosniveles o 0000 vaginal fina
de glucogeno de glucogeno

Figura 1. Cambios en la mucosa vaginal
durante las etapas de la vida de una
mujer
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Predominio de lactobacilos y su rol en la salud vaginal

Si bien la microbiota vaginal estd compuesta por una gran comunidad de
microorganismos comensales y potenciales patégenos, en mujeres sanas pre-
dominan bacterias del género Lactobacillus, que constituyen una microbiota
vaginal saludable (Diop y col., 2019; Amabebe y Anumba, 2020). En especial,
se han identificado principalmente especies de lactobacilos homofermentan-
tes como Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus gasseri y
Lactobacillus iners, que producen 4cido ldctico como producto final de la
fermentacién de la glucosa, acidificando el ambiente vaginal (Danielsson y
col., 2011; Petrova y col., 2015; Zheng y col., 2015; Mendling, 2016; Pendhar-
kar y col., 2023). Estudios realizados en mujeres sanas, no embarazadas y en
edad reproductiva, han establecido que existen cinco tipos de microbiota
vaginal, denominados «tipos de estado comunitario» (community state types),
cuatro de los cuales suelen estar dominados por una de las 4 especies de Lac-
tobacillus arriba mencionadas (Ravel y col., 2011); esta clasificacién puede
observarse en la figura 2. Aunque las especies mencionadas anteriormente son
las que se aislan con mayor frecuencia, también se han encontrado otras
especies como Lactobacillus acidophilus, Limosilactobacillus fermentum, Lacti-
plantibacillus plantarum, Limosilactobacillus brevis, Lacticaseibacillus casei,
Lactobacillus vaginalis y Lacticaseibacillus rhamnosus (Borges y col., 2014).

Otras especies frecuentes: L. salivarius, L. vaginalis

Grupo L: L. crispatus  Grupo II: L. gasseri Grupo I1I: L. iners  Grupo IV: microbiota diversa  Grupo V: L. jensenii
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Figura 2. Tipos de estado comunitario de
la microbiota vaginal en mujeres en edad
reproductiva

Cuando la cantidad de lactobacilos en el ambiente vaginal disminuye, espe-

cies anaerobias comensales como Gardnerella, Prevotella, Megasphaera, Atopo-
bium, Streptococcus, Mobiluncus, Mycoplasma y Peptoniphilus pueden reprodu-
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cirse y convertirse en potenciales patégenos. Es decir que existe una relacién
inversa entre la cantidad de lactobacilos y de otros microorganismos, siendo
la prevalencia de los primeros un mecanismo de control poblacional y, por lo
tanto, de mantenimiento de la homeostasis del ambiente vaginal (Amabebe
y Anumba, 2020; Zheng y col., 2021). Entre las infecciones mds cominmente
desarrolladas se encuentran la candidiasis vulvovaginal sintomdtica (cvv)
producida por levaduras del género Candida (principalmente C. albicans, C.
glabrata, C. krusei y C. tropicalis) (Rodriguez-Cedeira y col., 2019) y la vagi-
nosis bacteriana (v8) (Amabebe y Anumba, 2022). En la vB se produce un
aumento del pH vaginal y crecimiento excesivo de bacterias patégenas Gram
negativas o positivas, anaerobias facultativas u obligadas, como Gardnerella
vaginalis (cocobacilo facultativo Gram variable, no mdvil, catalasa negativo),
Atopobium, Bacteroides, Mobiluncus, Prevotella, Mycoplasma, Peptostreptococcus
y Anaerococcus. No obstante, la composicion bacteriana vaginal de la vB puede
variar de una mujer a otra (Amabebe y Anumba, 2022).

El predominio de lactobacilos y el bajo pu del ecosistema vaginal de la
mujer son caracteristicas inicas en comparacién con otros mamiferos, en los
cuales los lactobacilos apenas representan mds del 1 % de la microbiota vaginal,
y presentan una mezcla de especies bacterianas y un pH neutro (Verstraelen y
col., 2022).

El rol protector de los lactobacilos en la vagina se ejerce mediante varios
mecanismos que contrarrestan el crecimiento excesivo de microorganismos
no deseados como Candida albicans (Jangy col., 2019), Escherichia coli (Gamba
y col., 2020) y Gardnerella vaginalis (Zhang y col., 2022). Estos mecanismos
son la competencia por nutrientes y la adherencia a los tejidos, la reduccién
del pH vaginal mediante la produccién de dcidos organicos (principalmente
4cido ldctico), la modulacién del sistema inmunolégico local, la promocién
de la integridad del epitelio y la produccién de sustancias antimicrobianas,
como las bacteriocinas, u otros metabolitos (Petrova y col., 2015; Koirala y
col., 2020; Zheng y col., 2021). De esta manera, la microbiota vaginal cons-
tituye una barrera de defensa permitiendo el mantenimiento de un ambiente
vaginal saludable y promoviendo la capacidad reproductiva normal.

En la figura 3 se observan diversos mecanismos, ya sean mediados por los
lactobacilos como por otras células (por ejemplo, del sistema inmune), que
contribuyen a mantener un estado de eubiosis en un ecosistema vaginal salu-
dable. Cuando ocurre una disrupcién de las uniones estrechas, los neutréfilos
del torrente sanguineo (debajo de la membrana basal) pueden ser atraidos
frente al ingreso de microorganismos patégenos; el epitelio escamoso vaginal
estd conectado a través de uniones estrechas que inhiben la entrada de paté-
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genos en las capas epiteliales basales y contiene células presentadoras de anti-
genos y células T, que constituyen un mecanismo de defensa del sistema
inmune. En el moco, hay un pa 4cido que sirve como mecanismo fisiolégico
de defensa para inhibir el crecimiento de bacterias patégenas al permeabilizar
las membranas celulares e inducir estrés osmético al provocar la desestabili-
zacién de la membrana externa en bacterias Gram negativas, y potencialmente
incrementar el efecto de otras propiedades inmunomoduladoras y antimicro-
bianas. Los lactobacilos también pueden proteger al ambiente vaginal a través
de la produccién de diferentes compuestos como son los péptidos antimicro-
bianos (PAMs) o bacteriocinas, los biosurfactantes y el peréxido de hidrégeno
(Pendharkar y col., 2023).
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Figura 3. Mecanismos de defensa
del ambiente vaginal

La microbiota vaginal como habitat de microorganismos
probidticos

Actualmente, los microorganismos probiéticos mds utilizados pertenecen a
los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus. Algunas de las fuentes mds con-
vencionales de las cuales son aislados son las heces de recién nacidos, la leche
y los derivados licteos (Granato y col., 2010), y la leche materna humana
(Zacarias y col., 2011; Oddi y col., 2019). No obstante, diversos estudios pro-
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ponen el aislamiento y caracterizacion de cepas probidticas a partir de fuentes
no convencionales como fluidos corporales animales (Sarquis y col., 2019) o
humanos (Bazireh y col., 2020).

A continuacién, ahondaremos en definiciones importantes dentro del drea
de los «biéticos» y analizaremos por qué la microbiota vaginal resulta un nicho
prometedor para el aislamiento, el estudio y la aplicacién de microorganismos
probidticos.

Lactobacilos vaginales: potenciales probidticos y fuente de posbidticos

Los probidticos se definen como «microorganismos vivos que, administrados
en cantidades adecuadas, otorgan beneficios a la salud del huésped». Ademds,
estos microorganismos deben cumplir, entre otros, los siguientes criterios: ser
cepas definidas, tener un recuento viable apropiado al final de la vida util del
alimento o suplemento y contar con evidencia cientifica adecuada (estudios
en humanos) de los beneficios para la salud (Hill y col., 2014).

Por otro lado, la definicién de la Asociacién Cientifica Internacional para
Probiéticos y Prebidticos (1sapr; International Scientific Association for Pro-
biotics and Prebiotics) del término postbiético hace referencia a «una prepara-
cién de microorganismos inanimados y/o sus componentes que confiere un
beneficio para la salud del huésped» (Salminen y col., 2021). El término
«microorganismos inanimados» hace referencia a células que no se encuentran
vivas al momento de su administraciéon (a diferencia de los probidticos),
pudiendo estar inactivadas o lisadas mediante distintos métodos: tratamientos
térmicos, agentes quimicos, irradiacién, altas presiones y ultrasonido (Gui-
mardes y col., 2019; Nataraj y col., 2020; Rad y col., 2020).

Como se menciond anteriormente, los metabolitos producidos por los
lactobacilos vaginales confieren proteccién al ambiente vaginal mediante diver-
sos mecanismos y, por lo tanto, presentan una interesante potencialidad para
su estudio y utilizacién como compuestos en preparaciones postbidticas. Adi-
cionalmente, varios estudios confirman la estimulacién positiva del sistema
inmunoldgico producida por la administracién de bacterias probidticas inac-
tivadas o de sus componentes celulares (Késcik y col., 2018; Rad y col., 20205
Zbtkiewicz y col., 2020).
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Lactobacilos como estrategia preventiva y terapéutica

Si bien el tratamiento de infecciones urogenitales con antibidticos o antimi-
céticos tiene como objetivo detener la proliferacién de microorganismos dafi-
nos, puede afectar el equilibrio normal del ecosistema vaginal, y también
generar resistencia microbiana a los agentes administrados. Autores como
Borges y col. (2014) proponen el uso de lactobacilos vaginales (administrados
tanto por via oral como vaginal) como una alternativa til o complementaria
a la terapia con antimicrobianos. No solo se sugiere su utilizaciéon en formu-
laciones farmacéuticas sino también adicionados a alimentos (Patrignani y
col., 2019).

Los probidticos se presentan como un método alternativo o complemen-
tario que puede prevenir o tratar una amplia variedad de afecciones clinicas.
Los lactobacilos probiéticos se consideran un medio natural y seguro para
equilibrar la composicién de la microbiota vulvovaginal, colaborando durante
el tratamiento antimicrobiano y ayudando en la recuperacién de la disbiosis.
La investigacion estd acumulando pruebas de su papel en el apoyo a la salud
de la mujer durante toda la vida. En obstetricia y ginecologia, las especies de
lactobacilos se utilizan principalmente para restablecer la microbiota vaginal
fisioldgica con el fin de tratar la vaginosis bacteriana y la candidiasis vulvova-
ginal y prevenir los partos prematuros (Buggio y col., 2019).

Los probidticos destinados a la salud vaginal estdn disponibles como suple-
mentos dietéticos, geles y 6vulos vaginales. Mediante geles u évulos, los pro-
bidticos se aplican directamente en el lugar de accién, mientras que aquellos
probidticos administrados por via oral deben pasar primero por el tracto
gastrointestinal antes de migrar al nicho vaginal (Lehtorantay col., 2022). En
este sentido, los probidticos orales pueden proporcionar efectos beneficiosos
adicionales para la salud vaginal a través del llamado «eje intestino-vagina»,
equilibrando la microbiota intestinal y previniendo el ascenso de patégenos
del recto al tracto vaginal, asi como estimulando el sistema inmunolégico
intestinal y sistémico. La investigacién muestra que ambas vias de adminis-
tracién son seguras y eficaces (Li y col., 2019; Wang y col., 2019).

Hoy en dia es cada vez mayor el interés por comprender cémo los probié-
ticos favorecen la salud de la mujer a lo largo de la vida y c6mo tener en cuenta
estas condiciones especificas (especialmente las fluctuaciones hormonales) a
la hora de disenar productos probidticos para mujeres.

En el futuro, los consorcios de lactobacilos vaginales autdctonos y/o los
trasplantes de microbiota de mujeres sanas pueden ser soluciones eficaces para
quienes sufren disbiosis vaginal e infecciones asociadas (Lehtoranta y col.,
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2022). En relacién con este dltimo punto, el estado del arte es atin joven pero
prometedor. Lev—Sagie y col. (2019) llevaron a cabo un ensayo clinico donde
5 pacientes con vaginosis bacteriana recurrente recibieron trasplante de micro-
biota vaginal de donantes sanas, posterior a la administracién local de anti-
bidticos; 4 de las 5 mujeres tratadas mostraron remision a largo plazo de los
criterios diagndsticos y la sintomatologia asociada. Mds recientemente, Wron-
ding y col. (2023) evaluaron la eficacia del trasplante de microbiota vaginal
sobre la disbiosis y la concepcién. Una paciente con antecedentes de infeccio-
nes vaginales recurrentes y tres pérdidas de embarazo recibié trasplante de
microbiota de una donante sana, como tratamiento sustitutivo a los antibié-
ticos. Como resultado, se observé una normalizacién de la microbiota vaginal,
con predominancia de lactobacilos, y luego de 5 meses, la mujer logré un
embarazo exitoso a término. En ambos estudios, no se observaron efectos
adversos del trasplante, ya fuera como estrategia complementaria o sustitutiva
al tratamiento antibidtico convencional.

Estos primeros ensayos clinicos presentan un panorama muy favorable para
continuar investigando las potencialidades del trasplante vaginal, teniendo
como antecedente alentador los ya demostrados beneficios del trasplante de
microbiota intestinal (Ma y col., 2019).

Investigaciones vigentes relativas a la microbiota vaginal
y sus aplicaciones

En los tltimos anos, paralelamente al desarrollo de las técnicas «dmicas» y al
incremento del conocimiento de la microbiota intestinal, se ha observado un
auge en las investigaciones relacionadas con los distintos nichos microbiolégicos
que habitan nuestro organismo, entre ellos: la microbiota vaginal. Tanto a
nivel global como local, son incontables los trabajos que profundizan en la
composicién y el comportamiento de los microorganismos que habitan el
tracto urogenital, particularmente de los lactobacilos vaginales. La bibliografia
cientifica ha acumulado informacién que apoya los beneficios que el
aislamiento, estudio y aprovechamiento de estas bacterias podrian ofrecer en
la profilaxis de la salud femenina.

A lo largo del presente capitulo se han citado numerosos trabajos que
dilucidan la composicién de la microbiota vaginal y el comportamiento de
los lactobacilos. Nuestro grupo de investigacion del INLAIN actualmente se
encuentra trabajando en este tema y ha podido aislar e identificar so cepas de
lactobacilos a partir de exudados vaginales de mujeres sanas. Estas cepas per-
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tenecen a las especies: Lactobacillus gasseri (18 cepas), L. crispatus (15), L. jen-
senii (14), L. fermentum (2) y L. mucosae (1). Adicionalmente, se ha evaluado
su performance funcional mediante ensayos de produccién de compuestos
antimicrobianos e inhibicién de patégenos urogenitales (Escherichia coli, Gard-
nerella vaginalis, Candida albicans) y su respuesta frente a factores tecnoldgi-
cos de interés (pH y temperatura). Al momento, hemos obtenido resultados
favorables que posicionan a estas cepas como prometedoras para su aplicacién
futura en alimentos o suplementos.

En relacién con este tltimo punto, diferentes autores han estudiado el
desempeno de lactobacilos aislados de muestras vaginales, adicionados a dis-
tintas matrices alimentarias o farmacéuticas.

Como ejemplo de aplicaciones en alimentos, Laue y col. (2018) evaluaron
el efecto del consumo (durante 4 semanas) de un yogur con cepas de L. cris-
patus, L. gasseri, L. jensenii y L. rhamnosus sobre los sintomas y la recuperacién
de la vaginosis bacteriana. Los resultados mostraron una mejora significativa
de los criterios diagnésticos y la sintomatologia de las mujeres que consumie-
ron el yogur en estudio (paralelamente al tratamiento antibiético), respecto a
un grupo control. Patrignani y col. (2020) desarrollaron un queso tipo «Squa-
cquerone» adicionado con una cepa vaginal de L. crispatus y estudiaron su
tolerancia al proceso digestivo a través de técnicas de vanguardia (Simulator
of the Human Intestinal Microbial Ecosystem). La cepa utilizada cuenta con
estudios previos de potencialidad probidtica (Parolin y col., 2015; Siroli y col.,
2017) y mostré viabilidad satisfactoria al ser adicionada en esta matriz ldctea.
D’Alessandro y col. (2021) microencapsularon 3 cepas pertenecientes a las
especies L. crispatus'y L. gasseri utilizando una bebida de soja y evaluaron su
resistencia al proceso tecnoldgico. Los resultados obtenidos presentan a esta
matriz alimentaria como una opcién a los productos licteos (apta para per-
sonas veganas o con intolerancias) que resulta promisoria para la diversifica-
cién de la industria de alimentos probidticos. Recientemente, el mismo grupo
de investigadores desarroll$ y caracterizé bebidas de soja fermentadas con
lactobacilos vaginales (Lactobacillus crispatus 8C4 'y Lactobacillus gasseri BC9)
encapsulados y no encapsulados. Los lactobacilos fueron capaces de crecer en
la bebida y mantuvieron su viabilidad en 7 log urc/ml en el producto refri-
gerado durante 28 dias (independientemente de si las cepas estaban o no
encapsuladas). Por un lado, las bacterias encapsuladas resultaron mds activas,
como se demostrd por la produccién de dcido léctico, la reduccién del pa y
su tolerancia a esta matriz alimentaria. Ademds, sobrevivieron mejor a las
condiciones in vitro del tracto gastrointestinal y presentaron mejor actividad
inhibitoria contra patégenos intestinales. Sin embargo, su presencia durante
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el almacenamiento redujo la aceptabilidad sensorial de los productos. En
conclusion, L. crispatus BC4 y L. gasseri BC9 resultaron cepas prometedoras
para ser utilizadas como co-iniciadores para producir bebidas de soja fermen-
tadas, que podrian utilizarse para el tratamiento de la disbiosis vaginal (D’Ales-
sandro y col. 2023).

Respecto a las formulaciones de aplicacién vaginal, Vitali y col. (2016) desa-
rrollaron un gel simbiético, conteniendo una cepa probiética de L. crispatusy
el sustrato prebidtico fructooligosacdrido (ros). Sobre esta formulacién se eva-
lué la supervivencia de la cepa, la capacidad de adhesién a la mucosa vaginal
y la actividad antimicrobiana contra patégenos. Los resultados sugieren que
este gel simbidtico podria ser aplicable para la prevencién y el tratamiento de
infecciones vaginales. Mds recientemente, Shen y col. (2023) llevaron a cabo
un ensayo clinico, donde evaluaron el desempeno de un gel postbidtico sobre
el alivio de los sintomas en 50 pacientes con vaginosis bacteriana. La formula-
cién en estudio contenia 2 cepas probidticas pertenecientes a las especies L.
paracasei 'y L. rhamnosus, inactivadas por calor. Los resultados de la aplicacién
de este gel durante una semana mostraron el incremento relativo de la abun-
dancia de lactobacilos en la microbiota vaginal y la consecuente mejora en la
sintomatologfa de las pacientes. Los presentados son solo algunos ejemplos de
las lineas de investigacion relativas al aislamiento de cepas a partir de la micro-
biota vaginal y su aprovechamiento para el abordaje de la salud femenina
mediante la incorporacién en distintas formulaciones «bidticas».

Productos comerciales con lactobacilos vaginales

A nivel mundial, existen variedad de opciones comerciales en forma de suple-
mentos orales o de aplicaciones vaginales con lactobacilos probiéticos para la
prevencién de la salud femenina y el tratamiento de afecciones urogenitales.
Algunos ejemplos de estos productos se presentan en la tabla 2.

En Argentina, las opciones atin son escasas, pudiendo acceder sélo a cdpsulas
orales con lactobacilos, destinadas a la salud femenina (Urosedac Probiotic y
Urosedac Candida con Lactobacillus sporogenes). Es importante tener en cuenta
que la definicién de probidtico exige la declaracién de la/s cepa/s utilizadas, por
lo que algunos de estos productos no cumplirfan con los requerimientos.

En cuanto a évulos vaginales, solo se encuentra disponible un producto
que presenta dcido ldctico (Lactibdn) y se ofrece como regulador del pH vagi-
nal; sin embargo, luego de la postulacién de la definicién consenso de pos-
biéticos (Salminen y col., 2021), un compuesto quimico aislado no se incluye
dentro de este grupo de «bidticos».
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Tabla 2. Productos comerciales con lactobacilos. Resultados de busqueda en la web
(diciembre de 2023)

Nombre y marca

Forma de

Pais de produccion

Especies / cepas

Concentracion

del producto administracion (UFC/capsula)
Lactit ibacillus rh
Protector intimo. Lactoflora® Cépsulas orales Espana Lirc 3I05&(§ elbaciiius rhamnosus 1x :I_O9
" . i Lacticaseibacillus rhamnosus 10
Candilactom®. Laborest® C | | Ital 1x10
andilactom: abores apsulas orales alia TOM 22.8 X
Lactobacill idophil
Probio3 Vaginal. N i actobacillus acidophilus 9
) Comprimidos orales | Espana Lacticaseibacillus rhamnosus | 1 x 10
Laboratorios Tegor* . .
Lactobacillus gasseri
. Lacticaseibacillus rhamnosus
X ~ i
ISDIN® Woman Ovulos vaginales Espana LRH020 &7
GineCanesflor® Cépsulas vaginales ltalia Lacticaseibacillus plantarum 1x 108

P17630

* Este producto no puede ser considerado probiético, debido a que no declara las cepas incluidas en su composicion.

Conclusiones

Una microbiota vaginal saludable constituye un nicho muy interesante para

el aislamiento y estudio de lactobacilos potencialmente probiéticos. Estos, o

sus preparaciones postbidticas, son prometedores debido a su aplicacién indus-

trial ya sea como formulaciones farmacéuticas, suplementos dietarios e incluso

alimentos. Los antecedentes bibliograficos mencionados en este capitulo con-

figuran un panorama muy alentador para profundizar en el conocimiento de

este drea, que pueda ser transferido al desarrollo tecnoldgico de estrategias mds

naturales y sustentables para la salud femenina.
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Capitulo 9
La microbiota de la piel
Luciana Gerez, Melisa Puntillo, Elisa Ale, Ana Binetti y Julio Villena

Los avances en los métodos basados en la secuenciacién del material genético
para identificar y examinar microorganismos de comunidades especificas han
permitido caracterizar la gran diversidad de especies de la microbiota de la
piel. Un estudio pionero de veinte lugares anatémicos diferentes de la piel
revel6 diferencias tnicas de composicién microbiana en los distintos sitios del
cuerpo (Grice y col., 2009). Los microorganismos que componen la micro-
biota de la piel estdn adaptados para la vida en estos distintos microhdbitats
con condiciones fisioldgicas diferenciadas (Flowers y Grice, 2020). Las rela-
ciones entre los microorganismos y las células de la piel se han forjado y
desafiado durante millones de anos de coevolucién. Por lo tanto, no sorprende
que estos microorganismos sean participantes importantes en la configuracién
y el mantenimiento de procesos fisiolégicos esenciales. Los microorganismos
comensales que conforman la microbiota de piel, interactuando entre si y a
través de interacciones mutualistas con las células del hospedador, son capaces
de promover los mecanismos de defensa, modular las respuestas inmunitarias,
inhibir la colonizacién y la infeccién por organismos oportunistas o patdgenos,
y promover la reparacién del tejido y las funciones de barrera. Incluso y, a la
luz de la evidencia cientifica mds reciente, se considera que estos microorga-
nismos pueden alterar la actividad de 6rganos distantes, como el tracto diges-
tivo o el cerebro, a través de los conocidos hoy en dia como ejes «piel-intestino»
o «piel-cerebro», entre otros (Chen y col., 2023). En este capitulo se presenta
la estructura anatémica y las funciones de la piel, incluyendo sus propiedades
inmunoldgicas. Ademds, se revisardn los avances realizados en el entendi-
miento de la composicién de la microbiota de la piel, su efecto en el mante-
nimiento de la salud del hospedador y la contribucién de su desbalance en el
desarrollo y/o progresién de enfermedades de la piel.
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Piel: generalidades, estructura, funciones

La piel es la barrera epitelial mds extensa de nuestro cuerpo (representa alre-
dedor del 15 % del peso corporal total) que actiia como la primera linea de
defensa frente a agresiones del medioambiente, como la radiacién vv (RUV),
las sustancias tdxicas o los agentes patogénicos. Es un 6rgano muy diverso
formado por microambientes que difieren en las condiciones de pH, tempe-
ratura, humedad, contenido sebdceo y topografia (Nakatsuji y col., 2013).
Asimismo, su espesor varfa dependiendo de la zona del cuerpo (desde apro-
ximadamente 0,5 mm en los pdrpados a 1,5-2,0 mm en la cara 0 4,0 mm en
los talones) (Chen y col., 2023). Anatémicamente, se compone de tres capas:
epidermis, dermis y capa subcutdnea o hipodermis (figura 1).
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Figura 1. Estructura de la piel
y su sistema inmunolégico

La epidermis es un epitelio estratificado cuya célula primaria es el querati-
nocito, que constantemente se genera en la limina basal (donde se produce
la mitosis), madura, se diferencia y migra hacia la superficie, donde pasa a
formar parte de alguna de las 3 capas que se encuentran sobre la limina basal
(estrato espinoso, estrato granuloso y estrato corneo). La tasa normal de reno-
vacién de la epidermis es de unos 28 dias. El estrato cérneo estd en contacto
directo con el medio ambiente y es el responsable de la barrera cutdnea, evi-
tando la pérdida de agua, manteniendo la hidratacién y evitando la sobrehi-
dratacién, ademds de otras muchas funciones protectoras. La finalidad de la
epidermis es crear un estrato corneo totalmente funcional (Fore-Pfliger, 2004).
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Otros componentes de la epidermis son los melanocitos (células de la cresta
neural que producen el pigmento de la piel, melanina), las células de Langer-
hans (células dendriticas méviles presentadoras de antigenos) y las células de
Merkel (células con caracteristicas neuroenddcrinas y epiteliales que se encuen-
tran en sinapsis con los axones sensoriales dérmicos y las células epiteliales
adyacentes y que son sensibles a los estimulos mecdnicos, especialmente a la
presion). Existen tres apéndices epidérmicos: las glandulas sudoriparas, los
foliculos pilosebdceos que producen el pelo y las excreciones sebéceas, y las
ufias que cubren las falanges distales (Kanitakis, 2002). Las glindulas sudori-
paras actiian como termorreguladoras y, a través de la sintesis de péptidos
antimicrobianos, como defensa frente a patégenos (Marakami y col., 2002).

La dermis, situada entre la unién subcutdnea y dérmico-epidérmica, mide
desde 0,3 mm en los parpados hasta 3,0 mm en la espalda y sus componentes
celulares incluyen fibrocitos, monocitos, histiocitos, células de Langerhans,
linfocitos y eosinéfilos, junto con las células vasculares y linfiticas. Principal-
mente se trata de una matriz de tejido conectivo compuesta por aproximada-
mente un 90 % de coldgeno (principalmente de tipo I) junto con fibras elds-
ticas, vasos sanguineos y vasos linfdticos, con algunas fibras musculares y
glindulas pilosebaceas y sudoriparas que se originan en la dermis profunda y
la capa subcutdnea. Todas estas estructuras, en general, son responsables de
regular la temperatura corporal, mantener la humedad, actuar como barrera
frente a agentes extranos y renovar la epidermis danada. La dermis y su riego
sanguineo se encargan de suministrar nutrientes a la piel mediante una con-
tinua comunicacién con la epidermis, que no tiene riego propio. La unién
entre la epidermis y la dermis se ondula para formar invaginaciones conocidas
como rete pegs o papillae y los capilares nutritivos y las vénulas circulan cerca
de la unién dermoepidérmica, en la parte superior de dicha red (Braverman,
2000). Las terminaciones del sistema nervioso se encuentran en la membrana
basal y cerca de ella, e incluso penetran en la epidermis, donde se conectan
con todos los tipos de células, afectando la respuesta de la piel a los estimulos
nerviosos desde multiples neurotransmisores (Oaklander y Siegel, 2005).

La capa subcutdnea (o hipodermis) es la capa mds profunda que ayuda a
aislar el cuerpo y a almacenar energfa, proporcionando un relleno protector
a partir de las células grasas o adipocitos, unidas entre si por un tejido fibroso.

El estrato c6rneo y la piel, en general, tienen actividad biosensora. Cualquier
alteracién de la barrera cutdnea/estrato cérneo o de las capas mds profundas
pone en marcha mecanismos de reparacién que activan respuestas sintéticas
e inflamatorias en la piel, disparando la actividad mitética en la capa basal, la
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segregacién de grdnulos laminares en el espacio intercelular e inician una
respuesta inmune (Rassner y col., 2000).

En similitud con el epitelio velloso del intestino humano, la piel tiene
aproximadamente cinco millones de foliculos pilosos (poros) y conductos
sudoriparos cuya estructura cncava y profundidad aumentan su complejidad.
Las densidades de estos microérganos hacen que los microambientes cutineos
puedan agruparse, a grandes rasgos, en tres categorias: sebdceo/graso (frente,
cuero cabelludo, pecho y espalda), hiimedo (piel alrededor de la nariz y la
boca, axilas, pliegue del codo, abdomen, parte inferior de las nalgas, parte
posterior de la rodilla y pie) y seco (antebrazos, parte posterior del codo,
nalgas y parte anterior de la rodilla/piernas) (Cundell, 2018).

El sistema inmunoldgico de la piel

La piel humana es un tejido rico en células inmunes que contribuyen a mediar
las interacciones con el entorno externo. Si bien no es una superficie mucosa
en el sentido mds estricto, la biologfa cutdnea se parece en muchos aspectos a
la de otros tejidos de barrera como el intestino. El paralelo mds importante es
que el sistema inmunolégico de la piel ha evolucionado para integrarse y
responder a estas diversas senales del ambiente externo, aprendiendo a tolerar
los microorganismos y antigenos inocuos y a reaccionar contra aquellos que
representan un peligro (Zhang y col., 2022). La piel estd protegida por tres
barreras: a) la barrera fisica, b) la barrera quimica y, ¢) la barrera inmunolégica
(Harris-Tryon y Grice, 2022). Esta tltima estd mediada tanto por células
inmunes como por células no inmunes residentes de la piel (figura 1) (Cham-
bers y Vukmanovic-Stejic, 2020).

Los queratinocitos expresan receptores de reconocimiento de patrones
(RrPs) como los receptores de tipo Toll (TLR), los cuales son receptores inmu-
nes cruciales en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
microorganismos (MAMPs). La interaccién RRPs-MAMPs activa las funciones
inmunoldgicas de los queratinocitos y conduce a la produccién de citoquinas
inflamatorias que inician las respuestas inmunes. Los queratinocitos también
poseen la capacidad de detectar sefiales de dano y producir citoquinas y qui-
mioquinas inflamatorias como la interleuquina-1f (1L-1f), 1L-8 y ccr20 para
inducir el reclutamiento de leucocitos al sitio de lesién. Por otro lado, aunque
la funcién principal de los fibroblastos dérmicos es sintetizar la matriz
extracelular, también expresan TLRs, incluso en niveles mis altos que los
encontrados en los queratinocitos (Chambers y Vukmanovic-Stejic, 2020).

184



Esto les permite a los fibroblastos de la dermis participar activamente en el
reconocimiento de microorganismos y gatillar la produccién de factores como
IL-6, IL-8 y cCL2 para reclutar y activar células inmunes. De este modo, las
células no inmunes de la piel participan activamente en la generacién de
respuestas inmunoldgicas (Zhang y col., 2022).

La piel contiene una red de células inmunitarias mieloides que incluye a las
células de Langerhans, células dendriticas (Dcs) y macréfagos (figura 1), las
cuales contribuyen a la homeostasis de la piel mediante la secrecién de facto-
res de crecimiento necesarios para la supervivencia de los queratinocitos, fibro-
blastos y células endoteliales. Ademds, mantienen una funcién tisular 6ptima
al fagocitar los desechos y las células apoptéticas, respaldar la integridad de la
vasculatura y promover la tolerancia. En condiciones inflamatorias, estas célu-
las mieloides responden de inmediato y producen mediadores proinflamatorios
que impulsan la activacién de las células inmunes locales y el reclutamiento
de células inflamatorias en el sitio afectado. Las células mieloides de la piel
también sirven como enlace entre el sistema inmune innato y el adaptativo
por su capacidad para presentar antigenos (Nguyen y Soulika, 2019). Una de
las células que primero entra en contacto con antigenos que alcanzan la piel,
son las células de Langerhans, localizadas en la epidermis y con la capacidad
de extender sus dendritas para capturar antigenos cerca de la superficie (Zhang
y col., 2022). Estas células provienen de precursores de macréfagos y adquieren
la propiedad de fagocitar y presentar antigenos una vez que alcanzan la epi-
dermis. Aunque generalmente es una poblacién que se auto renueva en con-
diciones normales, se ha observado que los monocitos derivados de médula
dsea ayudan a aumentar el nicho de células de Langerhans durante la inflama-
cién de la piel. Las células de Langerhans pueden presentar antigenos a las
células T tanto en la epidermis como en los ganglios linfdticos e iniciar res-
puestas inmunitarias, promoviendo tanto respuestas efectoras como regulado-
ras (Chambers y Vukmanovic-Stejic, 2020).

Dentro de la dermis, se localiza una poblacién mds diversa de células fago-
citicas y presentadoras de antigenos incluyendo a las pcs y los macréfagos
dérmicos. Al igual que los macréfagos en otras regiones del cuerpo, los macré-
fagos de la piel estén preparados tanto para detectar patdgenos y senales de
dano e iniciar respuestas inmunitarias efectoras, asi como para participar en
el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos mediante la produccién de
factores reguladores que contribuyen a la cicatrizacién de heridas luego de la
lesién tisular.

La piel también contiene mastocitos, los cuales poseen grinulos que con-
tienen mediadores preformados como histamina, proteoglicanos sulfatados,
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serotonina y triptasa y quimasa. Los mastocitos son cldsicamente conocidos
por su participacién en las reacciones alérgicas, ya que producen y liberan
grandes cantidades de histamina cuando sus receptores Fce se activan a través
de complejos de antigeno-IgE. Asimismo, contiene ademds poblaciones de
células inmunes de origen linfoide, que incluyen a las células linfoides innatas
(cuis) y linfocitos T (figura 1). Las células B son bastante escasas en la piel en
estado normal por lo que no estd claro si realmente residen en la piel. Sin
embargo, el nimero de los linfocitos B aumenta significativamente en las
afecciones inflamatorias (Nguyen y Soulika, 2019). Las CLIs estdn presentes en
la piel donde contribuyen a coordinar las respuestas inmunitarias, pudiendo
desempefiar un papel fundamental en el mantenimiento de la tolerancia hacia
la microbiota de la piel (Hepworth y col., 2013).

La piel también posee un gran nimero de células T, con aproximadamente
2x10™ en toda su superficie (Zhang y col., 2022), varias veces la cantidad que
se encuentra en la circulacién sanguinea. Se ha demostrado que la mayoria (8o-
90 %) de estas células T corresponden a poblaciones residentes de memoria
(Trm) que pasan la mayor parte de su tiempo en la piel. Estas células Trm se
generan después de la exposicién al antigeno, proporcionan memoria en el sitio
de exposici6n inicial, y son células efectoras mds potentes en comparacién con
las células T circulantes (Chambers y Vukmanovic-Stejic, 2020). Por otro lado,
las células T reguladoras (Treg) con fenotipo de memoria residente comprenden
del 10-30 % de la poblacién de células T cp4+ cutdneas en la piel humana adulta
sana (Zhang y col., 2022). Células Treg Foxp3+ con un fenotipo de memoria
residente se han observado en la dermis y en particular cerca de los foliculos
pilosos en condiciones homeostdticas (Sinchez Rodriguez y col., 2014). De
manera andloga a los linfocitos intraepiteliales que se encuentran en el revesti-
miento intestinal, la piel contiene subconjuntos de células T epidermotréficas.

Microbiota de piel y sus modificaciones durante
el desarrollo humano

En los 1,8 m2 de superficie cutdnea y en sus apéndices asociados (foliculos
pilosos y glindulas sebdceas y sudoriporas, que prolongan la superficie a un
total de 25 m2) residen millones de organismos (bacterias, hongos y dcaros
microscopicos) y virus que constituyen el microbioma de la piel, uno de los
tantos componentes del sistema holobionte (Grice y col., 2008; Grice y Segre,
2011) y que hacen de la piel la superficie mds extensa de interaccién micro-
biana. De este modo, se reconoce a la microbiota cutdnea como «la cuarta
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capa de la piel», ya que desempena un papel fundamental en la salud, estable-
ciendo complejas interacciones con el sistema inmune del hospedador. Esta
comunidad microbiana, que contiene entre 4 y 6 unidades logaritmicas por
cm’® con mds de 200 géneros caracterizados, es sorprendentemente estable, a
pesar de las frecuentes perturbaciones a la que estén sometidos los microor-
ganismos de la piel (Flowers y Grice, 2020). Los cuatro filos bacterianos mds
importantes son: Actinobacteria (36-51 %), Firmicutes (24-34 %), Proteobacteria
(11-16 %) y Bacteroidetes (6-9 %) (McLoughlin y col., 2021). Los géneros de
hongos incluyen Malassezia, Cryptococcus, Rhodotorula, Aspergillusy Epicoccum
; Malassezia spp. comprenden alrededor del 80 % de toda la flora fingica
(Lunjani y col., 2019; McLoughlin y col., 2021). Los virus han sido los menos
estudiados en el microbioma de la piel; sin embargo, los virus del papiloma
humano By y cutdneos se encuentran comtinmente en la superficie de la piel.
Ademds, Demodex spp. son diminutos dcaros que viven en los foliculos pilo-
sebdceos (Boxberger y col., 2021).

La microbiota cutdnea tiene una gran complejidad y variabilidad depen-
diendo de diferentes factores como edad, origen étnico, topografia de la piel
(caracteristicas fisiolégicas de zonas sebdceas, himedas y secas), genética, clima
y cuidado de la piel (Kim y col., 2019). Algunos estudios han demostrado la
evolucién de la microbiota en el huésped a lo largo de la vida (Shibagaki y
col., 2017; Kim y col., 2022) y cdmo las alteraciones en la composicién micro-
biana se asocian a enfermedades cutdneas y al envejecimiento (Liy col., 2020)

(hgura 2).

Phylum Bebe Nino Adolecente  Adulto Adulto
mayor
Firmicutes [ ] [ | ] [ | a
Proteobacteria - [ ] [ ] [ ] [ |
Bacteroidetes | 2 a . a

Figura 2. Modificaciones de la microbiota
de la piel en las diferentes etapas de la vida
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La colonizacién de la microbiota comienza en el nacimiento y su compo-
sicién estd influenciada por la via de parto. El nacimiento marca un momento
de cambio drdstico para la piel del recién nacido, ya que experimenta una
transicién repentina de un entorno acuoso al medio ambiente con una expo-
sicién constante a microorganismos. Aunque se cree que el primer contacto
microbiano comienza en el dtero (Pérez-Mufioz y col., 2017), la colonizacién
microbiana se incrementa exponencialmente al nacer con la exposicién al
medio ambiente (Gensollen y col., 2016). Existen diferencias entre la coloni-
zacién microbiana que ocurre en el canal de parto (predominio de Lactobaci-
Uus, Prevotella y Candida albicans) con los perfiles microbianos de los bebés
nacidos por cesrea (predominio de Staphylococcus, Corynebacterium y Cuti-
bacterium). Por otro lado, la primera exposicion del recién nacido a la micro-
biota vaginal cumpliria un papel importante en la consolidacién de la micro-
biota cutdnea inicial, la colonizacién bacteriana de otros hdbitats corporales
(Dominguez-Bello y col., 2010) y el desarrollo de la inmunidad infantil
(Gémez de Aguero y col., 2016). Los microrganismos comensales de la piel
pueden influenciar tanto positiva como negativamente las respuestas inmu-
nolégicas de este tejido. Se ha observado, por ejemplo, que la microbiota
comensal de la piel cumple una funcién moduladora en los primeros afios de
vida, ya que la exposicion reducida a los microorganismos aumenta la suscep-
tibilidad al desarrollo de enfermedades alérgicas como la dermatitis atépica
en la primera infancia (Koh y col., 2022).

En los bebés prematuros, las diferencias fisicas y funcionales de la piel
inmadura pueden alterar la microbiota en comparacién con la de los bebés
nacidos a término. Pammi y col. (2017) informaron que la riqueza bacteriana
de la piel (variedad de especies) de bebés prematuros tendia a ser mds baja que
la de bebés nacidos a término. Las comparaciones de la composicién bacteriana
revelaron que Firmicutes (género predominante Staphylococcus) era més abun-
dante y Proteobacteria menos abundante en los recién nacidos prematuros,
posiblemente a causa de la exposicién a los antibi6ticos.

Independientemente de la modalidad de nacimiento y en contraste con los
adultos, se ha demostrado que los recién nacidos albergan comunidades bac-
terianas que no estdn diferenciadas en los multiples hébitats corporales —piel,
oral, nasofaringea, intestino, vagina, etc.— (Dominguez—Bello y col., 2010),
pero los cambios especificos del sitio comienzan a ocurrir dentro de los tres
meses de edad, y la diversidad microbiana se estabiliza durante el primer afio
de vida (Russell y col., 2012).

La piel infantil es sensible y mds propensa a afecciones inflamatorias como
la dermatitis atépica, dermatitis del panal y a infecciones como la candidiasis.
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Se ha sugerido que una comunidad diversa de bacterias comensales de la piel
al inicio de la vida es importante para educar al sistema inmunolégico y per-
mitir que el hospedador pueda desarrollar mecanismos eficientes, tanto de
tolerancia como de defensas, para responder adecuadamente a los estimulos
ambientales (Flowers y Grice, 2020; Koh y col., 2022). Otros ejemplos de la
modulacién de la inmunidad de la piel por microorganismos comensales se
revisardn en detalle mds adelante.

La diversidad de la microbiota de la piel continta adapténdose a lo largo
de la nifiez y en la adolescencia y estd moldeada por el microambiente cam-
biante de diferentes sitios de la piel durante la maduracién sexual. Durante la
transicién a través de la pubertad, la microbiota cutdnea cambia notablemente
de un predominio de Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria (beta y gam-
ma-proteobacteria) a Actinobacteria mas lipofilica (Corynebacterium y Cuti-
bacterium) (Zhu y col., 2019). Tanto Cutibacterium acnes (reclasificacion de
Propionibacterium acnes) como S. epidermidis aumentan de manera especifica
al alcanzar la madurez sexual en hombres y mujeres, mientras que C. acnes
lipofilico y Malassezia restricta se correlacionan positivamente con concentra-
ciones mds altas de ciertas hormonas sexuales en nifias (estrona, 17f -estradiol
y testosterona) (Park y col., 2022). Es probable que estas alteraciones estén
influenciadas por los efectos de las hormonas en la piel, como los andrégenos
que aumentan la actividad de las glindulas sebdceas (Makrantonaki y col.,
2011). Ademds, se considera que ciertas cepas de C. acnes producen un exceso
de porfirina, lo que puede causar inflamacién de la piel y contribuir al desa-
rrollo del acné vulgar (Schneider y col., 2023). Estos hallazgos quizds puedan
arrojar luz sobre por qué ciertas patologias de la piel vinculadas a la microbiota
dependen de la etapa de la vida. Por lo tanto, los cambios en las condiciones
fisioldgicas en la pubertad pueden conducir a un desequilibrio entre los dife-
rentes miembros de la comunidad cutdnea. También se ha sugerido que las
diferencias fisioldgicas y anatémicas mds pronunciadas entre hombres y muje-
res que surgen en la adolescencia, como el sudor, el sebo y la produccién de
hormonas, explican las diferencias microbianas cutdneas observadas entre sexos
en adultos (Grice y Segre, 2011).

En los adultos, la microbiota cutdnea se mantiene relativamente estable,
por lo que se ha sugerido que podria usarse para predecir la edad cronolégica
de un individuo (Huang y col., 2020). La piel adulta muestra niveles mds altos
de Cutibacterium y Corynebacterium, mientras que los nifios muestran un
predominio de Gammaproteobacteria'y Streptococcaceae en multiples sitios. La
microbiota cutdnea de un individuo adulto si bien es estable, depende en gran
medida de la topografia de la piel (Oh y col., 2016). Las condiciones de tem-
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peratura, humedad, densidad de las glindulas sebédceas y pu de la piel en los
distintos sitios corporales crean diferentes nichos ecolégicos donde pueden
prosperar bacterias, hongos, virus, arqueas y dcaros (Lunjani y col., 2019). Los
sitios sebdceos estdin dominados por especies lipofilicas de Propionibacterium
y Cutibacterium (Actinobacteria), mientras que las especies de Staphylococcus
(Firmicutes) y Corynebacterium (Actinobacteria), abundaban preferentemente
en dreas humedas, incluidos los pliegues de los codos y los pies. Las dreas secas
de la piel muestran la mayor diversidad con una colonizacién variada de los
cuatro filos bacterianos (Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria'y Bacteroi-
detes) (McLoughlin y col., 2021) (figura 3).

e . & Area humeda
+ Staphylococcus (Firmicutes)
- Corynebacterium (Actinobacteria)
+ .
‘ 4+ Area sebacea
). o | Propionibacterium y Cutibacterium
(Actinobacteria)
8 Area seca
i Actinobacteria, Firmicutes,

Proteobacteria y Bacteroidetes

Figura 3. Microbiota cutédnea seglin
las caracteristicas fisiologicas de la piel

En contraste con las comunidades bacterianas, la composicién de la comu-
nidad flngica es similar en todos los sitios centrales del cuerpo, independien-
temente de la fisiologfa (Findley y col., 2013; Oh y col., 2014). Los hongos del
género Malassezia predominan en los sitios centrales del cuerpo y los brazos,
mientras que los sitios de los pies son colonizados por una combinacién mds
diversa de Malassezia, Aspergillus, Cryptococcus, Rhodotorulay Epicoccum, entre
otros (Findley y col., 2013).

A diferencia de las bacterias y los hongos, la colonizacién por virus de AbN
eucaridtico es especifica del individuo mds que del sitio anatémico (Oh y col.,
2014). Dado que ningtin gen marcador se comparte universalmente entre los
virus, la diversidad de la comunidad viral solo se puede capturar con particulas
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similares a virus purificadas o secuenciacién metagenémica de escopeta (Oh 'y
col., 2014; Hannigan y col., 2015). Entre los bacteriéfagos, predominan aque-
llos asociados a Propionibacterium y Staphylococcus (Hannigan y col., 2015).

La microbiota de la piel en los diferentes nichos se mantiene relativamente
estable en los adultos hasta el envejecimiento, etapa en la cual se ha observado
una marcada modificacién en la estructura y composicion (Oh y col., 2012),
particularmente en las mujeres (Shibagaki y col., 2017). Estos cambios se
asocian a las modificaciones fisioldgicas y estructurales de la piel (Wilantho y
col., 2017; Kim y col., 2019). Podemos distinguir dos tipos de envejecimiento
en la piel, el intrinseco influenciado por cambios genéticos, metabélicos y
hormonales; y el extrinseco que se desencadena por factores ambientales,
principalmente por la exposicién a la Ruv. Las zonas del cuerpo protegidas
del sol (por ejemplo, los gliiteos) experimentan en gran medida procesos de
envejecimiento intrinsecos que se caracterizan por una funcién reducida de
las glindulas sebdceas, disminucién del flujo sanguineo y degradacién de las
matrices extracelulares (MEC) fibrosa y coldgenas, lo que conduce a atrofia,
contenido reducido de lipidos y lineas finas (Wilkinson y Hardman, 2021).
Por el contrario, la piel extrinsecamente envejecida se encuentra cominmente
en las partes del cuerpo expuestas al sol (rostro y manos) y se caracteriza por
telangiectasias, hiper-pigmentacion, arrugas profundas y una apariencia coris-
cea (Fangy col., 2016). La piel de un adulto envejecida tanto intrinseca como
extrinsecamente tiene un pH mds alto, menos hidratacion y una expresién
reducida de proteinas de unién estrecha en comparacién con la piel de un
adulto joven. Pero a diferencia del envejecimiento intrinseco, el fotoenvejeci-
miento provoca una proliferacion elevada y un aumento del sebo (Wilkinson
y Hardman, 2021). La abundancia general de bacterias aumenta con la edad,
pero esto no es directamente proporcional ya que ciertas bacterias se vuelven
mds dominantes (ej., Corynebacterium) mientras que otras disminuyen en
numero (¢j., Cutibacteriumy Lactobacillus), de manera independiente del sitio
(Kim y col., 2022). Algunas investigaciones han intentado asociar las altera-
ciones en las bacterias relacionadas con la edad con la inmunidad del hospe-
dador (Liu y col., 2017; Jugé y col., 2018). Asi, la disbiosis en la piel por
alteraciones fisiolégicas y/o envejecimiento se refiere a la falta de equilibrio
entre las comunidades microbianas dentro de ciertas 4reas del cuerpo que
pueden provocar la aparicién o progresién de enfermedades (McLoughlin y
col., 2021). Varias enfermedades de la piel como la dermatitis atépica y sebo-
rreica, el acné y la psoriasis pueden resultar de la disbiosis. Asimismo, es
indudable que el mantenimiento de la barrera cutdnea es fundamental para
prevenir las infecciones patégenas (Boxberger y col., 2021).
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El papel de la microbiota de la piel
en las enfermedades infecciosas

La microbiota de la piel protege este tejido de microorganismos invasores,
patdégenos u oportunistas a través del proceso denominado «resistencia a la
colonizacién» (Flowers y Grice, 2020), y esto lo logra por su capacidad de influir
en las tres barreras de proteccién: fisica, quimica e inmunoldgica (figura 4)
(Harris-Tryon y Grice, 2022).
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Figura 4. Mecanismos empleados por

la microbiota de la piel para incrementar

la proteccién contra patégenos y mantener
la tolerancia a microorganismos comensales

La microbiota de la piel es necesaria para mantener la funcién y la estructura
de la barrera cutdnea normal, ya que es capaz de promover la diferenciacién y
la integridad epitelial a través de la sefializacién del receptor de hidrocarburo
arilo (AhR) en los queratinocitos (Uberoi y col., 2021). Dos formas eficientes
en que las bacterias comensales de la piel pueden eliminar la competencia es a
través de la induccién directa de la muerte de los microorganismos competido-
res, y a través de la modulacién de las defensas del hospedador. En este sentido,
uno de los ejemplos mds estudiados es la capacidad de los estafilococos coagulasa
negativos para inhibir a su pariente cercano, el patégeno S. aureus (O>Sullivan
y col., 2019). Los estafilococos coagulasa negativos estain ampliamente distribui-
dos en la piel humana y comprenden las especies S. epidermidis, S. capitis, S.
caprae, S. hominis, S. lugdunensis, y S. haemolyticus (Flowers y Grice, 2020), que
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ayudan a regular la colonizacién de S. aureus a través de su accién microbicida
directa mediada por péptidos antimicrobianos bacterianos (Nakatsuji y col.,
2017; O’Neill y col., 2020) e indirectamente por su capacidad para incrementar
la produccién de sustancias antimicrobianas producidas por las células de la piel
(Cogen y col., 2010). Para colonizar la piel y causar infeccidn, S. aureus necesita
establecer la comunicacién célula-célula a través de «guorum sensing» y formar
biopeliculas. Se ha demostrado que algunos estafilococos coagulasa negativos
tienen la capacidad para interferir en estos dos procesos a través de diferentes
mecanismos (modulacién del sistema quorum sensing agr, sintesis de proteinas,
etc.). Especies del género Corynebacterium también son miembros frecuentes y
abundantes de la microbiota de la piel, en particular en zonas hiumedas y oclui-
das del cuerpo. Estos microorganismos Gram positivos han sido implicados en
la produccién de compuestos voldtiles olorosos caracteristicos del sudor axilar,
aunque evidencia mds reciente sugiere que S. lugdunenesis, S. hominisy S. hae-
molyticus son mds eficientes en la biotransformacién del sudor y la liberacién
de tioalcohol causante del mal olor (Flowers y Grice, 2020). Las especies de
Corynebacterium comensales de la piel como C. striatum, también pueden limi-
tar la virulencia de S. aureus mediante la modulacién del sistema de quorum
sensing agr, reduciendo la actividad hemolitica del patégeno y su capacidad para
adherirse a la piel (Ramsey y col., 2016).

S. epidermidis ha sido ampliamente empleado como un modelo de bacteria
comensal de la piel, lo que ha permitido evidenciar sus efectos beneficiosos
en la salud. Se ha demostrado que moléculas producidas por S. epidermidis
pueden activar TLR2 en la piel induciendo la liberacién del péptido antimi-
crobiano LL-37 y el incremento de las defensas antibacterianas de la piel (Lai
y col., 2010). Este microorganismo puede influir en morfogénesis del foliculo
piloso en la vida neonatal. También se ha asociado a S. epidermidis con la
regulacién beneficiosa de la inmunidad de la piel en la vida adulta.

La bacteria de la piel C. acnes produce lipasas que descomponen los lipidos
del sebo de la piel, lo que le permite utilizar los dcidos grasos resultantes como
nutrientes. Estos dcidos grasos, principalmente dcido propiénico, también
acidifican la superficie de la piel, creando asi un entorno inhibidor de la colo-
nizacién por microorganismos exégenos (Flowers y Grice, 2020). Con una
abundancia minima en la piel prepuberal, C. acnes comienza a aparecer en la
microbiota de la piel humana concomitantemente con la maduracién de la
glindula sebdcea y la secrecién de sebo durante la pubertad. Esta bacteria ha
sido asociada al acné, un trastorno inflamatorio crénico del foliculo pilosebd-
ceo que afecta a més del 85 % de los adolescentes y jévenes en el mundo y que
se caracteriza por un aumento de la produccién de sebo, hiperqueratinizacién
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folicular, y alteraciones de la microbiota de la piel (Hazarika, 2021). Se ha
postulado que el comportamiento de C. acnes, como comensal o patégeno,
depende de las condiciones del microambiente asi como de las caracteristicas
gendmicas especificas de cepa. C. acnes puede producir dcidos grasos de cadena
corta (agcc) con capacidad de inhibir histona-desacetilasas y actuar de este
modo como reguladores epigenéticos del sistema inmunolégico (Chang y col.,
2014). Sin embargo, a diferencia del tracto gastrointestinal donde los accc
tienen efectos antinflamatorios, en la piel se comportan como proinflamato-
rios (Sanford y col., 2019). El anilisis genémico comparativo de aislados de
C. acnes provenientes de muestras de piel normal y de acné mostré que los
genomas recuperados de la piel con acné resultan diferentes a los genomas de
C. acnes de controles sanos (Fitz-Gibbon y col., 2013). Se observd que los
pacientes con acné albergan cepas de C. acnes que codifican factores de viru-
lencia, los cuales rara vez estin presentes en los genomas de las bacterias de
controles sanos. Ademds, se han reportado acciones antagénicas de microor-
ganismos beneficiosos contra C. acnes patégenos. Por ejemplo, S. epidermidis
inhibe la proliferacién de C. acnes al favorecer la fermentacién de glicerol y
liberar dcido succinico (Claudel y col., 2019). Algunas bacterias comensales
de la piel puede reducir la inflamacién inducida por C. acnes a través de su
dcido lipoteicoico, el cual regula la interaccién de TLR2-miR-143 y la produc-
cién de 1L-6 y TNE-0 por parte de los queratinocitos (Xia y col., 2016). La
administracién tépica de Weissella viridescens uco-smcs3, originalmente aislada
de la baba del caracol de jardin Helix aspersa Miiller, puede mejorar la respuesta
inmune inducida por C. acnes en la piel de ratones asi como de reducir las
lesiones del acné en voluntarias (Espinoza-Monje y col., 2021). Estos estudios
sugieren que la modulacién local de las respuestas inmunoldgicas por bacterias
beneficiosas de la piel en el sitio del acné podria ser una estrategia terapéutica
para el manejo de la inflamacién inducida por C. acnes.

Enfermedades de la piel y microbiota

Dermatitis atépica

La dermatitis atdpica es una enfermedad inflamatoria que afecta al 10-20 %
de nifnos y 2-10 % de adultos en paises desarrollados (Edslev y col., 2020). La
patogenia de la enfermedad es compleja e incluye el dano de la barrera epite-
lial y el desbalance del sistema inmunolégico con incrementos de las respues-
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tas Th2, Thry, y Th22 (Edslev y col., 2020; Koh y col., 2022). Usualmente los
pacientes que padecen esta enfermedad presentan una microbiota con menor
diversidad bacteriana y mayor diversidad de microbiota fingica, con respecto
a la microbiota de la piel de personas sanas (Koh y col., 2018; Edslev y col.,
2020;). Se ha reportado que Streprococcus es el género bacteriano mds abun-
dante en piel de casos de dermatitis atépica moderada, excediendo el 40 % de
abundancia relativa. Por otro lado, en los casos de dermatitis atépica mds
severos, la abundancia de Streptococcus disminuye y es remplazado por Sza-
phylococcus, especialmente por S. aureus (Zheng y col., 2019). Los pacientes
con dermatitis atdpica con predominio de S. aureus exhiben una enfermedad
mids grave que aquellos con una alta prevalencia de otros estafilococos como
S. epidermidis (Smythe y Wilkinson, 2023). Las alteraciones de la barrera
cutdnea aumentan la susceptibilidad a la colonizacién por S. aureus (Feuillie
y col., 2018). Los pacientes con dermatitis atépica evidencian un aumento del
pH de la piel que favorece la proliferacién y colonizacién de S. aureus (Koh 'y
col., 2018). Tras la colonizacidn, los factores de virulencia de S. aureus impul-
san la patogénesis de la dermatitis provocando una mayor ruptura de la barrera
cutdnea y la sobreestimulacién del sistema inmunitario. Todavia no se ha
podido dilucidar con claridad si la infeccién/colonizacién por esta bacteria
patégena es una causa o una consecuencia de este ciclo.

Asimismo, el crecimiento excesivo de especies de Malassezia como M. fur-
fur o M. sympodialis se ha asociado a la patogenia de la dermatitis atdpica
(Prohic y col., 2016; Nowicka y Nawrot, 2019). Usualmente los pacientes que
padecen esta enfermedad presentan niveles elevados de IgE especifica contra
Malassezia, y se ha detectado una correlacién entre la gravedad de la enferme-
dad y la cantidad de especies de Malassezia presentes (Koh y col., 2018).
Llamativamente, al contrario del papel que desempefia en la dermatitis até-
pica, en la piel sana Malassezia puede actuar como un comensal que brinda
proteccién contra S. aureus. Se report6 que M. globosa puede secretar protea-
sas capaces de inhibir el crecimiento y formacién de biopeliculas por S. aureus
(Liy col., 2018). Se encontré que las personas que presentan niveles dismi-
nuidos de M. globosa son mis susceptibles a desarrollar dermatitis at6pica, ya
que esa disminucion suele estar acompanada de incrementos en los niveles de
M. sympodialis ylo S. aureus. (Chang y col., 2016). De manera similar, andlisis
genémicos de la microbiota de la piel seguidos de cultivo dirigidos pudieron
detectar que las roscomonas, bacterias rosadas Gram negativas, son parte de
la microbiota de la piel humana, siendo las especies dominantes Roseomonas
gilardii, R. cervicalisy R. mucosa (Han y col., 2003). R. mucosa inhibe la colo-
nizacién de S. aureus y modula la respuesta inflamatoria (Myles y col., 2016).
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Mis adn, la administracién de R. mucosa en la piel de pacientes con derma-
titis atdpica resulté en una disminucién de la abundancia de S. aureus y una
reduccién significativa de los sintomas clinicos (Myles y col., 2018). Estos roles
antagénicos de algunas bacterias y hongos comensales ilustran la importancia
del mantenimiento del balance de la microbiota en la piel sana y las dificul-
tades para desarrollar tratamientos tendientes a restaurar este balance en las
dermatitis atGpicas.

Psoriasis

La psoriasis es una enfermedad autoinmune de gran prevalencia en seres huma-
nos, afectando al 2-5 % de la poblacién mundial. Se trata de un trastorno
inflamatorio crénico multiorgdnico, con una patologia bien caracterizada en
piel, principalmente, y con menor frecuencia en articulaciones, agrupdndose
en distintas clases segtin su fenotipo. Esta enfermedad estd asociada a la hiper-
plasia de los queratinocitos epidérmicos, la desregulacion de la diferenciacién
de los queratinocitos, el aumento de la vascularizacion y la hiperactividad de
las células inmunitarias epidérmicas. Todo esto se manifiesta en la inflamacién
de la dermis y epidermis, resultando en la formacién de placas eritematosas
delimitadas, cubiertas por capas blancas plateadas denominadas escamas, que
producen picazdén (Vilas Nikam y col., 2023). Aunque atin no se conoce con
exactitud la etiologia de la psoriasis, se considera que es multifactorial, resul-
tando de una interaccién compleja entre factores genéticos y ambientales, la
alteracién de la barrera cutdnea y la disfuncién inmunoldgica. Asi, factores
ambientales como la exposicién a RUV, algunos medicamentos como ciertos
agentes inmunomoduladores (imiquimod), antivirales, antidepresivos (litio),
antihipertensivos (bloqueadores beta), tabaquismo, obesidad, alcoholismo,
estrés e infecciones, combinados con factores genéticos, pueden iniciar y exa-
cerbar la inflamacién epidérmica (Hsu y col., 2020). La patogénesis de la
enfermedad involucra interacciones entre células del sistema inmune innato,
del sistema inmune adaptativo y queratinocitos, probablemente por la inte-
raccion entre la red de células dendriticas de la piel, los queratinocitos y los
linfocitos T (principalmente Th17), que da lugar a una via inmunitaria e
inflamatoria responsable del inicio, progresién y persistencia de la enfermedad.
Las lesiones escamosas de la psoriasis se caracterizan por una infiltracién mar-
cada de células T activadas, las cuales producen citoquinas inflamatorias. Par-
ticularmente, la 1L-17A estd muy asociada a la patogénesis de la enfermedad,
la cual activa numerosas vias de inflamacién en piel, conduciendo a la hiper-
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proliferacién de los queratinocitos y formacién de las lesiones. Asimismo, en
el contexto de la inflamacidn, los cambios en la permeabilidad de la barrera
y el mayor contacto con los microorganismos comensales podrian promover
aun mds el proceso inflamatorio local (Belkaid y col., 2014).

No hay un tratamiento establecido para la cura de esta enfermedad, pero
teniendo en cuenta el impacto negativo de la misma en la calidad de vida de
los pacientes, las investigaciones estin centrdndose en nuevos enfoques, entre
ellos, la regulacién de la microbiota para mejorar las condiciones de la enfer-
medad. Al igual que otros desérdenes comunes de piel, como acné o derma-
titis atdpica, la psoriasis estaria asociada a la disbiosis de la microbiota de la
piel (Chen y col., 2020). Numerosos trabajos han estudiado la estructura de
las poblaciones bacterianas superficiales, en muestras obtenidas por hisopado
de piel de pacientes con psoriasis y de individuos sanos, utilizando técnicas
de secuenciacién masiva, observando, en general, diferencias en los filos bac-
terianos dominantes en piel. Gao y col. (2008) informaron un aumento en la
abundancia relativa de Firmicutes y Bacteroidetes y una disminucién de Acti-
nobacteria 'y Proteobacteria en pacientes enfermos con respecto a sanos. Asi-
mismo, las principales diferencias observadas a nivel de género fueron el
aumento de Streptococcus (Firmicutes) y la disminucién de Propionibacterium
(Actinobacteria) en la piel de individuos con psoriasis. Por otro lado, Martin
y col. (2015) han informado un aumento de la abundancia relativa de Xantho-
monadaceae (Proteobacteria), bacterias conocidas por ser queratoliticas, tras la
mejorfa clinica luego de un tratamiento de balneoterapia. Changy col. (2018)
informaron un aumento relativo de S. aureus en lesiones y piel no lesionada,
y una disminucién en la abundancia de S. epidermisy C. acnes en pacientes
enfermos con respecto a controles sanos, sugiriendo que la disminucién de
estas dos bacterias inmunorreguladoras podrian conducir a una mayor colo-
nizacién por patdgenos como S. aureus, el cual podria exacerbar la inflamacién
cutdnea a través de la polarizacién de los linfocitos Th17 observado en un
modelo murino. Asimismo, proponen que la variacién de la diversidad micro-
biana (diversidad alfa) dependeria de las zonas del cuerpo, ya que observaron
un aumento en piel de pacientes con psoriasis en las zonas secas, con una
mayor tendencia en zonas sebdceas (cuero cabelludo), y una menor variacién
en la diversidad (o sin aumento) en las zonas himedas.

Dos especies bacterianas propuestas como de gran relevancia y, cuya dis-
minucién estaria relacionada al desarrollo de la enfermedad son Akkermansia
muciniphila (Tan y col., 2018) y Faecalibacterium prausnitzii (Eppinga y col.,
2016). Estas bacterias son consideradas beneficiosas debido a la produccién
de aGcc, que ejercen funciones antiinflamatorias y protegen contra enferme-
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dades inflamatorias sistémicas, como enfermedad inflamatoria intestinal, ate-
rosclerosis y obesidad, y son vitales para el mantenimiento de la integridad de
la barrera intestinal. M4s alld de la microbiota bacteriana, algunos virus y
hongos han sido relacionados a la enfermedad, aunque su estudio no estd
incluido en el presente capitulo.

Existe una variedad de tratamientos para la psoriasis, desde tépicos hasta
sistémicos. Para las formas mds graves de la enfermedad se utilizan tratamien-
tos bioldgicos dirigidos, como inhibidores de TNFa, 1L-23 e 1L-17, con distin-
tos grados de eficacia y efectos secundarios. La literatura sugiere que estos
tratamientos pueden afectar a la composicién de la microbiota, y algunos
pacientes hasta pueden no mostrar respuesta al tratamiento debido a diferen-
cias en la microbiota (Jiraskova Zakolztelzka y col., 2023). La profundizacién
de los estudios sobre los mecanismos patogénicos de la enfermedad, asi como
del rol de la microbiota intestinal y cutdnea en el desarrollo de la psoriasis,
llevard a una mejor comprensién de la patologfa. Esto abre caminos a nuevos
tratamientos potenciales a través, por ejemplo, de la modulacién de la micro-
biota mediante prebiéticos, probiéticos y otros bidticos, en bisqueda de una
mejor calidad de vida de los pacientes.

Carcinoma

Los diferentes tipos de cdncer de piel representan el grupo de cdnceres mds
comunmente diagnosticados a nivel mundial, con mds de 1,5 millones de
nuevos casos estimados en 2020. Ademds del estrés genotdxico de la ruv,
otros elementos como la inmunosupresion y la inflamacién crénica sugieren
que la microbiota cutdnea es un factor de riesgo adicional ain inexplorado y
un biomarcador potencial de esta enfermedad (Arnold y col., 2020).

Dentro de los diferentes tipos de carcinomas, el cdncer de piel no melanoma
(nmsc, Non-Melanoma Skin Cancer), que incluye el carcinoma de células basa-
les y de células escamosas (scc, Squamous Cell Carcinoma) es el més frecuente,
representando una gran preocupacién sanitaria (Voigt y col., 2022). Por su
parte el melanoma (cdncer que se genera en los melanocitos) es el carcinoma
de piel mds letal, con una estimacién de 325 00o nuevos casos y 57 000 muer-
tes a nivel mundial (Arnold y col., 2020). En las poblaciones de piel clara, las
exposiciones a RUV actGian como un factor de riesgo tanto para NMSC como
para melanoma, ya que provoca dafios a nivel de ADN, genera especies reactivas
de oxigeno y desencadena un aumento de citoquinas inflamatorias que causan
inmunosupresién, con la consiguiente oncogénesis (Didona y col, 2018).
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Debido a que la disbiosis de la microbiota se halla vinculada a la patogénesis
de la enfermedad a través de la inmunosupresién y la inflamacién crénica, serfa
posible establecer como la microbiota de la piel contribuye a las vias de carci-
nogénesis mediadas por inflamacién. Si bien es un drea de estudio incipiente,
existen numerosos estudios que sugieren una posible relacién entre estas pato-
logfas y los microbios que habitan la piel.

El melanoma maligno presenta diferentes subtipos en base al patrén de
mutacién somdtica y a la histopatologia de los tejidos y, entre los diferentes
componentes de la microbiota de la piel, algunos estudios sugieren que cepas
especificas de S. epidermidis (coagulasa positivo) inhiben el desarrollo de célu-
las tumorales (Nakatsuji y col., 2018) mediante la sintesis de 6-N-hidroxia-
moniopurina, sustancia que interfiere en la replicacién de ApN de dichas
células (Vergara y col., 2019). Por otro lado, los 4cidos lipoteicoicos de S.
epidermidis favorecen la sobrevida de melanocitos con dafo por Ruv-B mien-
tras que P acnes puede inhibir la sobrevida de melanocitos dafiados por Ruv-B
mediante vias de apoptosis, secrecién de coproporfirina y aumento de los
niveles de TNE-a (Nakatsuji, y col., 2018). Esta especie bacteriana también ha
sido relacionada a la reduccién de tumores en estudios preclinicos, mediante
la produccién de citoquinas proinflamatorias del tipo Thi, como 1L-12, TNE-01
e TEN-Y (Ridaura y col., 2018). Por su parte, Fusobacterium (en particular, F
nucleatum) estd asociada a la progresién de melanoma, ya que inhibe la cito-
toxicidad de células Nx mediada por la proteina Fap2 (Gur y col., 2015). Otros
géneros bacterianos como Corynebacterium también se han vinculado al pro-
greso del melanoma en su estadios avanzados, ya que parecen afectar su desa-
rrollo a partir de un mecanismo dependiente de 1L-17. Asimismo, dentro de
los miembros del viroma de la piel, los virus de papiloma humano (vrH,
Human Papilloma Virus) pueden considerarse un cofactor en el desarrollo de
melanoma (Tsuda y col., 2011).

En cuanto a NMsc y, del mismo modo que para melanomas malignos, S.
epidermidis también se ha relacionado a un efecto preventivo, evitando el
aumento de S. aureus en pacientes con scc (Nakatsuji y col., 2018). Cuando
la barrera de la piel permanece intacta, S. aureus parece no infectar a un indi-
viduo inmunodeprimido, pero se detecta su predominio en algunas condicio-
nes particulares donde la integridad de la piel estd perturbada. S. aureus segrega
diferentes factores de virulencia incluyendo la proteina psma, que causa la
disrupcién de la barrera e inflamacién (Williams y col., 2019). Esto indicaria
que la disfuncién de la barrera en casos de scc promueve la colonizacién
efectiva de la piel por S. aureus, aunque la relacién causal atin no ha sido
dilucidada. Algunos estudios sugieren que el aumento de los niveles de S.
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aureus va acompanado de una reduccién en los niveles de la bacteria lipolitica
C. acnes (Voigt y col., 2022), un habitante normal de las zonas sebdceas de la
piel, reduciendo la secrecién de péptidos antimicrobianos que evitan la inva-
sién por patdgenos, generando asi un estado de disbiosis en la microbiota de
la piel. En relacién con la incidencia de diferentes cepas de vPH en NMsc,
algunos trabajos asocian mds de 200 subclases de vPH a danos en la piel y las
mucosas y a scc (Rollison y col., 2019), generando dafio celular frente a la
exposicién a UVR. En particular, scc estd también asociado a una reduccién
en los niveles de Malassezia (Madhusudhan y col., 2020), un moho lipofilico
comensal en que, a similitud de C. acnes, reduce sus niveles debido a la menor
disponibilidad de sebo y al deterioro de la barrera cutdnea, y que también
inhibe el desarrollo de biofilms de S. aureus a partir de la secrecién de protea-
sas (Liy col., 2018).

Por su parte, la variedad mds prevalente de linfoma cutdneo es el de células
T (crcy, Cutaneous T Cell Lymphoma). Se trata de un linfoma no Hodkin
extranodal que se caracteriza por una acumulacién de células T malignas
restringidas a la piel, siendo la micosis fungoide y el sindrome de Sezary las
formas mds frecuentes. Diversos estudios asocian cTCL a S. aureus, determi-
nando en 63 y 54 % de los pacientes la presencia de esta especie bacteriana en
piel y nariz, respectivamente (Talpur y col., 2008). Asimismo, estreptococos
B-hemoliticos, Enterococcus, Enterobacteriaceae y Pseudomonas son bacterias
muy comutnmente detectadas en lesiones de cTcL (Zoschke y col. 2016), asi
como Chlamydophila pneumoniae y Borrelia burgdorferi (Mirvish y col., 2013).
Un estudio reciente de secuenciacién metagenémica puso en evidencia la
presencia de Corynebacterium asociada a una reduccién de Cutibacterium como
una modificacién de la microbiota cutdnea asociada a esta patologia (Harkins
y col., 2021). Otro estudio usando secuenciacién de 16S y metagenémica revelé
una abundancia diferencial de ciertas bacterias, siendo Staphylococcus argenteus
la especie més preponderante en lesiones de cTcL (Salava y col., 2019). Por
Ultimo, también se observé la incidencia de ciertos virus (Epstein Barr, HTLV
y herpesvirus) en la etiologia del linfoma de células T (Pancake y col., 1995).
Los resultados cientificos sugieren una asociacién de la microbiota con la
carcinogénesis de la piel, pero la investigacién es atn incipiente y, en parte,
contradictoria. Se requieren estudios clinicos que hagan uso de las herramien-
tas de secuenciacién masiva para asegurar un conocimiento integral de esta
compleja relacién entre la microbiota humana y el hospedador. Este conoci-
miento permitird el desarrollo de métodos efectivos de diagnéstico y deteccion
precoz de cdncer de piel, asi como el disefio de nuevos tratamientos, inclu-
yendo el uso de probiéticos especificos.
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La salud de la piel y la microbiota intestinal (via intestino—piel)

Tanto la piel como el intestino son érganos inmunoldgicos y neuroendocrinos
activos y complejos que estdn expuestos al ambiente y albergan una amplia
variedad de microorganismos. En particular, el intestino consta de billones
de microorganismos que se asocian con la salud y la longevidad del hospeda-
dor (Mahmud y col., 2022) ejerciendo esta microbiota impactos tanto bene-
ficiosos como adversos en la fisiologia normal y la homeostasis de los tejidos
intestinales y de la piel (O’Neill y col., 2016). De hecho, la existencia de una
interaccién bidireccional intestino-piel es cada vez mds evidente, aunque los
mecanismos que intervienen no han sido del todo elucidados.

Restringir el contacto entre microorganismos y la membrana epitelial intes-
tinal para minimizar las respuestas inflamatorias y la translocacién microbiana
es crucial en la preservacién de la homeostasis. Para lograrlo, la capa mucosa,
células T, IgA y las células dendriticas participan activamente en la formacién
de esta barrera, limitando la translocacién de bacterias comensales a los tejidos
linfoides, previniendo la inflamacién del intestino y la entrada de bacterias
intestinales en el torrente sanguineo, manteniendo al mismo tiempo la
homeostasis de la piel (Macpherson y col., 2009). Estos tejidos linfoides se
conocen generalmente como tejidos linfoides asociados al intestino (GALTS,
por sus siglas en inglés Gut-Associated Lymphoid Tissues), y forman parte de
los tejidos linfoides asociados a mucosas (MALTs, Mucosa-Associated Lymphoid
Issues), los cuales funcionan como una barrera entre el hospedador y el medio
ambiente. Las células inmunes innatas de los GALT se encargan de la defensa
de la mucosa intestinal mediante el reconocimiento de infecciones no espe-
cificas y la activacién tanto del sistema inmune innato como el adaptativo.

Las placas de Peyer forman parte de los GALTSs y son tejidos linfoides orga-
nizados que recubren interiormente las paredes del intestino delgado, cono-
cidos como el sitio inductivo primario para la respuesta inmune de la mucosa
(Ahluwalia y col., 2017). Tanto las citoquinas y células inmunes de las placas
de Peyer pueden transportarse a través de la circulacién a la piel, donde
podrian modular el sistema inmunolégico y mejorar los mecanismos de
defensa, proporcionando un posible vinculo en la comunicacién intestino-piel
(Szanté y col., 2019).

La microbiota intestinal también interactta con la piel regulando procesos
inflamatorios locales y sistémicos a través del sistema inmune (Polkowska-
Pruszyriska y col., 2020), y mantiene la integridad de la barrera intestinal
mediante la produccién de vitaminas (especialmente Ky B12) y accc (dcidos
grasos de cadena corta) a partir de polisacdridos complejos no digeribles
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(LeBlanc y col., 20135 Scott y col., 2013). Los AGcc (propionato, butirato,
acetato) son producidos por bacterias intestinales de los géneros Bacteroides,
Bifidobacterium, Cutibacterium, Eubacterium, Lactobacillusy Prevotella, entre
otros, a partir de la fermentacién de polisacdridos complejos (Cummings y
Macfarlane, 1997). Entre ellos, el butirato disminuye la permeabilidad y
mejora la integridad de la barrera epitelial (De Pessemier y col., 2021). Los
AGCC suprimen las respuestas inmunes al inhibir la proliferacién de células
inflamatorias y produccién de citoquinas. Ademds regulan tanto la activacién
como la apoptosis de células inmunes (Salem y col., 2018), lo que promueve
la proliferacién de células reguladoras implicadas en la diferenciacién de célu-
las madre del foliculo piloso y la cicatrizacién de heridas (Meijer y col., 2010).

Otra teoria postula el aumento de la permeabilidad intestinal y la migracién
directa de bacterias desde el intestino hacia la circulacién y otros 6rganos
(Maguire y Maguire, 2017). Varios estudios encontraron un aumento del ADN
bacteriano intestinal en el torrente sanguineo de pacientes con enfermedades
crénicas de la piel, lo que contribuye aiin mds a la respuesta inflamatoria
(Codoner y col., 2018). De manera similar, los subproductos metabdlicos de
las bacterias intestinales también pueden ingresar a la circulacién y acumularse
en la piel (Sinha y col., 2021). Asi, los compuestos similares a hormonas que
produce la microbiota intestinal, tales como dcidos biliares secundarios, cor-
tisol, neurotransmisores como 4cido y-aminobutirico (GaBA), serotonina,
dopamina, y triptéfano se liberan en el torrente sanguineo y pueden actuar
en drganos y sistemas distantes, como la piel (Clarke y col., 2014).

Otro mecanismo fue propuesto a principios del siglo xx por los dermaté-
logos Stokes y Pillsbury, quienes fueron los primeros en sugerir que el intestino
y la piel se comunican con el cerebro (O’Neill y col., 2016). El caBa, la ace-
tilcolina, la dopamina y la serotonina se encuentran entre los neurotransmi-
sores producidos por los microorganismos del intestino, y pueden modular
la funcién de la piel a través del sistema nervioso y generar efectos sistémicos
al ingresar al torrente sanguineo a través del epitelio intestinal (Lyte, 2014).
La relacién neuroendocrina entre el intestino y la microbiota de la piel enton-
ces estd impulsada por la capacidad de los microorganismos intestinales para
estimular las vias neuronales a través de la produccién de neurotransmisores,
como la norepinefrina, la serotonina y la acetilcolina. Esto desencadena la
liberacién de hormonas de las células enteroendocrinas que conducen a efec-
tos sistémicos generalizados e inflamacién que impactan en la piel. En esta
direccidn, se ha observado que el aumento de serotonina puede desencadenar
una respuesta de picazén y rascado, que es importante en la fisiopatologia de
la dermatitis atépica (Afzal y Shim, 2017). Sin embargo, existen otros neuro-
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transmisores que desencadenan efectos negativos, como la dopamina, que
inhibe el crecimiento capilar (Langan y col., 2013).

Asimismo, otros factores como los antibidticos, prebidticos, probiéticos,
estilos de vida, determinadas dietas, enfermedades y la edad pueden influir en
la microbiota intestinal. Cambios en el balance de esta microbiota pueden
llevar a un estado de disbiosis, inducir inflamacién de la piel y provocar enfer-
medades como el acné, alopecia areata, dermatitis atépica, psoriasis, rosdcea
e hidradenitis supurativa (Mahmud y col., 2022).

Por otro lado, también se han descripto mecanismos que sugieren que
cambios en la piel tienen efectos sobre enfermedades intestinales. La irradia-
cién de la piel con RUV-B induce la expresién de B-endorfinas que tienen
efectos analgésicos y pigmentarios (Juzeniene y Moan, 2012). La sintesis de
vitamina D (reducida en enfermedades intestinales inflamatorias o 1BD, por
sus siglas en inglés, Inflammatory Bowel Disease) y dcido urocdnico (suprime
la inflamacién en modelos de 1BD) también se produce en respuesta a la irra-
diacién de la piel (Kammeyer y col., 2012). Por lo tanto, la manipulacién
selectiva de la piel mediante agentes aplicados tépicamente o RUV, con su
capacidad secretora y metabélica a menudo subestimada, puede ofrecer nue-
vas terapias adyuvantes en enfermedades gastrointestinales (O’Neill y col.,
2016). La exposicién de la piel a RUV y, por lo tanto, indirectamente a los
niveles séricos de vitamina D, también aumentan la diversidad o y B de la
microbiota intestinal (Bosman y col., 2019). Se vieron enriquecidas familias
de bacterias y los niveles séricos de vitamina D se correlacionaron con la
abundancia relativa de los géneros Lachnospira'y Fusicatenibacter. Ademis, las
alergias alimentarias pueden deberse a una barrera cutdnea deteriorada: la
dermatitis atdpica sensibiliza a la alergia al mani debido a la exposicién epi-
cutdnea a la proteina del mani en el polvo doméstico, lo que en dltima ins-
tancia conduce a la expansién de los mastocitos mediada por IgE en el intes-
tino (Brough y col., 2015).

Asimismo, se encontrd que Malassezia restricta, un hongo comensal comidn
miembro de la microbiota de la piel, estd asociado con la enfermedad de Crohn
y se correlaciona con el aumento de la gravedad y exacerbacién de la colitis
(Limon y col., 2019).

A partir de todo lo expuesto, la relacién bidireccional entre la microbiota
del intestino y la piel resulta evidente, pero se requieren mds estudios para
conocer los mecanismos de accién que entran en juego en las condiciones de
salud como de enfermedad. De esta manera, se podrian proponer nuevas
intervenciones terapéuticas que permitan, por ejemplo, tratar procesos infla-
matorios de la piel a través de tratamientos a nivel intestinal, y viceversa.
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Proyecciones del conocimiento de la microbiota cutanea
y su implicancia en salud

Los estudios evidencian que la microbiota cutdnea estd estrechamente rela-
cionada con la salud y la patologia de la piel. Estos estudios frecuentemente
se limitan al andlisis correlativo y resolucién taxondémica; por lo tanto, es
primordial que las investigaciones futuras utilicen métodos de secuenciacién
de vanguardia y modelos experimentales que permitan proporcionar una
visién funcional de las interacciones hospedador—microorganismos en la piel.
El desarrollo de modelos de microbiota cutdnea adecuados es arduo debido a
la complejidad y diversidad microbiana y a las interacciones dindmicas que
existen entre ella y el hospedador. A pesar de que nuestra comprensién del
papel fisiolégico de la microbiota de la piel es limitada, se han propuesto
estrategias para modular esta microbiota y mejorar la salud de la piel. Por
analogia con el trasplante fecal, que podria ser una poderosa herramienta
terapéutica para los trastornos digestivos, los estudios de trasplante de micro-
biota cutdnea (Perin y col., 2019) podrian proporcionar un enfoque prome-
tedor para el tratamiento de enfermedades, como la dermatitis atdpica. Nakat-
sujiy col. (2017) probaron con éxito la transferencia de bacterias seleccionadas
por su capacidad para inhibir S. aureus en pacientes con dermatitis atépica.

La aplicacién del conocimiento en microbiota cutdnea es de especial interés
en la industria de la cosmecéutica. Esta industria estd expectante a la generacién
de formulaciones que contengan prebidticos, probidticos, posbiéticos, o ingre-
dientes fitoquimicos amigables con la microbiota de la piel y capaces de resti-
tuir su homeostasis ante una disbiosis. Algunas patentes reportan cepas bacte-
rianas que podrian mejorar el bienestar de la piel y con propiedades
antienvejecimiento (Streptococcus pneumoniae 'y Streptococcus thermophilus,
patentes KR20180121269 y KR20180121268; Epidermidibacterium keratini, patente
W0201804224, y Pseudoalteromomonas antartica, patente jp2018500279A). Sin
embargo, los datos cientificos que respaldan su eficacia no estdn disponibles.
Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium se han estudiado por sus pro-
piedades probidticas relacionadas con la homeostasis de la piel. Las especies
evaluadas incluyeron L. reuteri (Khmaladze y col., 2019), L. acidophilus (Im y
col., 2019), L. plantarum (Nam y col., 2019; Ong y col., 2019), L. helveticus
(Rong y col., 2018), L. rhamnosus combinada con extracto de Agastache rugosa
(Shin y col., 2018) y Bifidobacterium breve (Satoh y col., 2015).

Los fitoquimicos también han sido evaluados como moduladores de la
microbiota cutdnea. Formulaciones con extracto del fruto de Hylocereus unda-
tus influyen positivamente en el equilibrio de la microbiota de la piel (Liki
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Von Oppen-Bezalel y col., patente w02016147189A1). De manera similar,
Banerjee y col., (2019) controlaron la formulacién de una emulsién en crema
para aplicacién tépica y consideraron su impacto en la flora comensal de la
piel. También se estudiaron como moduladores de la microbiota cutdnea los
extractos bacterianos, como un extracto de Shingomonas hydrophobicum (Ger-
vason y col., 2019), de Pseudomonas taetrolens (Goderska, 2019), de Lactoba-
cillus (Skinolance®), péptidos prebidticos (ACTIBIOME™, FENSEBIOME™) 0
vitaminas, como niacinamida (patente de Univerler w02019086327) con
actividad prebidtica. En la prictica estos hallazgos podrian permitir disenar
tratamientos bioldgicos personalizados con bacterias que modulen la micro-
biota en condiciones de disbiosis microbiana. Sin embargo, la informacién
sobre los posibles moduladores de la microbiota cutdnea sigue siendo escasa
a nivel mundial y sin conclusiones cientificas tangibles.

Conclusiones

La microbiota de la piel alberga diversas especies microbianas que crean un
rico y complejo ecosistema que proporciona muchos beneficios al hospedador,
como se ha resaltado en este capitulo. Estos beneficios se derivan de sus inte-
racciones con los diferentes componentes de la piel incluyendo otros microor-
ganismos asi como con células inmunes y no inmunes del hospedador. Es
importante recalcar que los atributos beneficiosos de los microorganismos
comensales de la piel son en muchos casos especificos de cepas. De este modo,
la aplicacién de microorganismos beneficiosos con el potencial de proporcio-
nar mejoras en la prevencién y tratamiento de enfermedades y trastornos de
la piel debe investigarse a nivel de cepas especificas.
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Capitulo 10
Probidticos: de la microbiota humana al consumidor
Juan M. Rodriguez

Introduccion

En los tltimos afos, el campo de los probiéticos ha experimentado un gran
auge, lograndose avances cientificos y clinicos que han permitido el desarrollo
y comercializacién de diversos productos. Paralelamente, ha aumentado la
demanda de probiéticos por parte de unos consumidores cada vez més cons-
cientes de la estrecha relacién entre la microbiota y la salud. Desafortunada-
mente, algunas companias han aprovechado esta coyuntura para aplicar el
término «probidtico» a productos sin la calidad adecuada y/o cuyos presuntos
beneficios carecen de evidencias cientificas. Este mal uso se vio favorecido
durante décadas por la ausencia de consenso internacional sobre la metodologia
para evaluar la eficacia y seguridad de estos productos.

En 2001, una comisién de expertos convocados por la FAO y la oms reco-
nocié esta situacion y propuso una definiciéon de probidtico que, con una
ligera modificacién gramatical en 2014 (Hill y col., 2014), es ampliamente
aceptada en todo el mundo: «microorganismos vivos que, cuando se admi-
nistran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del hospe-
dador (rao/wHO, 2001). En 2002, un grupo de trabajo mixto de la Fa0 y
la oms elaboré unas directrices con los requerimientos minimos necesarios
para que a un producto se le pudiera denominar probidtico (FA0/wWHO, 2002)

(figura 1).
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Identificacién de la cepa (especie y cepa)
Secuenciacién del genoma (altamente recomendable )
Depésito de la cepa en una coleccién de cultivos
reconocida internacionalmente

' }

Caracterizacién funcional:
Prerrequisitos + Propiedades probiéticas
Pruebas in vitroy ex vivo
Ensayos en modelos animales (marcadores)

Evaluacién de la seguridad:
Pruebas in vitro, ex vivoy en modelos animales
Ensayos de fase 1 en seres humanos

t !

Evaluacién de la cficacia:
Ensayos de fase 2 en seres humanos
(doble ciego, controlados con placebo)
Documentacién de efectos adversos

—| laboratorios independientes

l

PROBIOTICO

Preferentemente mds de
un estudio de fase 2 en

(confirmacién de
resultados)

Evaluacién de la eficacia:

Ensayos de fase 3 en seres humanos
(doble ciego, comparacién con el tratamiento
estdndar para una patologia especifica)
Documentacién de efectos adversos

PROBIOTICO
(medicamento)

Condiciones adecuadas de
> 3
almacenamiento
Concentracién de bacterias viables
suficiente para ejercer efecto
e . . L.
beneficioso al final de su vida ttil

Figura 1. Directrices de la FAO/OMS
para la evaluacion de los probidticos
(FAO/WHO, 2002)

El proceso desde el aislamiento inicial de cepas a partir de muestras biolé-

gicas hasta la comercializacién de un probidtico eficaz para una diana especi-

fica no resulta sencillo (figura 2). Tiene que contemplar diversos aspectos

(cientificos, clinicos, tecnoldgicos, legislativos, econémicos, comunicativos. ..)

que en muchas ocasiones no son ficiles de conjugar. Recientemente, se ha

empleado el término «marco probidtico» para hacer referencia a todos los

sectores implicados en que el conocimiento existente sobre los probidticos se

traduzca en productos que supongan un beneficio para la Sociedad (Hill y

col., 2014). Asi, de los miles de cepas aisladas cada afio por su potencial pro-

bidtico en los laboratorios de todo el mundo, muy pocas pasan a una fase de

desarrollo industrial y muchas menos atin son las que consiguen un hueco en

los estantes de una farmacia o establecimiento alimentario.
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* Produccién industrial
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l
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de distribucion

» Comunicacion de los
beneficios a prescriptores,
compradores, consumidores,
comunidad cientifica
y médica

Figura 2. Etapas bésicas desde el
aislamiento inicial hasta la comercializacién

de un probidtico

Identificacion de los microorganismos probiéticos

La identificacién de un aislado a nivel de especie y cepa es un requisito esen-

cial para cualquier aislado que se pretenda comercializar. La taxonomia micro-

biana estd en constante evolucién y la determinacién de especie debe realizarse

(v, eventualmente, reevaluarse) con la metodologia mds adecuada en cada

momento. Aunque las pruebas fenotipicas (fermentacién de carbohidratos,

actividades enzimadticas. ..) fueron muy ttiles cuando no existian otros méto-

dos alternativos, actualmente no son vilidas desde el punto de vista taxoné-

mico. Hoy, la secuenciacién parcial o completa del gen 16s rRNa (bacterias
Y; g

o de la regién 115 (levaduras) se ha convertido, junto con la tecnologia de

espectrometria de masas MALDI-TOF, en el método estdndar de identificacién

a nivel de especie.

La identificacién de un aislado a nivel de cepa es igualmente relevante

porque posibilita su diferenciacién del resto de cepas de una misma especie y

permite su trazabilidad en pruebas de laboratorio, ensayos clinicos, estudios

epidemioldgicos y durante todo el proceso de produccién y comercializacion.
A pesar de la disponibilidad de diversas técnicas de genotipado (RAPD, PEGE,
etc.), la secuencia del genoma completo (incluyendo plismidos) es la mejor

217



informacién posible para la identificacién de una cepa, ademds de proporcio-
nar informacién muy valiosa sobre su seguridad, funcionalidad y propiedades
de interés tecnoldgico. De hecho, se ha convertido en un requisito para cual-
quier cepa que se quiera comercializar. Una cepa se debe depositar en una
coleccién de referencia bajo las condiciones del Tratado de Budapest cuando
se deseen patentar sus aplicaciones.

Seguridad de la cepa

Los microorganismos utilizados como probidticos incluyen a la levadura Sac-
charomyces cerevisiae y a bacterias de los géneros Lactobacillus (incluyendo
muchos de los nuevos géneros en los que se reclasificé en 2020; Zheng y col.,
2020) y Bifidobacterium, aunque algunos productos pueden incluir cepas de
Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, Cutibacterium, Bacillus y Escherichia.
El uso preferencial de lactobacilos y bifidobacterias se debe, por una parte, a
que se les considera seguros sobre la base de su uso histérico por parte de la
especie humana y, por otra, a que son los microorganismos que mds se han
ensayado y, en consecuencia, su seguridad y sus propiedades beneficiosas estdn
mds contrastadas.

No obstante, los probidticos se emplean en un abanico muy amplio de
situaciones, que incluye individuos sanos, personas sanas en una situacién
especial (neonatos, mujeres embarazadas o lactantes, ancianos...) y otras con
patologias de distintos tipos y severidades. En consecuencia, la evaluacién de
la seguridad debe tener en cuenta, entre otros factores, el microorganismo en
cuestion, la forma de administracién, el nivel de exposicidn, el estado de salud
del hospedador y las funciones que pueden desempefiar en el mismo (Sanders
y col., 2010).

Los casos en los que se ha establecido una relacién entre el consumo de un
probidtico y un efecto adverso son escasos y han afectado a personas inmu-
nocomprometidos, con enfermedades graves subyacentes, con la barrera intes-
tinal muy alterada y/o con catéteres venosos centrales. Esta baja incidencia es
destacable teniendo en cuenta el amplio uso de este tipo de productos pero,
en cualquier caso, se debe considerar la posibilidad de que se produzcan (Ler-
ner y col., 2019). Existen numerosos tipos de ensayos iz silico, in vitro, ex vivo
e in vivo (modelos animales) para evaluar la seguridad de los probidticos. En
general, resultan utiles para tener mds informacién y seleccionar las cepas més
seguras aunque los Gnicos datos que permiten evaluar la seguridad de un
probidtico de una forma directa y real son los que se obtienen en el curso de
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ensayos clinicos humanos de fase 1, 2 y 3, correctamente disenados y dirigidos
especificamente a una poblacién diana concreta. En teorfa, los probidticos
podrian producir cinco tipos de efectos adversos (Sanders y col., 2010; Merens-
tein y col., 2023), que se contemplan brevemente a continuacién.

Patogenicidad

Hasta la fecha, no se ha hallado ningtin gen inequivocamente relacionado con
patogenicidad en los géneros Lactobacillus (sensu lato) o Bifidobacterium, inclu-
yendo los aislados asociados con sepsis u otros efectos adversos. En contraste,
los enterococos y algunas especies del género Bacillus pueden presentar diver-
sos factores de virulencia, que se tienen que estudiar cepa por cepa (Lee y col.,
2019; Deng y col., 2021). Escherichia coli Nissle 1917, una de las primeras cepas
probidticas que se comercializaron, alberga en su genoma la isla de patogeni-
cidad pks que codifica para la biosintesis de la colibactina (Massip y col., 2019).
La colibactina es una genotoxina con una potente actividad alquilante del
ADN y algunos autores consideran que desempefa un papel en el desarrollo
del cdncer colorrectal y que, en consecuencia, su seguridad deberia ser reeva-
luada (Nougayrede y col., 2021). En cualquier caso, existen opiniones contra-
rias y se trata de un tema objeto de controversia en la actualidad (Dubbert y
von Biinau, 2021). Finalmente, la levadura S. cerevisiae var. boulardii pueden
causar fungemias que, aunque son poco frecuentes, pueden resultar poten-
cialmente graves (Mufioz y col., 2005). Entre las contraindicaciones para el
uso de este microorganismo como probiético se encuentran los ancianos, los
inmunocomprometidos y los pacientes hospitalizados con un catéter venoso
central y/o en unidades de cuidados intensivos (Roy y col., 2017; Dauby, 2017;
European Medicines Agency, 2018; Landaburu y col., 2019; Poncelet y col.,
2021).

Produccién de metabolitos indeseables y alteracion del metabolismo

La microbiota existente en las distintas mucosas y epitelios humanos tiene
una actividad metabdlica formidable, que participa en rutas clave para nues-
tra salud y que se puede ver alterada como consecuencia de numerosos facto-
res. Entre ellos, se encuentra el uso de probidticos. Hace unas décadas se
sugeria que la produccién de D-lactato o la de B-glucuronidasa deberian ser
consideradas como propiedades negativas al seleccionar cepas probiéticas. En
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el primer caso, la razén era que el isémero D (-) del 4cido léctico podria pro-
vocar acidosis en la poblacién infantil. Sin embargo, muchas de las especies
autdctonas del tracto gastrointestinal humano, como Limosilactobacillus reu-
teri, lo generan. También es el isémero mds abundante en el yogur debido a
la actividad de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. De hecho, los ensa-
yos clinicos en los que se han administrado cepas probidticas productoras de
D-lactato a nifios a término y prematuros han revelado que no se produce
ningtn signo de acidosis, incluso tras su administracién diaria durante los
primeros 12 meses de vida (Connolly y col., 2005).

En el caso de la B-glucuronidasa, se trata de una enzima capaz de desconjugar
xenobidticos y compuestos endégenos desintoxicados previamente mediante
glucuronidacion. Esta desconjugacién puede mejorar la recirculacién entero-
hepitica de toxinas, hormonas y diversos firmacos, asi como la formacién de
carcinégenos locales. Por lo tanto, la actividad de B-glucuronidasa es impor-
tante para garantizar la recirculacién enterohepdtica de compuestos esenciales,
como la vitamina D, las hormonas tiroideas o los estrégenos aunque un exceso
de tal actividad puede aumentar el riesgo de desarrollo de cdncer de colon
(Candeliere y col., 2022). En consecuencia, la ausencia o presencia (y nivel)
de una cierta propiedad metabdlica en una cepa probidtica no es buena o mal
en si misma, sino que depende de la poblacién y diana a la que esté destinado
un probidtico concreto.

La capacidad de los probiéticos para participar en el metabolismo de medi-
camentos puede tener consecuencias en su eficacia y/o seguridad. De hecho,
existe una disciplina relativamente nueva (farmamicrobiémica), que estudia las
interacciones entre la microbiota y los compuestos xenobiéticos (Dikeocha y
col., 2022). Es necesaria mds investigacion para identificar funciones modifica-
doras de firmacos en probidticos y confirmar su relevancia 7z vivo para poder
asesorar sobre la incompatibilidad entre probiéticos y algunos medicamentos.

Las aminas biégenas (aB) se generan por descarboxilacién de los aminod-
cidos y ejercen funciones fisioldgicas esenciales como neurotransmisores y
mediadores de la respuesta inmune. Sin embargo, determinados microorga-
nismos (especialmente enterococos) pueden dar lugar a concentraciones muy
altas de algunas AB (histamina, tiramina...), generando trastornos digestivos,
circulatorios y respiratorios, especialmente en personas con niveles bajos de
monoamino oxidasa o/y diamino oxidasa. Por este motivo, la incapacidad de
sintetizar AB debe estar incluida en los criterios de seleccién de aquellos pro-
bidticos que se vayan a vehicular a través de alimentos donde se den las con-
diciones para su formacién.
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Resistencia a antibiéticos

El riesgo de transferencia horizontal de genes de resistencia a antibiéticos de
probidticos a patobiontes ha sido objeto de especial atencién, especialmente
en relacién con los antibidticos que la oms considera como de importancia
critica. La evaluacién de este riesgo requiere enfoques tanto genotipicos como
fenotipicos. En algunos casos, la expresién de un gen que confiere resistencia
a antibiéticos es intrinseca a una especie concreta como, por ejemplo, la
«insensibilidad» a la vancomicina de los lactobacilos heterofermentativos (Sto-
gios y Savchenko, 2020). El enfoque genotipico requiere la identificacién de
cualquier gen relacionado con la resistencia a antibidticos en el genoma de
una cepa. En general, una cepa no se deberia comercializar si esos genes estdn
flanqueados por elementos méviles o si estdn codificados en plésmidos aunque
la decisién también puede depender del antimicrobiano en cuestién, su uti-
lidad clinica actual, un andlisis riesgo/beneficio de la cepa y la poblacién a la
que se destina. Incluso cuando este tipo de genes estén ubicados en el cromo-
soma y no tengan ninguna caracteristica genética que sugiera que sean movi-
lizables, se deberia ser prudente a la hora de comercializar una cepa con una
resistencia no intrinseca a un antibiético que tenga importancia clinica, como
la vancomicina, a menos que se determine de forma inequivoca que se trata
de una cepa segura (Pariza y col., 2015; Roe y col., 2022).

Efectos negativos sobre el sistema inmunitario

La evaluacién de la seguridad de los probidticos debe contemplar su impacto
sobre el sistema inmunitario, especialmente en hospedadores inmunolégica-
mente inmaduros o inmunocomprometidos. Todavia no conocemos bien los
mecanismos por los que los microorganismos ejercen un impacto sobre el
sistema inmunitario, lo cual es un inconveniente para poder predecir la segu-
ridad inmunoldgica de un probidtico. En general, los resultados sobre el
impacto de los probidticos en el sistema inmunitario se han obtenido en
ensayos 77 vitro y en modelos animales simplificados, que no son extrapolables
a las complejas interacciones que se producen en individuos humanos, espe-
cialmente en el dmbito de las enfermedades crénicas (autoinmunes, alérgicas,
neurodegenerativas o metabdlicas) y de ciertas enfermedades agudas comple-
jas (pancreatitis, sepsis).

El que un probidtico ejerza efectos inmunoestimulantes o inmunosupre-
sores depende de las interacciones entre la microbiota, el hospedador y las
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condiciones ambientales, y los efectos parecen depender de cada cepa, por lo
que la immunomodulacién no siempre resulta beneficiosa y, de hecho, puede
inducir efectos negativos (Sanders y col., 2010). En personas de edad avanzada
o nifios prematuros, la combinacién de un estado inmunocomprometido con
la alteracién de la permeabilidad intestinal puede propiciar la translocacién y
sepsis por parte de ciertas cepas consideradas como probiéticas, hecho que no
se produciria en un nifio o adulto sano.

Seguridad de los excipientes y componentes no microbianos
de los probidticos

La evaluacién de seguridad de un probidtico debe tener en cuenta los exci-
pientes empleados en la formulacién de los productos finales ya que se han
descrito casos de nifios que han sufrido reacciones anafilicticas debidas a la
exposicidn a ciertos componentes de los mismos (Lee y col., 2007). Por otra
parte, se ha observado que la variabilidad metabélica de una preparacién
probidtica puede ejercer un impacto determinante sobre su seguridad y acti-
vidad. Asi, un producto comercial empleado en pacientes con enfermedades
inflamatorias intestinales contenfa concentraciones elevadas de 1,3-dihidroxia-
cetona, una sustancia que aumenta la permeabilidad intestinal, y su adminis-
tracién a ratones con colitis no sélo no pudo atenuar los signos clinicos sino
que empeoraron mds que los controles (Biagioli y col., 2017). En ese sentido,
la matriz del probidtico puede ser mds importante de lo que se ha tenido en
cuenta hasta la fecha (Jackson y col., 2019).

Funcionalidad

De forma similar a la evaluacién de la seguridad, aunque existen numerosos
ensayos i silico, in vitro, ex vivo e in vivo para detectar aquellas cepas que
poseen propiedades funcionales relevantes, s6lo los ensayos clinicos humanos
(fases 2 y 3) permiten conocer si un probidtico ejerce el efecto beneficioso
esperado sobre la poblacién diana. De hecho, se necesitan mds evidencias
clinicas derivadas de este tipo de estudios (especialmente los de fase 3) para
que los probidticos ganen credibilidad entre los consumidores y, especial-
mente, entre la comunidad médica (Suez y col., 2019). Los estudios de fase 2
evaltian la eficacia de un probidtico frente a un placebo mientras que los de

222



fase 3 evaltian la eficacia de un probiético frente a la terapia estdndar empleada
para prevenir o tratar una enfermedad determinada.

Los criterios de seleccién de propiedades funcionales suelen incluir, por
una parte, una serie de prerrequisitos para que la cepa pueda alcanzar y/o
persistir en su lugar de accién (cavidad oral, tracto gastrointestinal, vagina...)
a una concentracién adecuada; por otra, propiedades que pudieran asociarse
a un efecto beneficioso (exclusién de patégenos, propiedades metabdlicas,
inmunomodulacién, neuromodulacién...) (figura 3). Las propiedades fun-
cionales por las que se seleccione un probidtico pueden ser tan amplias como
nos permita nuestra imaginacion, la tecnologia y el presupuesto disponible.
Por lo tanto, es necesario saber el uso que se dard al probiético y sobre qué
poblacién se pretende aplicar; de esta manera, se seleccionardn las cepas per-
tinentes mediante las pruebas mds adecuadas para poner de manifiesto las
propiedades relevantes que permitan alcanzar el objetivo final.

El antagonismo microbiano de los probidticos depende, en parte, de su
capacidad de adherencia a las mucosas, aunque es una propiedad actualmente
objeto de cierta controversia. En el proceso estdn implicados diversos compo-
nentes superficiales, incluyendo los procesos de (auto)agregacion, proteinas
de unién al mucus, pilis y otras estructuras especificas. El efecto antiinfeccioso
de algunos probidticos se debe también a la sintesis de compuestos antimi-
crobianos, como el dcido ldctico y otros dcidos orgdnicos (acético, propidnico,
butirico) o las bacteriocinas (Tachedjian y col., 2017; Tang y col., 2023).

Otra propiedad relevante de algunas cepas probidticas es la de coagregar
con ciertos patégenos y, en consecuencia, impedir su acceso a las mucosas
(Younes y col., 2012). El efecto antimicrobiano de la coagregacion es particu-
larmente intenso cuando la misma cepa es capaz de producir sustancias anti-
microbianas que inhiban al patégeno en cuestién. En cualquier caso, la acti-
vidad antimicrobiana debe estar dirigida hacia los microorganismos realmente
relevantes para una diana concreta. Por ejemplo, en el caso de las mastitis lo
relevante de los posibles candidatos a probiéticos es su actividad frente a
aquellos patobiones (estafilococos, estreptococos, etc.) que causan ese tipo de
infecciones mientras que la actividad que puedan tener frente a Salmonella,
E. coli o Listeria monocytogenes es irrelevante para esa aplicacion.
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Diversos estudios han mostrado la capacidad de algunos probidticos para
mantener o mejorar la funcién de las barreras epiteliales en las mucosas
mediante la modificacién de la expresién de los genes que codifican proteinas
de las zonas de oclusién (ocludina, claudinas), la modificacién de la compo-
sicién de monosacdridos de las mucinas, el aumento del grosor de la capa de
mucus, la inhibicién de los procesos de apoptosis y/o la promocién de la
diferenciacién celular y de actividades citoprotectoras, incluyendo la reduccién
del estrés oxidativo (Howarth y Wang, 2013).

El tejido linfoide asociado a las mucosas representa la parte mayoritaria del
sistema inmunitario y su interaccién con la microbiota constituye uno de los
pilares de la salud. Por ello, no es de extranar que la capacidad de inmuno-
modulacién sea una de las actividades que mds se hayan asociado a los pro-
bidticos (Hardy y col., 2013). No obstante, el proceso de seleccién tiene que
tener en cuenta que el tipo de respuesta inmunoldgica asociada a un probié-
tico (activacién, desviacién, regulacidn, supresién) puede ser positiva o nega-
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tiva dependiendo del estado del hospedador, como se ha comentado anterior-
mente y, también que las respuestas inmunoldgicas pueden ser distintas
dependiendo de la mucosa en cuestién (oral, intestinal, vaginal, respiratoria,
mamaria, etc.). Por ello, la cepa debe ser cuidadosamente seleccionada depen-
diendo de la poblacién y diana a la que vaya dirigida.

La neuromodulacién es uno de los efectos mds prometedores en el campo
de los probiéticos. Las alteraciones del denominado «eje intestino-cerebro»
suelen asociarse a una amplia gama de trastornos del 4mbito emocional, cog-
nitivo y psiquidtrico, y a la presencia de una microbiota aberrante en los
individuos que las padecen (Berding and Cryan, 2022). En este sentido, se
considera que los probiéticos pueden tener un impacto importante para estas
poblaciones (Marx y col., 2020) aunque, nuevamente, serd necesaria una cui-
dadosa seleccién de las cepas (interaccién con receptores nerviosos, efectos en
la biosintesis y metabolismo de neurotransmisores...) y estudios que revelen
la magnitud, mecanismos y relevancia clinica de los posibles efectos benefi-
ciosos.

Aspectos tecnoldgicos

El hecho de que una cepa microbiana crezca bien en condiciones de labora-
torio (pequefios volimenes, medios de cultivo complejos...) no significa que
vaya a suceder lo mismo en condiciones industriales. En este sentido, las
empresas se enfrentan a dos retos tecnoldgicos importantes: (a) la necesidad
de obtener una biomasa bacteriana muy elevada de forma econémicamente
rentable y (b) la necesidad de que la concentracién de bacterias viables nece-
saria para ejercer el efecto beneficioso se mantenga hasta el final de la vida ttil
del producto (Kiep$ y Dembczynski, 2022). Ambos aspectos estdn relaciona-
dos con las caracteristicas fisiolégicas de cada cepa, por lo que las condiciones
deben establecerse caso a caso.

Los aspectos tecnoldgicos (matriz, forma de produccién, almacenamiento
y distribucién) son clave para garantizar la seguridad, viabilidad, estabilidad,
actividad metabdlica y eficacia de los probidticos. Pequefios cambios en el
sistema de produccién y comercializacién de un probidtico pueden tener un
gran efecto en la calidad del producto (Rodriguez, 2015; Grumet y col., 2020).
Diversos procedimientos, como la fermentacion, la composicién de la matriz,
la recoleccién de las células, el secado o la liofilizacién, pueden afectar a la
composicion final de estos productos (Guerrero Sdnchez y col., 2022). Por
otra parte, las condiciones de procesado y almacenamiento (concentracién de
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oxigeno, humedad, atmésfera, pH, temperatura, recubrimientos, microencap-
sulacién...) y el formato comercial s (cdpsulas, comprimidos, sobres, gotas,
recubrimiento de superficies internas de pajitas, évulos, tampones, férmulas
infantiles, productos licteos, zumos, barritas, etc.) pueden ser muy dispares.
Todos estos factores pueden provocar que las propiedades de una misma cepa
sean discordantes cuando se producen en condiciones distintas (Kiekens y
col., 2019) y, en consecuencia, es importante prestar atencién al formato,
empaquetado y condiciones de conservacién y uso del producto final. En
cualquier caso, resulta inevitable que una cierta proporcién de bacterias mue-
ran o resulten danadas durante el proceso productivo o el almacenamiento
del preparado probiético y, en este sentido, las empresas suelen recurrir a la
sobredosificacion inicial, de tal manera que se conserve la dosis eficaz hasta el
final de su vida util.

Las empresas que se dedican al desarrollo de probiéticos (incluyendo el
escalado industrial y los estudios de viabilidad) suelen organizar su trabajo en
forma de etapas con un grado creciente de dificultad en las que es absoluta-
mente necesario que se alcancen los objetivos de una fase para poder pasar a
la siguiente. La primera etapa suele consistir en: (a) el depésito de la cepa en
el banco de la empresa y la comprobacién de su identidad y (b) la evaluacién
de su capacidad fermentativa a pequena escala en biorreactores o mini-fer-
mentadores que simulen las condiciones de los fermentadores de produccién
(temperatura, pH, agitacién...). La segunda fase consiste en el escalado a
producciones en planta piloto para evaluar la productividad antes y después
del proceso de liofilizacién y el estudio de la estabilidad a los tres meses. En
general, el objetivo es que el microorganismo permanezca viable (pérdida <
0,2 log ufc) en una mezcla con algtin excipiente, envasada en sobres de papel
de aluminio, y almacenada a una actividad de agua constante (<0,2) y a 25 °C.
En la siguiente fase, se determina el flujo de trabajo para que el probidtico
entre en la fase de fabricacién. Tras la primera produccidn, se define el precio
sobre la base del perfil del producto (ufc/g) y se completa la validacién anali-
tica de la mezcla. El objetivo final es la liberacién del producto mientras se
contintan los estudios de estabilidad a largo plazo (dos afos), tanto en refri-
geracién como a temperatura ambiente (25 °c). En general, se pretende que
el procedimiento permita disponer de un producto con una elevada concen-
tracién (>5 x 10 ufc/g) que, una vez dosificado en los envases finales, tenga
una vida atil prolongada a temperatura ambiente. En los casos en los que no
es posible, el producto se tiene que conservar en refrigeracion hasta su venta.
En todo momento resulta imprescindible la aplicacién de los principios del
sistema de andlisis de peligros y puntos criticos de control (HACCP) y de
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buenas pricticas de fabricacién para garantizar que los preparados probidticos
llegan al consumidor con la méxima calidad posible e impedir la contamina-
cién por otros microorganismos.

La reproducibilidad en la formulacién y fabricacién del producto también
es esencial para garantizar una calidad constante. Muchas empresas propieta-
rias de cepas comerciales no las producen sino que recurren a los servicios de
empresas especializadas en esa tarea. Estas empresas suelen conservar el krow-
how, de tal manera que si la propietaria de la cepa decide producirla poste-
riormente con otra compafia, las propiedades reales del producto pueden
diferir de las del anterior a pesar de que contenga la misma cepa a la misma
concentracién. Los ingredientes que se afaden a una formulacién probiética
(aztcares, vitaminas, minerales, prebiéticos, agentes crioprotectores, agentes
gastroprotectores, etc.) pueden afectar a propiedades relevantes como la via-
bilidad, la estabilidad, la actividad metabdlica o la capacidad de supervivencia
de las células microbianas en el lugar diana. Una misma cepa no ejerce el
mismo efecto si llega metabélicamente activa a su lugar de accién o si lo hace
con danos subletales. Por lo tanto, es necesario evaluar y validar el impacto
de estos ingredientes adicionales en el rendimiento de las células probidticas.

Cuando una empresa introduce un probidtico en el mercado, deberia ase-
gurar que estd bien etiquetado. En este sentido, la FA0/WHO (2002) reco-
mienda que se recoja la siguiente informacién en la etiqueta de cualquier
producto probidtico: a) género, especie y cepa; b) dosis minima de microor-
ganismos viables al final de la vida util; ¢) cantidad necesaria de producto que
se debe consumir para conseguir la dosis efectiva; d) efecto(s) beneficioso(s);
e) condiciones de almacenamiento y f) forma de contacto con el servicio de
atencién al cliente. Desafortunadamente, los estudios de la composicién real
de los probiéticos comerciales han mostrado, repetidamente y en diversos
paises, que un elevado porcentaje de los mismos muestran grandes discrepan-
cias cualitativas y/o cuantitativas con lo que consta en sus etiquetas (Huys y
col., 2006; Marcobal y col., 2008; Aureli y col., 2010; Drago y col., 2010;
Morovic y col., 2016; Kola¢ek y col., 2017; Di Pierro y col., 2019; Lugli y col.,
2019). En conclusién, se debe mejorar notablemente el control de calidad de
un elevado porcentaje de los probiéticos disponibles en la actualidad (Mozota
y Rodriguez, 2021). De hecho, se ha sugerido que las empresas que comercia-
lizan probiéticos correctamente etiquetados deberfan recurrir a certificaciones
por parte de organizaciones independientes que avalen este hecho y que con-
tribuyan a reforzar su imagen ante el personal médico y los consumidores
(Jackson y col., 2019).
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Aspectos comerciales

La opinién del departamento comercial de una empresa alimentaria o farmacéu-
tica resulta fundamental a la hora de tomar una decisién sobre el desarrollo
industrial y la eventual puesta en el mercado de un probiético. Las funciones de
dicho departamento incluyen, entre otras, los estudios de mercado (que permiten
detectar aquellas necesidades de los consumidores, cuya resolucién pueda ser
rentable), la promocién y publicidad del producto, las ventas y el servicio post-
venta. Normalmente, son actividades que implican una interaccién constante
con los departamentos de produccion, financiero y de recursos humanos.

En general, se suelen identificar tres figuras con relacién a la decisién de
compra: el prescriptor (profesional que recomienda el producto y cuya opinién
es valorada por el consumidor; por ejemplo, el médico o el farmacéutico), el
comprador (persona que adquiere el producto pero que no tiene por qué coin-
cidir con el consumidor; por ejemplo, los padres que compran un preparado
probidtico indicado para célico del lactante) y el consumidor. Por otra parte,
resulta importante tener en cuenta la segmentacion de mercado, bien por género
(por ejemplo, los probidticos para infecciones vaginales o para mastitis), edad
(probidticos pedidtricos o para la tercera edad), nivel de ingresos, etc.

Las campanas de marketing bdsicamente se suelen enfocar, como en cual-
quier otro tipo de producto, en distintos elementos: sus caracteristicas (inclu-
yendo el envase), el precio, la distribucién o disponibilidad y el servicio post-
venta. Normalmente, el ciclo de vida de un producto comprende las etapas
de introduccién o lanzamiento (salida al mercado de un nuevo preparado; se
producen ventas pero el saldo puede llegar a ser negativo ya que implica un
gasto de promocién notable), crecimiento (el producto empieza a ser cono-
cido, las ventas experimentan un fuerte desarrollo y los beneficios también) y
madurez (las ventas se estabilizan y los beneficios hacen lo propio). Eventual-
mente, puede existir una etapa de declive o saturacion (caida considerable de
ventas y beneficios), durante la que se puede intentar relanzar el producto
introduciendo alguna innovacién.

La determinacién del precio se puede basar en los costes, en la elasticidad
de la demanda, en los precios que fija la competencia para productos simila-
res, etc. En general, los preparados probidticos disponibles en farmacias no
estdn cubiertos por los sistemas publicos de salud por lo que suelen tener un
coste final elevado para el comprador. Este hecho propicia que un porcentaje
relativamente elevado de usuarios potenciales no tenga acceso a ellos, espe-
cialmente cuando se requiere un tratamiento prolongado. En el futuro, la
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mayor disponibilidad de resultados basados en ensayos clinicos bien disefiados
y ciertos cambios normativos podrian hacer variar la situacién.

La politica de distribucién permite que el producto se encuentre en el lugar
y momento adecuados para poder ser adquirido por el consumidor. En gene-
ral, el proceso que sigue el producto desde que sale de la cadena de produccién
hasta que llega a manos del cliente es el siguiente: almacenamiento del pro-
ducto, distribucién fisica, facturacién y cobro. El canal de distribucién es
cualquiera de los medios (establecimientos alimentarios, farmacias, parafar-
macias...) que se utilizan para conseguir que los productos recorran el camino
desde el productor hasta el consumidor.

La promocién del producto incluye la publicidad en diversos medios, espe-
cialmente en revistas especializadas y en el lugar de venta y la visita a los pres-
criptores por parte de representantes de la empresa. En este sentido, es también
importante la promocién de la interaccién entre los investigadores y clinicos
que aislaron y evaluaron la(s) cepa(s) probidtica(s) y los prescriptores, a través
de reuniones o sesiones en congresos. Esto les facilitard una informacién de
primera mano sobre las bondades del preparado, que probablemente se perci-
bird como menos sesgada que la ofrecida por los representantes de la compaiia
comercializadora. Por dltimo, existe la posibilidad de la divulgacién para el
publico en general, aunque en este caso parece mds apropiado suministrar
informaci6n sobre la microbiota de ocupacion, sus funciones y los beneficios
que aporta, de modo que el uso de probidticos se perciba como lo que es, una
aplicacién racional de dichos beneficios en aras de una mejor salud publica.

El problema del «paraguas probiético»

Aunque en los tltimos afos se ha logrado un progreso significativo en la
identificacion de las posibles aplicaciones y mecanismos de accién de ciertos
probidticos, el concepto de «paraguas probidtico» que se suele promover por
una parte de la industria, genera confusién y desconfianza en muchos médicos,
cientificos y consumidores (de Simone, 2019). Este concepto consiste en apro-
vechar los resultados obtenidos con una cepa especifica para extrapolarlos a
otras, sin tener en cuenta, no sélo las diferencias entre cepas, sino tampoco la
dosis, la duracién de la ingesta o el procedimiento para fabricar la formulacién
con la que se obtuvieron los mismos. Tal «transferencia» de beneficios entre
productos que no son idénticos o equivalentes resulta impropia de productos
que, por definicién, estdn destinados a ejercer efectos beneficiosos sobre la
salud. La seguridad y los beneficios para la salud de un probiético (sea mono-
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cepa o multicepa) s6lo se pueden demostrar mediante ensayos clinicos correc-
tamente disenados y tinicamente son vilidos en tanto que el producto ensa-
yado sea idéntico (cepals, cantidad de la/s cepals, formulacién, forma de
produccién) al comercializado. Por otra parte, si un producto probidtico
resulta atil para distintas aplicaciones, deben existir ensayos independientes
para cada aplicacién.
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Capitulo 11
¢Y los virus? Su interaccion con la microbiota humana
Jorge Reinheimer

Virus y fagos

Los virus son ubicuos, infectan todas las células vivas y son las mds abundantes
entidades bioldgicas en el planeta. Un dato curioso es que los virus no tienen
un lugar en el Arbol de la vida ya que «organismo vivon se refirié siempre a una
forma celular, incluyendo metabolismo, desarrollo, reproduccién, herencia y
evolucién por seleccién natural, pero no debemos olvidar que los virus nece-
sitan de células huéspedes para replicarse. Algunos virélogos argumentan que
en cierta manera deberfan ser incluidos en dicho Arbol ya que, por €j., existen
bacterias endoparasiticas que también dependen de un hospedador para sobre-
vivir y sin embargo se las considera «organismos vivos». Los virus no tienen
ribosomas por lo que no pueden sintetizar sus propias proteinas. En cambio,
usan la maquinaria de la célula hospedadora para sintetizarlas permitiendo su
ensamblaje y multiplicacién. Controversia existe cuando se habla del origen y
evolucién de los virus. ;Se originaron en un unico evento? ;O surgieron
independientemente en multiples eventos? Existen varias hipétesis, pero, en
realidad, ninguna cubre totalmente todos los interrogantes que nos podemos
hacer, todavia. A diferencia de los organismos celulares, los virus no tienen
genes que sean comunes a todas las especies y, por lo tanto, un tnico 4rbol
filogenético viral no puede ser creado (Hugh y col., 2021). De cualquier manera,
en los dltimos afios la metagendmica (estrategias analiticas cultivo
independiente) y herramientas bioinformdticas avanzadas aplicadas a
microorganismos y virus en diversos hébitats han demostrado el enorme
numero y diversidad de microorganismos en el planeta, y se ha vuelto claro
que los virus juegan un rol importante en la biosfera con una participacién
activa. Los virélogos frecuentemente presentan el nimero de 10" como
estimado de la abundancia de particulas virales en el planeta, asi como que la
relacién virus/microbios (vim) es al menos de 10. La nueva estimacién de la
abundancia de bacterias y archeas en el planeta es de aproximadamente 3 x 10%°,
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lo que da la idea de que el viroma® (componente viral del microbioma) del
planeta deberia estar dominado por virus de bacterias y archeas. Algunos auto-
res, sin embargo, estiman que el nimero de bacterias y archeas en el planeta
es acerca de 3 x 10% y que la mejor estimacidon de nimero de virus es mayor a
10%". Sin embargo, la mds compartida y actual estimacién del nimero de
particulas virales en el planeta es de 10 (Milani y col., 2017; Mushegian y
col., 2020).

El viroma humano, entendido como el total de virus que «habitan» el
cuerpo humano, estd dominado por bacteriéfagos (o fagos). Son pardsitos
obligados que requieren un hospedador bacteriano para su reproduccion
(Shkoporov y col., 2022). Surge asi la definicién de fagoma, entendida como
«la comunidad de fagos que existen en un cierto ambiente» (Natarelli y col.,
2023; Pargin y col., 2023).

Como depredadores naturales, los fagos estdn presentes en todos los ambien-
tes ricos en bacterias, incluyendo el suelo, océanos y cuerpo humano, e influen-
cian profundamente las comunidades microbianas, siendo esta depredacién
una de las principales fuerzas que controlan la densidad y distribucién de
poblaciones bacterianas (Camarillo-Guerrero y col., 2021; Brown y col., 2022;
Duan y col., 2022; Shkoporov y col., 2022). Cada 48 horas, se calcula que la
mitad de todas las bacterias del planeta son eliminadas por fagos. Esta eficiente
capacidad de eliminacién es también la base de la fago terapia en humanos y
animales, y el uso de fagos como preservativos de alimentos (ver mds adelante).
Por e¢j., los fagos pueden contribuir a las comunidades ocednicas regulando
niveles bacterianos dado que lisan el 20-40 % de bacterias ocednicas cada dia.
Esta lisis contribuye a la disponibilidad de nutrientes en ecosistemas marinos,
lo que se conoce como «derivacién viral» (viral shunt) del circuito microbiano,
lo cual es explotado por otros organismos. En contraposicién, las bacterias
tienen diferentes sistemas de resistencia frente al ataque figico pero muy pocas
especies bacterianas, si existen realmente, escapan totalmente al mismo. Sin
embargo, en complejas comunidades y ambientes tales como el intestino
humano, este modelo antagonista de ataque y contradefensa no describe com-
pletamente el alcance de las interacciones fago-bacteria. Existen aspectos
mutualisticos de interacciones entre ambos y se sugiere que esta relacién estd
mejor caracterizada no como una lucha entre enemigos sino mds bien como
una relacién mutualistica entre socios (Shkoporov y col., 2022).

1. Viroma: es el conjunto de ambos tipos de virus, RNA- y DNA-virus, que infectan cré-
nicamente hospedadores procariotes y eucariotes.
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Por décadas, el descubrimiento y estudio de los fagos fue lento. Sin embargo,
con la aparicién de la metagenémica de alto rendimiento, se hizo posible
descubrir una nueva, sin precedentes, diversidad fégica. Una sorpresa fue que
la mayoria de las secuencias reveladas por metagenémica no pudieron ser
clasificadas segtin la taxonomia viral del International Committee on Taxo-
nomy of Viruses (1cTv) (en especie, genero, familia). Hasta el 90 % de las
secuencias derivadas del viroma humano muestra poca o ninguna homologia
con las referencias existentes en las bases de datos ya que los genomas virales
pierden o ganan con frecuencia genes markers universales que podrian ayudar
en la clasificacién taxonémica. Solo, a menudo, un orden del 10 % de las
secuencias virales pueden ser identificadas. El resto del ADN viral es tipica-
mente desechado en el andlisis y se lo refiere comiinmente como «materia viral
oscura» (viral dark matter). En otras palabras, los genomas fdgicos presentan
una estructura de mosaico como resultado de eventos de recombinacién con
bacterias y otros fagos. Este mosaiquismo estd caracterizado por secuencias
altamente similares junto a secuencias que no tienen aparentes similaridades.
Esta extrema variabilidad y mosaiquismo de los genomas figicos complica
significativamente la clasificacién taxondmica, que fue originalmente realizada
usando morfologias de las cdpsulas y tipo de dcido nucleico del genoma. Por
estas razones, la taxonomia de los virus estd en revisién debido a nuevos
métodos de clasificacién que incluyen secuencias gendmicas, organizacién del
genoma y espectro de hospedadores. No obstante, la original nomenclatura
es todavia comtinmente usada y los fagos son a menudo distinguidos en base
al tipo de 4cido nucleico y la conformacién estructural (Shkoporov y col.,
2019; Camarillo-Guerrero y col., 2021; Duan y col., 2022; Zuppi y col., 2022).

Estructuralmente, la mayoria de los fagos estin compuestos de un genoma
(4cido nucleico) empaquetado dentro de una cdpsula. Las cdpsulas son alta-
mente variables, tanto en tamafio como en morfologia (poliédricas, filamen-
tosas o pleomérficas). Algunos fagos presentan una membrana lipidica externa
ademds de la cdpsula proteica, mientras que otros solo tienen la membrana
lipidica. El dcido nucleico gendémico puede ser ADN lineal bicatenario (dspNa),
ARN lineal mono- o bicatenario, o ADN circular monocatenario (sscDNA).
Como se dijo antes, los fagos son usualmente clasificados en base a su estruc-
tura, basada en microscopia de transmisién y, cuando resulta ttil, la secuencia
genémica. La gran mayoria de fagos con ApN de la microbiota intestinal
humana pertenece al orden Caudoviricetes (antes, Caudovirales), que son fagos
dspNA con ADN gendmico de entre 15 y 750 kb. Los Caudoviricetes tienen
cdpsides proteicas icosaédricas simétricas y con 3 morfologias definidas por la
estructura de la cola: sifofagos (cola flexible), miofagos (cola contrictil) y
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podofagos (cola corta) (figura 1). Las colas y fibras asociadas a la cola consti-
tuyen un aparato que no solo define la especificidad del objetivo de infeccién,
sino que contribuye también a la eficiencia de la misma.

La microbiota intestinal humana también contiene sustanciales nimeros
de muy pequefios (aprox. 5 kb gaADN) fagos de la familia sscabN Microvirideae,
que son fagos isométricos que perdieron la estructura de la cola y que se res-
tringen a bacterias Gram- tales como las enterobacterias (figura 2).

Myoviridae Syphoviridae

DsDNA genome DsDNA genome

Capsid
P Head

Long tail fibers

TN l.
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\Shon tail fbm

Tail

Fibers

Podoviridae crAssphage

DsDNA genome
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Tail tube

Figura 1. Diversidad de genomas fagicos
y capsulas para fagos intestinales
(Adaptado de Zuppi y col., 2022)

En general, los fagos pueden ser categorizados como virulentos o atempe-
rados, basados en el ciclo de vida que siguen. Los fagos virulentos (ej., el fago
T4 de E. coli) siguen solo una via litica que comienza con una adsorcién
especifica al receptor superficial de la célula, que puede ser una proteina,
carbohidrato, lipido o elementos externos como pili, polisacdridos extracelu-
lares o flagelos. Esta adsorcidn es seguida por la inyeccién del gapN en el
citoplasma celular del hospedador, un programa de replicacién del aApN y
expresién génica, montaje de los nuevos viriones y, finalmente, liberacién de
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Figura 2. Fagos isométricos de la
familia Microvirideae (Adaptado de
Zuppi y col., 2022).

la progenie por lisis del hospedador. En contraste, los fagos temperados (tales
como el fago & de E. col7) inician la infeccién del mismo modo, pero tienen
la opcidn de crear lisogenia, en la cual la expresion génica se bloquea por un
represor codificado por el mismo fago y se forma un profago durmiente, ya
sea integrado al cromosoma del hospedador o como linear o circular plismido
autoreplicante. La célula liségena se vuelve inmune a una infeccién adicional
por el mismo fago por la presencia del represor lisogénico.

Los profagos pueden ser pasivamente llevados indefinidamente por el hos-
pedador bacteriano pero, espontineamente, a una baja o alta frecuencia, como
consecuencia de estrés bacteriano, el profago puede sufrir induccién, se des-
prende y entra en un ciclo litico, resultando en la muerte celular y liberacién
de progenie de viriones. Atn en cultivos no disturbados, todas las cepas lis6-
genas espontdneamente producen una cierta concentracién de viriones libres
a un nivel que depende de la estabilidad de la represién, que puede variar
mucho. También, los profagos pueden volverse defectuosos y perder la habi-
lidad para ser desprendidos del cromosoma bacteriano (Duan y col., 2022;
Zuppiy col., 2022).

La interaccién entre fagos y bacterias se extiende, como se ha visto, mds
alld de la dindmica predatoria visto que se ha sugerido que una infeccién fégica
lisogénica tiene potencialmente efectos benéficos para la bacteria hospedadora.
Mientras que el profago permanezca durmiente en la célula bacteriana, su
supervivencia estd directamente ligada a la del hospedador. Por lo tanto, es
evolucionariamente ventajoso para el profago contribuir a la supervivencia
del hospedador, lo cual podria referirse como una interaccién mutualistica,
antes mencionada. Tal mutualismo estd ejemplificado por viriones que llevan
genes que no tienen impacto en su ciclo de vida, pero pueden modificar la
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aptitud fisica de la bacteria. Estos viriones se denominan «morons» y pueden
incluir virulencia bacteriana, genes metabélicos o pueden proveer resistencia
hacia otros viriones infectivos (Zuppi y col., 2022). Por. ej, muchas bacterias
altamente virulentas, tales como Corynebacterium diphtheriae, han desarrollado
la habilidad de producir sus toxinas patégenas con material genético adquirido
a través de fagos. Adicionalmente, los fagos han estado involucrados en la
diseminacién y transduccién de genes de antibiético resistencia entre bacterias
(Natarelli y col., 2023).

El rango o espectro de hospedadores estd primariamente determinado por la
presencia o no de receptores en la superficie celular, las proteinas de
reconocimiento de los fagos, y sus interacciones. Ademds, existen numerosos
sistemas antifagos que bloquean otros niveles del proceso de infeccién,
incluyendo inhibicién de la penetracién del ApN figico dentro de la célula,
destruccién del ApN figico o suicidio altruistico de la célula infectada. Ademis,
los fagos han desarrollado estrategias moleculares y genéticas contra estas
defensas. En resumen, hay muchos factores que definen el rango de hospedadores.
Estos son generalmente reducidos a solo una especie bacteriana y una eficiente
propagacion de un tnico fago en diferentes géneros bacterianos no ha sido
convincentemente documentado (Duan y col., 2022; Zuppi y col., 2022)

Viroma humano/viroma intestinal

El viroma humano nativo mds estudiado es el intestinal, que incluye a aque-
llos virus que infectan células eucariotas, bacterias y archeas de este ecosistema.
Sin embargo, como ya se menciond, este viroma estd dominado por bacterié-
fagos e incluye a los elementos genéticos derivados de virus que se encuentran
integrados en genomas de hospedadores bacterianos (profagos). Se estima que
en el intestino humano existen mds de 10" células bacterianas y que la relacién
con los fagos presentes es estimativamente 1o:1. El ataque a poblaciones bac-
terianas por estos fagos se piensa que juega un importante rol en la composi-
cién estructural de la comunidad bacteriana en el intestino. El fagoma intes-
tinal puede ser definido como el agregado o conjunto de fagos (fagos libres y
profagos) presentes en el intestino (Ventura y col., 2010; Milani y col., 2017).

Seglin un estudio, la mayor parte de los fagos presentes en el intestino
humano son profagos, los cuales muestran un comportamiento «temperado»
tipico, y su composicion es estable durante la vida del hospedador bacteriano
(Yuy col., 2024).
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La densidad de fagos se incrementa a través del tracto gastrointestinal desde
el intestino delgado al grueso. En este tltimo, la densidad de fagos se ubica
entre 10° y 8 x 10" particulas virales /g de heces, medido con un recuento de
las mismas y estimacién del nimero de genomas virales en heces de adultos
sanos. En promedio entre adultos sanos y enfermos, los fagos constituyen la
gran mayoria (97,7 %) de genomas virales intestinales, junto a virus eucarié-
ticos (2,1 %) y de archeas (0,1 %) (Shkoporov y col., 2019; Yu y col., 2024).

Visto que los bacteriéfagos representan la mayoria de las entidades virales
intestinales han sido intimamente asociados con la salud de este ambiente
dado que cumplen roles cruciales en mantener la homeostasis intestinal, con-
centracién bacteriana, diversidad microbiana, etc. Mientras que la mayoria
de los profagos son altamente estables, algunos pueden activarse produciendo
una escision del ADN y liberando fagos activos, liticos sobre otras células, como
ya se menciond. Profagos han sido identificados en el genoma del 40-50 % de
las bacterias y casi todas las bacterias intestinales estudiadas contienen profa-
gos activos. La mayoria de las secuencias de dcidos nucleicos correspondientes
a profagos representan tanto como hasta 20 % del genoma hospedador. Su
activacién es causada por diferentes estimuladores tales como la dieta, anti-
bidticos, metabolitos bacterianos, el trinsito gastrointestinal, un ambiente
inflamatorio y estrés oxidativo, y por una diversidad de mecanismos. Esto
supone que un elevado nimero de particulas virales en el intestino humano
derivan de profagos mds que de fagos liticos. Por ¢j., la activacién de cuatro
fagos Myoviridae fueron identificados en pacientes que sufrian una infeccién
por Clostridium difficile mientras que una activacién espontdnea de profagos
puede ocurrir en cualquier bacteria, pero a una baja frecuencia. A pesar de
que se conoce que el intestino contiene una enorme cantidad de fagos libres
y microorganismos, estudios recientes demostraron que existen sitios inacce-
sibles para fagos en la capa de mucus sobre el epitelio que protegen a bacterias
del ataque de los mismos (Hu y col., 20215 Yu y col., 2024).

Sin embargo, a pesar de los recientes progresos, mucho conocimiento per-
manece por revelarse acerca de la extensién de la diversidad viral y su preva-
lencia en el intestino humano (Shkoporov y col., 2019; Camarillo-Guerrero
y col., 2021).

En sintonia a lo dicho precedentemente, los primeros estudios metagend-
micos revelaron que la mayoria (81,93 %) de la diversidad viral es novedosa,
pero asignarles hospedadores intestinales y rango de hospedadores permanece
en gran medida no caracterizado. Una excepcién fueron los fagos p-crAss
(orden Crassvirales), fagos descubiertos en 2014 por andlisis computacional de
lecturas metagenémicas y encontradas en > 50 % de microbiomas intestinales
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humanos de Occidente. M4s recientemente, metagenomas intestinales huma-
nos han sido provistos para compilar una mds exhaustiva lista de genomas de
fagos intestinales, brindando nuevas perspectivas fundamentales en la diversi-
dad viral y funciones presentes en el microbioma intestinal humano. Aun asi,
la mayoria de la diversidad de fagos intestinales permanece no caracterizada e
incompleta. En un estudio, y consistente con reportes previos de predicciones
figicas, no fue posible asignar con seguridad una familia a la mayoria (=80 %)
de esos genomas virales, mientras que el resto corresponden mayormente a las
familias Podovirideae, Siphoviridae y Myovirideae, 3 familias que pertenecen al
orden Caudoviricetes (fagos caracterizados por tener colas y cdpsides icosaedri-
cas) (figura 1), y que fueron previamente informadas como abundantes en heces
humanas (Camarillo-Guerrero y col., 2021; Pargin y col., 2023). En otro estu-
dio se vio que el 88 % de los fagos del tracto gastrointestinal no tuvieron una
clasificacién del International Committee on Taxonomy of Viruses (1cTv) y la
fraccién remanente estuvo integrada por las familias de fagos con cola y dspxa
Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae, Ackermannviridae, Microviridae e Inovi-
ridae (Gregory y col., 2020).

El mds integral perfil del fagoma del intestino humano se realizé generando
y analizando una coleccién de aproximadamente 142 000 genomas figicos
intestinales de alta calidad y no redundantes, recuperados leyendo el mapeo
de 28.060 metagenomas, muestreados de 28 diferentes paises de 6 continentes.
Se observé una clara separacién de los fagomas de las muestras de Norteamé-
rica, Europa y Asia respecto de los de Africa y Sudamérica. Esta diferencia de
perfiles estd asociada con importantes diferencias en el estilo de vida, sopor-
tando la hipétesis que el estilo de vida, particularmente la urbanizacién, podria
causar diferencias en el fagoma intestinal. Se piensa que la composicién bac-
teriana darfa forma al mismo. Bacterias de la familia Prevotellaceae son mds
abundantes y prevalentes en individuos con un estilo de vida rural tradicional
mientras que Bacteroides lo son en individuos con un estilo de vida urbano/
occidental. Se piensa que esta es la mds abarcativa y completa coleccién de
genomas virales intestinales humanos hasta el presente. Se revelé que el filo
Firmicutes posee una significativamente alta diversidad viral. El andlisis de los
géneros bacterianos para todos los filos revel6 que los géneros bacterianos con
la més alta diversidad viral fueron Roseburia, Agathobacter, Prevotella y Balutia.
Por otro lado, la més baja diversidad viral fue registrada para Helicobacter y
las bacterias ldcticas de los géneros Lactobacillus, Enterococcus y Pediococcus.
Globalmente, aproximadamente un tercio de los fagos intestinales tienen un
amplio rango de hospedadores, no limitado a una sola especie hospedadora
(Camarillo-Guerrero y col., 2021).
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Las limitaciones para identificar taxonémicamente a los fagos intestinales
apoya el hecho de que los dos més abundantes fagos fecales (crAssphage y
Gubaphage) recién fueron identificados en 2014 y 2021, respectivamente.
Ambos fagos son dspNa fagos, caracterizados por genomas grandes (=97 y
~80 kb, respectivamente), e infectan bacterias del genero Bacteroides. La rela-
tivamente alta abundancia de crAssphage (hasta el 90 % de la carga viral total
en intestino y amplia representacién en poblacién humana), provocé mucha
atencién por su aparente significacién para la salud humana y su potencial
uso como marker de contaminacion fecal (Zuppi y col., 2022; Yu y col., 2024).

Los fagos con RNA son raros, si no ausentes, en el intestino. La mayoria de
los mismos son virus de plantas, ingresados con la dieta. Sin embargo, es
posible que la baja abundancia de genomas de fagos con RNA sea debido al
limitado niimero de estudios que han analizado el componente viral RNA y a
la escasez de genomas fagicos de referencia para su identificacién. Estudios
microscépicos han mostrado que los fagos intestinales estdn casi exclusiva-
mente representados por virus con cola y capsides icosaédricas (orden Caudo-
viricetes) . En la mayoria de los casos, ellos pueden ser clasificados en familias
basado en la morfologia de la cola, como se mencioné antes: Siphoviridae, con
largas colas flexibles no contréctiles, Myoviridae, con colas largas, rigidas con-
trictiles, y Podovirideae, con colas muy cortas. Estos morfotipos pueden ser
reconocidos en heces colectadas de diferentes donantes. Hasta la tltima
década, sin embargo, el fagoma fue el «conocido desconocido» del microbioma
intestinal. Debido a que mds del 95 % de las bacterias residentes en el colon,
incluyendo anaerobios estrictos no patdgenos pertenecientes a las familias
Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Ruminococcacceae, Lachnospiraceae, etc, son difi-
ciles de cultivar, las colecciones disponibles de fagos de origen fecal humano
claramente no reflejan la verdadera diversidad de los fagos del intestino
humano.

Ademds de modular comunidades bacterianas, los fagos influencian el eco-
sistema intestinal por interaccion directa con las células inmunes y, por lo tanto,
modulan la actividad inmune del hospedador. Las particulas figicas pueden
atravesar la barrera epitelial a través de un proceso llamado «transcitosis» e
interactuar directamente con las células inmunes de mamiferos, estimulando
o reduciendo la respuesta inmune a través de diferentes mecanismos (Shkopo-
rov y col., 2019; Zuppi y col., 2022).

Debe decirse que resultados dispares, como siempre aparecen, pueden
deberse a diferencias entre las preparaciones de las muestras analizadas en los
diferentes protocolos usados. Adicionalmente, otros factores que pueden afec-
tar la adquisicién e interpretacién de los datos incluyen a los métodos anali-
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ticos (secuenciacién metagendmica versus microscopia), cuales herramientas
bioinformdticas y databases son usadas, asi como los sitios de muestreo y los
materiales usados (Duan y col., 2022).

Viroma intestinal y edad, en individuos sanos

El clustering de genomas virales identific varios grupos de bacteriéfagos crAss-
like y Microviridae como los més estables colonizadores del intestino humano.
La identificaciéon de un set comin de fagos encontrados en un 20-50 % de
individuos formaron la base para un concepto de «fagoma nicleo intestinal
saludable» (Ventura y col., 2010; Shkoporov y col., 2019). Sin embargo, otros
investigadores han sugerido que cada individuo tiene un fagoma intestinal
tnico, integrado por profagos y fagos libres (Duan y col., 2022).

Infantes

El nacimiento es el mds importante evento de la vida y en el cual aparece el
viroma humano. Una rdpida colonizacién del intestino del recién nacido en
los primeros dias de vida por un ensamble dindmico de fagos, fue establecido.
El fagoma intestinal neonatal es complejo y relativamente inestable, junto a
una baja abundancia de hospedadores bacterianos. Sin embargo, una progre-
siva maduracién del microbioma intestinal lleva a una reduccién de la abun-
dancia y diversidad viral, acompanada por un incremento en la abundancia
y diversidad del componente bacteriano. Interesantemente, hasta los 2,5 afios
se verifica un incremento de la abundancia y diversidad de Microvirideae y lo
opuesto para Caudoviricetes. En un estudio, analizando muestras fecales de
infantes recolectadas durante un periodo de 14 meses, una tendencia inversa
fue observada entre la abundancia de un determinado género, como Bifido-
bacteriumy ADN fégico asociado a bifidobacterias. Esto sugiere que estos fagos
pueden entrar en un ciclo litico, modulando la colonizacién por bifidobacte-
rias y su abundancia relativa en el intestino. El tipo de parto tiene un profundo
efecto sobre la composicién del fagoma, atin detectable al afio de vida. Bebés
nacidos por parto natural (vaginal delivery) tienen un mds diverso viroma
comparados con los que nacen por cesédrea, con Caudoviricetes, Microviridae
y Anelloviridae como los mds abundantes virus detectados. El modo de la
primera alimentacidn juega un rol significativo en el establecimiento del
viroma intestinal humano. Virus eucariotes y fagos son transferidos de la
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madre al infante via el amamantamiento. Como resultado de esto, la compo-
sicidén del primer viroma intestinal humano varfa de acuerdo con si el bebé es
amamantado o toma leche de férmula. Estas diferencias en el viroma son
parcialmente debidas a los anticuerpos maternos transferidos de la madre al
bebé via la leche materna, llevando inmunidad adicional que no se transmite
a través de la leche de f6rmula. Como la leche materna modula la microbiota
y el viroma en la vida temprana fue demostrado procesando un elevado
nimero de muestras. Cuando se suspendi6 el amamantamiento, hubo una
carencia de bacterias asociadas s subsecuentemente, una carencia de fagos
(Milani y col., 2017; Shkoporov y col., 2019; Pargin y col., 2023).

Usando individuos saludables y de Occidente, un estudio investigé la
riqueza viral a lo largo de las etapas de la vida en humanos. La mayor riqueza
viral fue observada en infantes y adultos, y hubo incrementos significativas
entre nifios y adultos, y disminuciones significativas entre adultos y ancianos.
La riqueza de virus eucarioticos (mayormente Annellovirus humanos) es alta
en la infancia, presumiblemente manejado por un sistema inmunitario sub-
desarrollado, luego disminuye en nifos y permanece constante y bajo en el
resto de la vida. Se sugiere que la mayoria de los virus son fagos temperados,
de los cuales muchos son virus Siphoviridae. Curiosamente, la riqueza de
Microviridae es modesta en la infancia y se incrementa lentamente a lo largo
del resto de la vida (Gregory y col., 2020).

Una fraccidn significativa de fagos se encontré como compartida entre
mellizos y sus madres, asi como entre personas afectadas por enfermedad
inflamatoria intestinal (1BD) y miembros sanos de la misma familia (Shkopo-
rov y col., 2019). La comunidad viral en mellizos resulta mds similar entre s
que la posible de detectar en muestras fecales de individuos no relacionados,
un fenémeno que parece persistir a través de la vida (Ventura y col., 2010).

Adultos

La composicién del viroma intestinal adulto puede estar influenciada por
varios factores entre los cuales la geografia y la dieta son los mds importantes.
Se ha demostrado que individuos que siguen una misma dieta tienden a tener
un viroma similar, reflejando que una microbiota dieta-dependiente permite
la proliferacién de fagos que infectan a los miembros dominantes de esa micro-
biota. Cambios en la dieta pueden tener un impacto en la salud humana a
través de cambios composicionales, bacterianos y virales (Ventura y col., 20105
Pargin y col., 2023).
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Faecalibacterium y Bifidobacterium son los géneros bacterianos predomi-
nantes en la microbiota de humanos saludables, en adultos e infantes, respec-
tivamente pero los esfuerzos para aislar fagos que infectan a estas bacterias no
han sido exitosos a pesar de la presencia de numerosos profagos en sus geno-
mas. Recientemente, induccién de profagos a partir de cepas de estos dos
géneros ha sido informada.

En un estudio, se fue capaz de alinear el 83 % de las secuencias reveladas
por metagendmica de vLP (viral like particles) y, con estas herramientas, se
demostrdé un impresionante nivel de estabilidad temporal en consonancia con
especificidad individual del viroma fecal adulto durante hasta 26 meses. Esto
coincide con una previa observacién de alta estabilidad del viroma en un tnico
adulto sano y en una cohorte de gemelos, asi como un recuento viral total.
Los estudios sugieren que la mayoria de los fagos infectan Bacteroides, Faeca-
libacterium, Eubacterium, Prevotella y Parabacteroides, todos géneros abundan-
tes, persistentes y altamente adaptados al ambiente intestinal. Sin embargo,
existe también baja abundancia de otras muy diversas secuencias virales. A
este viroma menos estable y no individualizado se lo designé «viroma transi-
toriamente detectado» (TpV). En acuerdo con estudios previos, la mayoria de
ambas fracciones (la persistente y la transitoria) estuvieron representadas por
el orden fégico Caudoviricetes, con dspNA (ADN doble hélice) y la familia de
fagos virulentos Microviridae (sspNa). Como podia esperarse, muchos miem-
bros del orden Caudoviricetes (familias Siphoviridae y Myoviridae) aparecen
como temperados (profagos). Sin embargo, estos no dominan el viroma. Con
fagos temperados cldsicos raramente dominando el viroma intestinal, parece-
rfa que otros mecanismos distintos a la habilidad para integrarse al genoma
del hospedador son mayormente responsables de la persistencia de largo tér-
mino de bacteriéfagos en el intestino humano. Una extensa diversidad de
fagos gigantes fue reportada como presente en varios ambientes, incluyendo
microbiomas humanos y animal. Por ejemplo, un no cultivable megafago con
un genoma de >540 kbp que presumiblemente infecta Prevotella y mostrando
propiedades de la flia Myovirideae fue detectado en la microbiota de humanos
de Bangladesh y Tanzania (Shkoporov y col., 2019).

Por dltimo, se necesita ver cémo estas riquezas virales edad dependiente se
relacionan con la riqueza bacteriana en el intestino. Existen dos importantes
paradigmas para los estados de la vida de la riqueza bacteriana intestinal. El
primer paradigma es que la riqueza bacteriana intestinal se incrementa en la
vida adulta y luego disminuye en los ancianos. El segundo paradigma es que
la riqueza bacteriana se incrementa lentamente a lo largo de la vida desde la
infancia hasta la edad anciana. Algunos estudios atribuyen estos paradigmas
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a que algunas personas ancianas viven normalmente en casas de cuidados
mostrando una disminucién en la riqueza bacteriana (Gregory y col., 2020).
Haciendo referencia a las bifidobacterias cominmente usadas como pro-
bidticos, estas se consideran libres de infecciones figicas aunque también es
cierto que la metagenédmica ha demostrado la presencia de secuencias de
profagos en casi todos los genomas de bifidobacterias secuenciados hasta el
momento. También hay que considerar que las bacterias probiéticas son «arti-
ficialmente» introducidas en alto nimero en el organismo y no puede asegu-
rarse que el concepto de «kill-the-winner» aplique a las bacterias probidticas.
Tal concepto sugiere que el ataque figico se dirije preferentemente a bacterias
que estdn mejor adaptadas a un ambiente determinado y que consecuente-
mente estdn presentes en alto nimero en el mismo (Ventura y col., 2010).

Viroma intestinal en individuos con enfermedades
gastrointestinales y otras

Cambios en la microbiota intestinal humana se observan comtinmente en
pacientes con enfermedades gastrointestinales y hepdticas, incluyendo el sin-
drome inflamatorio intestinal, cdncer colorectal, problemas en higado asocia-
dos al consumo de alcohol e higado graso no alcohdlico. A pesar de que la
mayoria de los cambios han sido descriptos para bacterias, algunos estudios
han revelado también cambios en el viroma intestinal que aparecen asociados
con la enfermedad y disfunciones del desarrollo y, como es de esperar, los
fagomas intestinales de estos pacientes difieren de los de individuos sanos.
Pacientes con enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa tienen una més alta
abundancia relativa de Caudoviricetes comparados con Microvirideae, y dife-
rentes composiciones de familias Caudoviricetes, comparados con individuos
sanos, a partir de la secuenciacién metagenémica del ADN de particulas tipo
virus de muestras fecales. Pacientes con enfermedad de Crohn mostraron
relativamente mds fagos temperados, y los cambios en la composicién del
viroma se reflejaron en alteraciones bacterianas. Por ej., pacientes con sin-
drome de intestino irritable tienen menos abundancia de Firmicutes e incre-
mentados niveles de fagos que infectan Firmicutes. Viromas de mucosa rectal
de pacientes con colitis ulcerativa tuvieron una mayor abundancia relativa
pero menos diversidad de fagos Caudoviricetes comparados con individuos
sanos. Cambios en el viroma entérico también fueron observados en pacien-
tes con cdncer rectal de colon usando secuenciacién metagenémica de mues-
tras fecales (Duan y col., 2022; Zuppi y col., 2022).
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Asimismo, se han reportado composiciones virales en pacientes con enfer-
medades hepdticas. Un estudio, comparando con individuos sanos, observé
incrementada diversidad viral en muestras fecales de pacientes con hepatitis
alcohdlica. Fagos de Escherichia, otras enterobacterias y Enterococcus se mos-
traron altamente representados en estos pacientes, y abundancia incrementada
de fagos de Staphylococcus fue asociada con un aumento de la severidad de la
enfermedad. En otro trabajo, estudiando pacientes con cirrosis, la diversidad
del viroma fecal fue similar con la de pacientes sanos, pero estos pacientes
mostraron mds fagos que infectan Lactobacillus y Enterobacteriaceae (Duan 'y
col., 2022).

Un estudio ha indicado que la composicién fégica del intestino se reporté
como estable por un periodo de hasta 1 ano en adultos sanos y las alteraciones
se asociaron con enfermedades intestinales tales como infecciones con Clos-
tridioides (antes Clostridium) difficile (CD1). Mds especificamente, y comparado
con pacientes saludables, pacientes con infecciones DI mostraron una abun-
dancia aumentada de fagos Caudoviricetes y una reduccion de su diversidad,
riqueza y uniformidad, mientras que pacientes con diarrea asociada a norovi-
rus mostraron junto a reduccién de riqueza de Caudoviricetes y diversidad,
también reduccién en su abundancia. En pacientes con la enfermedad de
Parkinson se observé que tienen incrementados niveles de fagos liticos de
Lactococcus y escasa cantidad de bacterias de este género, las cuales regulan la
permeabilidad intestinal y producen dopamina. Estos factores estdn implica-
dos en la patogénesis del Parkinson, sugiriendo que la predacién en el tracto
gastrointestinal podria contribuir al desarrollo de esta enfermedad (Zuppi y
col., 2022). Se revelaron también considerables cambios en el viroma, espe-
cialmente fagoma, en el intestino de individuos con obesidad, diabetes tipo I
y diabetes tipo 11. Comparado con la exploracién de cémo las comunidades
bacterianas comensales impactan la salud humana, el rol del viroma es relati-
vamente desconocido en salud mental (Pargin y col., 2023).

Mis estudios son necesarios para determinar si los cambios en el fagoma
intestinal causan desarrollo de la enfermedad, o progresién de esta, o resultan
de la enfermedad. Todavia estamos en un estadio temprano para entender
estos «asuntos oscuros» en el intestino y sus influencias en la salud humana y
enfermedad (Duan y col., 2022).
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Fago terapia

A pesar de que los bacteriéfagos han sido dejados de lado como agentes tera-
péuticos por los antibi6ticos durante décadas, la aparicién de bacterias mul-
tirresistentes a drogas y un mejor entendimiento del rol de la microbiota
humana en la salud y enfermedad, han provocado que ellos vuelvan a estar en
foco (Duan y col., 2022). La propuesta de la «fago terapia» propone el uso de
fagos seleccionados como agentes antibacterianos especificos frente a bacterias
patdgenas, no afectando a la microbiota deseable. Existen investigaciones
incipientes que muestran aplicaciones potenciales de estos virus para tratar
enfermedades causadas por disbiosis bacteriana, una aplicacién comparable
al uso de probidticos o prebidticos dado que pueden indirectamente mejorar
el desarrollo de bacterias benéficas en el intestino al eliminar competidores
indeseables (Ferndndez y col., 2021). Los fagos liticos han sido la primera
eleccién para la fago terapia. Sin embargo, hay estrategias novedosas que
incluyen el uso de fagos temperados frente a infecciones bacterianas, aunque
esto permanece todavia inexplorado (Hu y col., 2021).

En 2016, un paciente masculino de 68 afios con diabetes, infectado con
Acinetobacter baumasnnii desarroll pancreatitis necrotizante complicada por
un pseudoquiste pancredtico. Después de multiples terapias antibiticas que
fracasaron, el paciente se deteriord y bajo un permiso de emergencia investi-
gativa otorgada por la us Food and Drug Administration, se inici6é una fago-
terapia (intracavitaria e intravenosa) y el paciente retomé un estado saludable
después de 5 meses. Este caso generé amplia publicidad y renové el interés
por la fagoterapia que podria ser usada para tratar infecciones bacterianas,
especialmente debidas a bacterias multiresistentes a drogas. Y en los tltimos
4 afos, multiples casos se acumularon frente a Pseudomonas aeruginosa y Myco-
bacterium abscessus multiresistentes a drogas. Sin embargo, ensayos clinicos
estandarizados serdn requeridos para determinar la eficacia de la fagoterapia
para diferentes enfermedades infecciosas.

E. coli enteroinvasiva ha sido implicada en la patogénesis de la enfermedad
inflamatoria de intestino durante las 2 décadas pasadas y los fagos de E. coli
han sido propuestos como una opcién de tratamiento. En algunos estudios
con ratones a los que se les indujo colitis, los que recibieron tratamientos con
fagos se mostraron protegidos de la misma y la colonizacién con E. coli fue
reducida. Algunos investigadores han mostrado que niveles fecales de Entero-
coccus faecalis, un miembro comensal de la microbiota intestinal humana con
baja presencia, se incrementa significativamente en pacientes con hepatitis
alcohdlica comparados con individuos no alcohdlicos. Algunas cepas de esta
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bacteria producen citolisina, una exotoxina bacteriana que se correlaciona con
malos resultados y mortalidad en pacientes con hepatitis alcohélica. Fagos que
infectan cepas de E. faecalis citolisina positiva se administraron por sonda oral
y redujeron la enfermedad hepdtica inducida por etanol, mientras que fagos
que infectan cepas citolisina negativa no mostraron efecto benéfico alguno.

Los fagos no solo pueden modificar la microbiota intestinal sino que pue-
den liberar drogas en un sitio especifico. Con el desarrollo de mds poderosas
herramientas para ingenierizar fagos, drogas pueden ser adheridas a su super-
ficie para ser liberadas cuando los fagos alcanzan su destino. Por lo tanto, la
administracién de altas dosis necesarias para un sitio especifico podria ser
posible, permitiendo reducir concentraciones de drogas en la circulacién y
disminuir efectos téxicos en tejidos que no es necesario afectar. Varios estudios
pre clinicos han testeado este método. En un estudio in vitro, por ¢j., cientos
de moléculas de cloramfenicol ligadas a la superficie de un fago via ester-
linkage, permitieron ser liberadas lentamente por estearasas nativas. Los fagos
fueron capaces de infectar a Staphylococcus aureus , proveyendo localmente
altas concentraciones del antibiético que lograron inhibir el desarrollo de
células de esta bacteria previamente resistentes. Otros estudios se han realizado
con drogas usadas en quimioterapia como por ¢j. Irinotecan, un tratamiento
de primera linea para cdncer colorectal. Los fagos infectan Fusobacterium
nucleatum, que reside en tejidos tumorales de este cdncer. En este caso, los
fagos liberan la droga en los tumores, con minimos efectos en tejidos no
tumorales.

El reducido rango de hospedadores es otra aparente limitacién de los tra-
tamientos basados en fagos. Esto podria restringir su utilidad terapéutica. Una
opcidn es crear un coctel de fagos, formado por multiples fagos que posean
diferentes receptores y puedan, entonces, atacar diferentes cepas.

El campo de investigacién de la fago terapia estd todavia en un estado
temprano, con muchas cuestiones cientificas que deben ser contestadas y
muchos factores deben ser considerados y evaluados cuidadosamente antes de
la administracién de los mismos. Uno de los mds importantes es estudiar a
todos los individuos para encontrar un hospedador bacteriano en sus intesti-
nos. Ese hospedador deberia ser testeado in vitro para confirmar su sensibili-
dad a los fagos seleccionados. Otro punto critico es determinar la dosis de
fagos a ser aplicados. Muchos estudios han demostrado la seguridad en usar
una relativamente alta dosis de fagos, por ¢j. 10° UFP (unidades formadoras
de placas), sea por via oral o intravenosa. Aplicar fagos en altas concentracio-
nes serfa necesario, especialmente para una administracién oral visto que el
4cido géstrico podria disminuir la cantidad de fagos activos. La administracién
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de un neutralizante de 4cido y métodos de encapsulacién de fagos podrian ser
ttiles en este sentido (Duan y col., 2022).

Igualmente, mds esfuerzos deberfan hacerse antes de volcar productos
derivados de fagos al mercado, un proceso que requerird revisar las regulacio-
nes actuales para facilitar su aprobacién. Sin embargo, a pesar de la evidencia
soportando la seguridad de los fagos para humanos, el publico en general seria
quizds resistente a usar virus con propdsitos terapéuticos. Es importante dis-
cutir mejor el rol de los fagos en el equilibrio de la microbiota y su relacién
con la salud humana y también es importante recordar su potencial impacto
negativo mayormente concerniente a su inmunogenicidad o la potencial dis-
persién de genes de virulencia o antibiético resistencia, especialmente por
fagos temperados (Ferndndez y col., 2021).

De cualquier forma, a pesar de que muchos paises solo recientemente redes-
cubrieron el interés por la fago terapia desde la crisis emergente de resistencia
bacteriana a las drogas, ha sido siempre ampliamente usada en Europa del
este. Desde su descubrimiento ha sido parte de las practicas de salud en Geor-
gia, Polonia y Rusia. En Polonia, es solo administrada a pacientes en las pTU
(Unidades de Fago Terapia). En Georgia y Rusia hay un escenario diferente
dado que cockrails de fagos tales como I Intestiphage y Pyophage, pueden ser
directamente adquiridos sin una prescripcion. En contraste, la aplicacion en
paises de Europa occidental tales como Reino Unido, Francia y Bélgica, es
relativamente dispersa. En Estados Unidos, no existe todavia ninguna fago
terapia aprobada por la FpA (Yang y col., 2023).

COVID-19. Su influencia en la microbiota y viroma intestinal

Evidencia acumulada demuestra que el microbioma intestinal, incluyendo
microbiota bacteriana, micobioma y viroma, es ampliamente alterado en
covip-19. Los trillones de entidades bioldgicas —bacterias, hongos, virus y
otras formas de vida que integran el microbioma— regulan la inmunidad del
hospedador. Como sabemos, la enfermedad por coronavirus 2019 (Covip-19)
es causada por el virus a ARN «severe acute respiratory sindrome coronavirus
type 2 (SARS—Cov—2)», que infecta primariamente el tracto respiratorio y
resultando en varios sintomas con diversos niveles de severidad en los pacientes
luego de la infeccién (Zuo y col., 2021)

La AcE2 (enzima convertidora de angiotensina 2) actia como receptor de la
proteina S del saRs—cov—2 en las células del epitelio respiratorio, una interac-
cién esencial en la infeccidn por este virus que afecta al funcionamiento del
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sistema renina-angiotensina. La expresién de ACE2 es elevada en las células del
epitelio respiratorio pero también en las células epiteliales gastrointestinales,
siendo ambos lugares claves para la adquisicién, accién y propagacién del
sARs—cov—2. La composicién de la microbiota del tracto respiratorio superior
y del tracto gastrointestinal puede jugar un papel relevante en la susceptibilidad
individual al covip—19. En este sentido, se ha postulado que aquellas personas
con una microbiota respiratoria y gastrointestinal «<normal» tendrian mds pro-
babilidades de que la infeccién por sars—cov—2 fuese asintomdtica o diera lugar
a una sintomatologia leve 0 moderada, dado que se asocian a respuestas inmu-
nitarias adecuadas en dichas mucosas. Por el contrario, las personas con dis-
biosis respiratorias o intestinales no serfan capaces de desarrollar respuestas
correctas y serfan mas proclives a padecer cuadros mds severos, infecciones
secundarias y sepsis. También se ha postulado que la propia infeccién por el
coronavirus puede provocar alteraciones en la microbiota que favorezcan el
desarrollo de cuadros inflamatorios (Mozota Herbera y col., 2021)

Entre el 5y 33 % de los pacientes covip—19 tuvieron sintomas gastrointes-
tinales, incluyendo diarreas, nduseas y vémitos. Varios estudios han detectado
SARS—CoV—2 en muestras fecales e hisopados anales, sugiriendo que el tracto
digestivo podria ser un sitio extra pulmonar para la infeccién viral (Zuo y col.,
2021). Estudios recientes senalaron que, en promedio, el saARs-cov-2 se encon-
tré presente en las heces del 44 % de los enfermos de covip-19, siendo sig-
nificativamente mds frecuente entre los individuos con sintomas gastrointes-
tinales (77 %) que entre los que no los presentaban (57 %), y entre los
individuos con enfermedad severa (68 %) que entre los que presentaban una
sintomatologia leve o moderada (34 %) (Mosota Herbera y col., 2021).

Entre los virus enriquecidos bajo el covip-19, fagos de Escherichia y Ente-
robacter fueron prominentes. La expansién de estos fagos ha sido implicado
en inflamacidn intestinal y respuesta del hospedador al interferon en ratones
y humanos. Las alteracidnes en la ecologia del viroma intestinal, particular-
mente en la comunidad fagica, son al menos parcialmente causadas por las
alteraciones bacterianas bajo la influencia de la infeccién por sars—cov—2 y
la subsiguiente disfuncién inmunoldgica. Similarmente, la disbiosis del viroma
intestinal persiste con la disbiosis intestinal, aun después de la resolucién de
la enfermedad de covip-19.

Es bien conocido que factores confluyentes tales como dieta y tratamiento
pueden significativamente afectar la composicién del microbioma intestinal.
Por lo tanto, algunas de las diferencias entre los microbiomas de pacientes
covip—19 y controles, y aquellos entre estados de la enfermedad (leves y
severos casos de COviD—19) podrian ser atribuidos a tratamientos y/o dietas.
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Sin embargo, se observaron cambios consistentes en el microbioma incluyendo
reduccién en la abundancia de Eubacterium y bacterias productoras de dcidos
grasos de cadena corta (agcc). Adicionalmente, se observé que la infeccién
por sarRs—cov—2 predominé sobre medicaciones y dieta en afectar las altera-
ciones del viroma intestinal en pacientes con covip-19. Estos resultados
juntos sugieren que la infeccién por saRs—cov—2 podria ser una crucial con-
tribuyente a la disbiosis del microbioma intestinal en pacientes con covip-i9
(Zuo 'y col., 2021).

Viroma de la piel

La bibliografia ha establecido bien la importancia de los microbiomas de
intestino y piel en mantener la salud general, asi como que los fagomas tienen
importante efecto en regular dichos microbiomas, aunque su rol todavia no
ha podido ser totalmente explicado. Actualmente, en los estudios realizados
sobre el fagoma de piel, muchos subrayan la falta de una base de datos viral,
que ha sido un especial factor limitante para determinar los tipos de fagos
presentes en la piel. A pesar de esta limitacién, la importancia del fagoma de
piel en su salud ha sido bien establecida. Por ejemplo, se ha demostrado que
la diversidad viral presente en heridas crénicas es mayor comparada con la de
piel sana. Por otra parte, reducidas concentraciones fégicas estdn tipicamente
asociadas con una abundancia en las correspondientes bacterias hospedadoras,
indicando la capacidad de los fagos para suprimir o no a las mismas (Natare-
lliy col., 2023).

Estudios de metagenémica y metaviroma de piel han indicado que el viroma
de piel es altamente sitio especifico y muestra marcada variacién entre indi-
viduos. Un estudio agregé mds de 130 nuevas especies figicas de la piel a las
databases existentes. Se demostré que fagos idénticos estuvieron presentes en
individuos diferentes y en diferentes partes del cuerpo, y que, por ¢j., un fago
de Staphylococcus podria ser un comensal comdn que regula el hospedador y
su actividad sobre la piel (Van Zyl y col., 2018). Otro estudio revelé que la
poblacién figica cutdnea estd mayormente compuesta por fagos del orden
Caudoviricetes que llevan genes auxiliares para ayudar a incrementar el fitness
bacteriano a través de resistencia antimicrobiana (Graham y col., 2023).

En dermatitis atépica (D) se demuestra una disbiosis de piel, que invo-
lucra a bacterias, hongos y virus. El perfil alterado en Ap de bacteriéfagos es
intrigante. Como la mayoria de estos fagos son lisogénicos, estos podrian
insertar en el genoma bacteriano factores de virulencia y contribuir a la con-
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versién de comensales en patégenos. Usando metagendmica, fue posible carac-
terizar la composicién microbiana de varios sitios bien definidos de la piel en
pacientes con AD y en controles saludables, encontrindose claras diferencias
entre ellos y en multiples sitios, mds pronunciados en cuello y otras partes del
cuerpo que pueden flexionarse. La abundancia de virus en las muestras de piel
dependieron fuertemente del individuo. Fagos de Propionibacterium (ahora
Cutibacterium) y de Staphylococcus dominaron la piel de ambos, controles
saludables y con AD, aunque fue observado que mds fagos de Cutibacterium
aparecieron en las narices y mds fagos de Staphylococcus en los pies. En lesiones
de piel, en general, hay més fagos de Staphylococcus , relacionado a veces a una
extensa colonizacién por S. aureus (Dybboe Bjerre y col., 2021).

Otra situacion se da para pacientes con psoriasis y acné al informarse tam-
bién diferencias en las especies de fagos que fueron mds abundantes en piel
normal y en piel lesionada (disbiosis fdgica). La severidad de la psoriasis se
correlaciona con la produccién de enterotoxina por ciertas cepas de Staphylo-
coccus aureus. La diversidad bacteriana se mostr6 reducida en lesiones psorid-
sicas respecto a piel control saludable. Esto también sugiere que la disbiosis
figica puede contribuir a la disbiosis microbiana en lesiones dermatoldgicas.
En el caso del acné, las lesiones inflamatorias estdn asociadas con una sobre
abundancia de ciertas cepas de Cutibacterium acnesy una reducida diversidad
bacteriana en comparacién con lesiones no inflamatorias de pacientes contro-
les saludables. Un estudio informé una gran relativa abundancia de fagos de
C. acnes en piel saludable comparada con la de lesiones de piel de pacientes
con acné. La menor abundancia de estos fagos en las lesiones estarfa vinculada
a una excesiva presencia de la bacteria (Natarelli y col., 2023).

De los 15 actualmente conocidos poliomavirus (tpyv) humanos, 8 han sido
encontrados en piel sana y son considerados parte del viroma cutineo humano.
El mds importante de ellos (McPyv) causa la mayoria de los carcinomas
celulares Merkel (Mcc), que es raro pero un muy agresivo tumor maligno de
piel que afecta tanto a pacientes immunocompetentes como a
immunodeprimidos. El rol de estos virus en el desarrollo de las lesiones de
piel todavia no estd claro, pero si la relacién entre ambos (Silling y col., 2022).

La fago deficiencia asociada a una abundancia de las bacterias patégenas
sugiere que podria suministrarse, tépica u oralmente, un céctel de fagos, y tal
vez ser una estrategia terapéutica efectiva para mitigar los sintomas de
enfermedad. Esto ha inspirado a investigaciones para ver la posibilidad de
terapia figica como una modalidad de tratamiento para condiciones cutdneas.
La suplementaci6n de fagos, ya sea oral o tépica, puede funcionar para reponer
fagos con una subsecuente reduccién de la bacteria patdgena correspondiente.
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Varias estrategias terapéuticas basadas en fagos se han ensayado para diferentes
problemas dermatoldgicos incluyendo psoriasis, acné y dermatitis atpica con
resultados disimiles (Natarelli y col., 2023).
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El nuevo conocimiento desarrollado por la biologia incluye un tema sorprendente, cual es la
presencia de los microorganismos asociados al cuerpo humano y su incidencia en la salud.
En la FIQ existe un grupo de microbitlogos que en los Ultimos anos se ha dedicado a este
tema. Con ellos y con la colaboracion de grupos europeos y otros del pais con extensa
trayectoria, se decidié volcar en una obra todos los conocimientos, propios y de la
bibliografia reciente. Es enorme el interés en la microbiota corporal, no solo desde el punto
de vista cientifico sino también porque a partir de ella pueden obtenerse microorganismos
benéficos que generan el desarrollo de alimentos y/o medicamentos para potenciar la salud.
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