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RESUMEN

En el contexto de la alimentacion y la promocién de la
salud se sitGian los productos denominados alimentos funciona-
les que tienen diversos efectos beneficiosos en el organismo,
ademas de los meramente nutricionales. Dentro de estos ali-
mentos funcionales, entre otros, podemos distinguir entre com-
puestos probidticos y prebioticos. Los microorganismos mas
utilizados en alimentos probidticos pertenecen a los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium.

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de dietas
suplementadas con Lactobacillus casei o Bifidobacterium bifidum
en el desarrollo animal y en especial sobre la funcién intestinal,
centrada en su actividad immunitaria, digestiva y absortiva de
animales en crecimiento.

Las cepas bacterianas utilizadas modifican la actividad del
intestino delgado de los ratones sanos, afectando significativa-
mente a su actividad enzimatica (sacarasa, maltasa y amino-
peptidasa) y a la captacién de nutrientes (galactosa y glicilsar-
cosina), asi como a la actividad inmune intestinal (mayor
namero de placas de Peyer). Sin embargo, estos efectos no pare-
cen perturbar el desarrollo de los animales en crecimiento ya
que no se aprecian diferencias significativas en su peso corpo-
ral ni en sus parametros sanguineos.

Estos resultados ponen de manifiesto los posibles efectos
beneficiosos en la fisiologia intestinal y contribuyen al conoci-
miento de los posibles mecanismos de accion de los probidti-
cos, que se pudieran utilizar en el tratamiento preventivo de
diferentes patologias relacionadas con el aparato digestivo.

Palabras clave. Cepas probioticas. Intestino. SGLTI.
PEPT1.
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ABSTRACT

The products called functional foods, which besides being
merely nutritional have different beneficial effects on the orga-
nism, are situated in the context of diet and health promotion.
Amongst these functional foods we can distinguish, amongst
others, between probiotic and prebiotic compounds. The micro-
organisms most widely used in probiotic foods belong to the
Lactobacillus and Bifidobacterium types.

In this article we have studied the effect of diets supple-
mented with Lactobacillus casei or Bifidobacterium bifidum on
animal development and especially on the intestinal function,
centred on their immune, digestive and absorptive activity in
growing animals.

The bacteria strains used modify the activity of the small
intestine of healthy mice, significantly affecting their enzymatic
activity (sucrase, maltase and aminopeptidase) and the collec-
tion of nutrients (galactose and glycilsarcosine), as well as the
intestinal immune activity (higher number of Peyer’s patches).
However, these effects do not appear to disturb the develop-
ment of the growing animals since no significant differences are
appreciated in their body weight or in their blood parameters.

These results make clear the possible beneficial effects on
intestinal physiology and contribute to the understanding of the
possible mechanisms of action of the probiotics, which could be
employed in the preventive treatment of different pathologies
related to the digestive apparatus.
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INTRODUCCION

En la sociedad occidental actual, debido
a las mayores expectativas de vida, existe
un interés creciente por la salud y por
todos aquellos factores que puedan afectar-
la. Uno de los temas que suscita mayor pre-
ocupaciéon es el de la alimentaciéon y su
repercusion sobre la salud'’. Ello ha genera-
do el nuevo concepto, de “alimento funcio-
nal” definido como “aquel que contiene
determinados componentes, que tiene efec-
tos beneficiosos sobre una o més funciones
del organismo, ayudando a mejorar el esta-
do de bienestar y contribuyendo a la dismi-
nucién del riesgo de enfermedades, ademas
de sus propios efectos nutricionales”.

El prototipo de consumidor actual no
renuncia a los alimentos de acceso facil y
comodo, sino que ademés demanda una
serie de cualidades asociadas a los produc-
tos frescos y naturales, sin transformacion o
poco modificados industrialmente. Para ello
exige unos requisitos higiénicos (seguridad
e inocuidad), nutricionales (reducido conte-
nido energético y aporte adecuado de
nutrientes), organolépticos (apariencia, tex-
tura, sabor y olor gratificantes) y algin efec-
to saludable o beneficioso (International
Food Information Council Foundation). Ade-
mas, el consumo de la llamada “dieta medi-
terrdnea”, cuyos principales componentes
son las legumbres, verduras, frutas y pro-
ductos lacteos fermentados, sin olvidar
otros como son, aceite de oliva, vino tinto y
pescados, basada en una alimentacion y
estilo de vida saludable, ha demostrado sus
beneficios sobre enfermedades crénicas del
mundo occidental, en especial sobre deter-
minados tipos de cancer y enfermedades
cardiovasculares®. Es asi que la comunidad
cientifica estima, de forma general, que las
ventajas y beneficios de la dieta mediterra-
nea radican en su contenido nutricional, en
particular por la presencia de los compo-
nentes prebibticos y/o probiéticos.

Actualmente, se esta reconsiderando a
la microbiota intestinal como un factor acti-
vo en la salud y en la enfermedad humana,
tal y como se concluye en recientes revisio-
nes bibliogréficas realizadas sobre diversas
situaciones fisiologicas y patologicas®’. Por
otro lado, se estan proponiendo por parte
de la comunidad cientifica nuevos paradig-

338

mas que permiten relacionar los nutrientes,
el sistema inmunitario y el cancer *° o la
dieta y los antimutagenos". Sin lugar a
dudas, desde el punto de vista epidemiol6-
gico, el cancer del aparato digestivo presen-
ta una especial incidencia en la sociedad
occidental por su incremento progresivo en
las altimas décadas. Sirva como referencia,
la tasa media europea en 1998 del cancer de
colon y recto fue de 32,7-53,4 por 100.000
habitantes respectivamente", con una
supervivencia inferior del 50% a los 5 anos
(Estudio EUROCARE-3). En el caso particu-
lar de Espaia, en el aiio 2000, el cancer de
colon supuso casi el 3% de toda la mortali-
dad en ambos sexos.

Los productos denominados alimentos
funcionales son parte importante en el con-
texto de la alimentacion y la promocion de
la salud™ Estos no soélo se consideran de
interés para mantener la salud, sino incluso
para prevenir y aliviar determinadas enfer-
medades™". Sin embargo, el uso de algunos
microorganismos probi6ticos, reconocidos
como seguros, puede tener efectos negati-
vos en sujetos inmunodeprimidos®. Los
microorganismos mas utilizados como pro-
biéticos pertenecen a los géneros Lactoba-
cillus y Bifidobacterium", conocidos como
bacterias acido lacticas. El grupo de Lacto-
bacillus lo constituyen tres grupos®: L. casei
(L. casei, L . paracasei, L. rhamnosus y L.
zeae), L. acidophilus (L. acidophilus, L. cris-
patus, L. johnsonii, y L. gasseri) y L. fermen-
tum (L. fermentum y L. reuteri).

Se ha fundamentado y admitido el uso
de los probiéticos para aliviar algunas de la
enfermedades intestinales antes menciona-
das**. Es asi que L. gasseri 'y L. casei pose-
en cierta capacidad inmunorreguladora,
por su accién sobre los linfocitos B** y los
macrofagos®. Se ha demostrado que la flora
comensal del intestino afecta la expresién
de PPARg y que ésta estd modificada en
pacientes con colitis ulcerosa?. Por otra
parte, el empleo de Bifidobacterium bifidum,
ha demostrado que inhibe in vitro el creci-
miento de células HT-29 y HCT-116%.

Los estudios cientificos ponen de mani-
fiesto que es necesario conocer el com-
portamiento y los posibles mecanismos de
accion de los probiéticos en sujetos sanos.
Es por lo tanto de gran interés el investigar
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los posibles efectos beneficiosos y/o perju-
diciales que pueden tener estos microorga-
nismos en el organismo antes de recomen-
dar su uso como tratamiento terapéutico
y/o preventivo en diferentes condiciones
patolégicas relacionadas con el tracto gas-
trointestinal.

Por ello, el objetivo del presente trabajo
es estudiar si la ingesta de dietas suplemen-
tadas con cada uno de estos probiéticos (L.
casei o B. bifidum) afecta al desarrollo ani-
mal y sobre todo a la funcién intestinal, con-
cretamente inmunitaria, digestiva y absorti-
va. Estos resultados seran determinantes
para poder posteriormente utilizar estos
microorganismos como terapia en diversas
situaciones patologicas.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion y crecimiento de las
cepas bacterianas

Las cepas de Lactobacillus casei utiliza-
das en el presente trabajo han sido aisladas
a partir de kéfir en el laboratorio de lactolo-
gia de la Universidad Puablica de Navarra®.
Por otro lado, las cepas de Bifidobacterium
bifidum se han obtenido de la Colecciéon
Espafnola de Cultivos Tipo CECT-870.
Ambas cepas se han hecho crecer en leche
previamente autoclavada (Skim milk,
DIFCO) y se han cultivado durante 24 horas
en condiciones aerobias y 37°C para Lacto-
bacillus y durante 72 horas, en condiciones
anaerobias (5% C0,) y 39°C para Bifidobac-
terium, hasta alcanzar ambas dos una con-
centracion de 10® ufc/ml.

Animales y dietas

Ratones Swiss (Charles River Labora-
tory Animals, Barcelona) de 28 dias y 20 g
de peso corporal inicial se distribuyeron al
azar en cada uno de los tres grupos expe-
rimentales (n = 30-20): control (C), Bifido-
bacterium bifidum (B) y Lactobacillus casei
(L). Se colocaron en jaulas (n = 5) en una
habitacion a temperatura (22 = 2°C) y
humedad constantes y fotoperiodo contro-
lado de 12 h de luz y 12 h de oscuridad.

Los tres grupos experimentales fueron
alimentados durante cuatro semanas con
una dieta comercial que cubre los requeri-
mientos nutricionales minimos para el
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correcto desarrollo de los animales en cre-
cimiento (AIN-93). Los factores probiéticos
en estudio (Lactobacillus casei y Bifidobac-
terium bifidum) se administraron a los gru-
pos correspondientes a una concentracion
de 108 ufc/ml disueltos en leche, por lo que
al grupo control también se le administré la
misma cantidad de leche pero sin bacterias.

El peso corporal de los animales se
registr6 semanalmente. Al término del
periodo experimental los animales fueron
anestesiados y sacrificados por decapita-
cién. Se recogié la sangre para las posterio-
res determinaciones séricas y se extrajeron
y pesaron diferentes 6rganos. El intestino
delgado se recogid, se limpid con suero sali-
no frio y tras contar en cada uno de los frag-
mentos el nimero de placas de Peyer pre-
sente, se congel6 a -80 C para el posterior
aislamiento de las vesiculas de membrana
de borde en cepillo (VMBC), en las cuales
se realizaron las determinaciones de la acti-
vidad enzimatica intestinal, asi como los
ensayos de captacién de D-galactosa y gli-
cilsarcosina. Una pequefia porcién de colon
(1 cm) se recogi6 para ser fijado y procesa-
do para el anélisis histologico.

El comité de “Etica y Experimentacion
animal” de la Universidad Pdblica de Nava-
rra revis6 y aprobd este protocolo y el
método de sacrificio de los animales de
acuerdo con el Canadian Council on Ani-
mal Care (1993).

Andlisis histolégico

Las muestras de colon recogidas para el
estudio histolégico fueron fijadas inmedia-
tamente en formalina al 4% durante 24 h. A
continuacién se deshidrataron y tras su
inclusién en parafina, se cortaron en piezas
de 5 mm y tifieron en hematoxilina-eosina
para su posterior analisis microscopico.

Obtencion de las VMBC de intestino
de ratéon

Las VMBC se obtuvieron a partir de un
fragmento de yeyuno de cada uno de los
ratones de los diferentes grupos experi-
mentales, siguiendo el método descrito
por Shirazi-Beechey®.

La mucosa se resuspendié en un medio
que contenia manitol 100 mM y acido N-2-
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hidroxietilpiperazine-N’-2-etanosulfonico
(HEPES) 2 mM a pH 7,1 con Tris-hidroxime-
tillaminometano. La suspensién se homo-
geneiz6 en un homogeneizador Potter-
Elvehjem (Braun, Melsungen, Germany) a
3.000 rpm a 4 °C durante 1 min. A continua-
cion, se anadio MgCly hasta una concentra-
cion final de 10 mM, y la mezcla se incub6
durante 20 min en frio y agitaciéon continua.
Posteriormente se centrifugd a 2.000 x g
durante 15 min, y el sobrenadante se reco-
gié y centrifugdé at 27.000 x g durante 30
min. El pellet asi obtenido se resuspendi6
en un medio formado por manitol 100 mM,
sulfato de magnesio 0,1 mM, y HEPES 2 mM
a pH 7,4 con Tris.

Finalmente, la mezcla se centrifugd a
27.000 x g durante 30 min y el pellet se
resuspendié6 en un medio que contenia
manitol 300 mM, sulfato de magnesio 0,1
mM, y HEPES 10 mM a pH 7,4 con Tris.

Una muestra de la suspension asi obte-
nida se utilizé6 para la determinacion
mediante Bradford de la cantidad de pro-
teina presente y la medida de la actividad
sacarasa (E.C.3.2.1.48), con el fin de com-
probar su enriquecimiento en membrana
apical que result6 ser de 5 veces en com-
paracion con el homogenado inicial.

Actividad enzimatica

Para cada uno de los grupos experimen-
tales se descongelaron y unificaron varias
alicuotas de VMBC y cada uno de los ensa-
yos enzimaticos se realizé6 por triplicado.
Las actividades sacarasa (E.C. 3.2.1.48) y
maltasa (E.C. 3.2.1.20) se determinaron
segin el método descrito por Dahlqvist®.
Tras la incubacién con el sustrato corres-
pondiente durante 30 min, la glucosa libera-
da en cada caso se determiné con la ayuda
del Kit A-510 de Sigma.

También se determiné la actividad ami-
nopeptidasa N (E.C. 3.4.11.2) utilizando L-
Gly-Pro-b-naftilamida como sustrato®.

Estudios de captacion de sustrato

Se midi6 la captaciéon de azicar (D-
galactosa) y de un dipéptido (glicilsarcosi-
na) en VMBC mediante una version ligera-
mente modificada de técnica de filtraciéon
rapida desarrollada por Hopfer®. Cada uno
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de los ensayos para cada grupo experi-
mental se realiz6 por triplicado.

La captaciéon de D-galactosa se deter-
mind a 37 °C en presencia de un gradiente
de sodio. El medio de incubaci6n utilizado
a pH 7,4 estaba compuesto por 0,1 mM D-
galactosa, 100 mM NaSCN, 100 mM mani-
tol, 0,1 mM MgSO4, 10 mM HEPES, y el sus-
trato radioactivo utilizado como trazador
(ImCi/mL de D-[1-“C] galactosa; Amers-
ham Radiochemical Centre, UK).

La captacion de glicilsarcosina se
determind a 27 °2C en un medio a pH 5,5
compuesto por 1 mM glicilsarcosina, 280
mM manitol, 0,1 mM MgSO4, 1 mM MES, y
el sustrato radioactivo utilizado como tra-
zador (10 mCi/mL of [1-*H] glicilsarcosina;
Moravek Biochemicals, Inc., Brea, CA,
U.S.A). En los tiempos determinados, la
incubacion se detuvo afladiendo solucion
stop fria (150 mM KSCN, 0,25 mM florrici-
na, y 10 mM HEPES a pH 7,4 para los ensa-
yos de captacion de D-galactosa y 210 mM
KCl y 2 mM HEPES a pH 7,5 para los ensa-
yos de captacion del dipéptido). A conti-
nuacién se hace pasar la suspension por
un filtro de nitrato de celulosa (0,45 mm,
25-mm diametro, Sartorius, Edgewood, NY,
USA) que se lava dos veces en solucion fria
y se disuelve en liquido de centelleo (HiSa-
fe 3) para posteriormente medir su radio-
actividad en un contador £3.

Analisis de la expresion proteica por
Western blot

Se midi6 mediante Western blot la
expresion de los transportadores PEPT1 y
SGLT1 en las VMBC de los diferentes gru-
pos experimentales. Las muestras se dilu-
yeron en un medio compuesto por 50 mM
Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS, 10% glycerol, 5%
2-mercaptoetanol,y 0,05% de azul de bro-
mofenol. Tras hervirlas durante tres minu-
tos se cargaron (50 pg) en un gel de polia-
crilamida al 12% y se separaron mediante
electroforesis durante 60 min. A continua-
cion las proteinas asi separadas se transfi-
rieron a una membrana de nitrocelulosa
(Hybond P., Amersham-Pharmacia Bio-
tech, Barcelona) mediante electroforesis a
250 mA/100 V y 4 °C durante 2 h.

Las membranas se bloquearon a tempe-
ratura ambiente durante 90 min en medio
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salino Tris (100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,9%
NaCl) que contenia leche desnatada en
polvo al 6%. Ambos transportadores se
detectaron mediante la incubacion de las
membranas durante toda la noche a 4 °C
con los anticuerpos anti-PEPT1 de rata
donado por el Dr. Smith (University of Michi-
gan, MI, USA), y anti-SGLT1 de conejo (Che-
micon) a una dilucién de 1:500. Tras sucesi-
vos lavados en medio salino Tris que
contiene Tween al 0,1%, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario
(P0488, Dako Diagnostics, Barcelona) a una
dilucion 1:35.000 durante una hora a tempe-
ratura ambiente. Finalmente las proteinas
inmunorreactivas se visualizaron mediante
quimioluminiscencia (Pierce Super Signal
West Dura, Pierce Biotechnology, Rockford,
IL, US.A) y las bandas se cuantificaron
mediante densitometria a través del progra-
ma “Quantity One”, version 4.5 (Bio-Rad).

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como el
valor de la media + ESM. Para el andlisis
estadistico se utiliz6 el programa SPSS
(version 12.0) y se aplicé el test de Kruskal
Wallis con las correspondientes compara-

ciones a posteriori. Las diferencias entre
los grupos se consideraron estadistica-
mente significativas cuando la p<0,05.

RESULTADOS
Desarrollo de los animales

La inclusion de ambas cepas probioti-
cas en la dieta habitual de los animales no
altera el peso corporal de los mismos indi-
cando que no ejerce ningn efecto perjudi-
cial en el desarrollo de estos animales. Ade-
mas tampoco se observaron diferencias en
los parametros sanguineos medidos ni en el
peso de los diferentes 6rganos extraidos
(yeyuno, higado, bazo, pancreas y colon).

Por lo tanto podemos deducir que la
ingesta de Lactobacillus casei y Bifidobacte-
rium bifidum no modifica el crecimiento y
desarrollo normal de estos animales ni
tampoco su estado metabdlico.

Morfologia del intestino

Se observaron diferencias en cuanto a
la morfologia del colon entre los diferentes
grupos experimentales. Los grupos B y L,
visualmente parecen poseer un mayor
numero de infiltrados linfocitarios (Fig. 1).

Figura 1. Colon de los ratones alimentados con las diferentes dietas experimentales tras tincion con
hematoxilina-eosina. Las flechas senalan la presencia de infiltrados linfocitarios. C: Control;
B: Bifidobacterium bifidum; L: Lactobacillus casei.

An. Sist. Sanit. Navar. 2006, Vol. 29, N° 3, septiembre-diciembre
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Por otro lado, en el yeyuno, también se
aprecia una mayor presencia de placas de
Peyer (Fig. 2), siendo significativamente
mayor (p<0,01) en el grupo alimentado con
Lactobacillus y todavia mayor en el grupo
alimentado con Bifidobacterium (p<0,001)
que en el grupo control.
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Figura 2. Namero de placas de Peyer presentes
en el yeyuno de los ratones alimenta-
dos con las diferentes dietas experi-
mentales C (Control); B (Bifidobacte-
rium  bifidum); L (Lactobacillus
casei).(n= 14). * p<0,05 vs control ;
***p<0,001 vs control.

Estos hechos indican que ambas cepas
podrian ejercer un efecto activador del sis-
tema inmune intestinal.

Captacion de nutrientes y actividad
enzimatica en VMBC

Se analiz6 el efecto de las dietas suple-
mentadas sobre la fisiologia intestinal de
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estos animales. Segin se muestra en la
figura 3 en todos los ensayos de actividad
enzimatica realizados (sacarasa, maltasa y
aminopeptidasa N) estas actividades apa-
recen aumentadas. En el caso de las activi-
dades maltasa y aminopeptidasa N este
aumento es mas claro en el grupo alimen-
tado con Bifidobacterium que en el alimen-
tado con Lactobacillus.

Por otro lado, las graficas de captacion
de sustrato muestran que la presencia de
bacterias en la dieta de estos animales dis-
minuye la captacion de D-galactosa mien-
tras que aumenta la de glicilsarcosina (Fig.
4). Este efecto es apreciable Gnicamente
cuando la absorcion del nutriente esta
mediada por el transportador correspon-
diente localizado en la membrana apical
del enterocito, es decir a tiempos cortos y
en presencia de un gradiente de Na+ o H+
en cada caso. En periodos mas largos de
incubacién (10 min y 60 min, respectiva-
mente), tanto el azticar como el dipéptido
atraviesan la membrana apical por un pro-
ceso de difusién que no se ve alterado por
la presencia de ninguna de las cepas bac-
terianas en la dieta.

Analisis de la expresion de SGLT1 y
PEPT1 por Western blot

Con el fin de comprobar si estos efectos
observados en la captacion de nutrientes
estaban relacionados con cambios en la
expresion de los transportadores implica-
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Figura 3. Actividades enziméaticas en VMBC obtenidas a partir de yeyuno de los ratones alimentados
con las diferentes dietas experimentales C: Control; B: Bifidobacterium bifidum; L: Lactobaci-
llus casei. n= 9 determinaciones de tres experimentos distintos. ** p<0,01 vs control ;

*kk

p<0,001 vs control.

342

An. Sist. Sanit. Navar. 2006, Vol. 29, N° 3, septiembre-diciembre



MODULACION DE LA FISIOLOGIA GASTROINTESTINAL MEDIANTE CEPAS PROBIOTICAS...

A
140
120
0 * —&— Control

< Feek —O— Bif. bifidum
& ;
E 100 —w— Lact. casei
5]
2
a
e 80
g
=
%
A 60
W
2
g 40
a

20 4 m

0 T T T 1
0 5 10 400 500 600 segundos
B
1200 ~
1000
—&— Control

—O— Bif. bifidum
—w— Lact. casei

800

600 4

400

pmoles Gly-Sar/mg proteina

200

%

1
30 300 3000 4000

segundos

Figura 4. A: Captacion de 1mM D-galactosa en VMBC obtenidas a partir de yeyuno de los ratones ali-
mentados con las diferentes dietas experimentales a 37°C y pH 7,4 en presencia de un gra-
diente de Na+.

B: Captacion de 0,1mM glicilsarcosina en VMBC obtenidas a partir de yeyuno de los ratones
alimentados con las diferentes dietas experimentales a 27°C y pH 5,5 en presencia de un gra-
diente de H+.

Determinaciones a partir de tres experimentos realizados por triplicado (n=3).*** p<0,001 vs
control; **p<0,01 vs control ; *p<0,05 vs control.

dos en la misma, se analiz6 la expresion del La figura 5 muestra un claro aumento
transportador de azicares dependiente de de la expresion del transportador PEPT1
sodio SGLT1 asi como del transportador de en los grupos B y L respecto al grupo con-
dipéptidos PEPT1 en la membrana apical de trol. Por lo tanto, parece que el aumento
los enterocitos mediante Western blot. en la captacion de glicilsarcosina observa-

An. Sist. Sanit. Navar. 2006, Vol. 29, N° 3, septiembre-diciembre 343



J. Barrenetxe y otros

A/

kDa

90 —

51.7  em—

B/

90 —

51.7  em—

Unidades Relativas

C B L
4_
3
8 B
g
o]
=4
a 2 7
3]
<
]
k=]
=]
j=)
1_
0 T T 1
C B L

Figura 5. Western blot representativo que muestra la expresiéon de los transportadores SGLT1 (A) y
PEPT1 (B) y sus correspondientes analisis densitométricos (media +ESM de tres ensayos
diferentes). En ambos casos se observa una banda de aproximadamente, 75-80 kDa corres-

pondiente a las proteinas en estudio.

C: Control; B: Bifidobacterium bifidum; L: Lactobacillus casei.

do, podria deberse a un aumento en la
expresion del transportador responsable
de dicha absorcion.

La expresion de SGLT1 en ambos gru-
pos suplementados con las bacterias tam-
bién aparece aumentada respecto al con-
trol. En este caso este aumento en la
expresion viene acompanado de una dis-
minucién en la captacion de galactosa
anteriormente comentada. Este hecho
podria explicarse por una pérdida de afini-
dad del transportador por su sustrato
debida a la presencia de las cepas bacte-
rianas en el epitelio intestinal.
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DISCUSION

En los altimos afilos numerosas investi-
gaciones han analizado el papel de los
microorganismos probiéticos (bacterias
acidolacticas y levaduras) en el desarrollo
de diferentes enfermedades cronicas (can-
cer, alergias...) comprobando que tienen
un efecto beneficioso en la prevenciéon de
las mismas**.

Sin embargo, poco se conoce sobre los
efectos que este tipo de organismos
desempenan en individuos sanos y su
posible uso como agentes preventivos y/o
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terapéuticos. Por ello, es necesario anali-
zar sus efectos en individuos sanos, y asi
poder recomendarlos con base cientifica
como terapia preventiva, conociendo con
exactitud sus dosis mas efectivas y los
posibles efectos secundarios que pudieran
tener.

En el presente trabajo se ha analizado
el efecto de dos cepas probidticas (bacte-
rias acidolacticas) de uso habitual en la
industria alimentaria (Lactobacillus casei y
Bifidobacterium bifidum) en el desarrollo y
la fisiologia intestinal de animales sanos.
La barrera intestinal es la responsable de
regular la entrada de nutrientes y diversas
sustancias al organismo que van a afectar
el estado nutricional del individuo, cuyo
correcto mantenimiento es de vital impor-
tancia a la hora de prevenir el desarrollo
de diversas enfermedades.

La eleccion de la concentraciéon de bac-
terias utilizada en este estudio asi como la
duracion del periodo experimental se ha
basado en estudios cientificos previos**.

El desarrollo normal de los animales y
su estado metabodlico no parecen verse
afectados por la inclusién en la dieta de
ambas cepas bacterianas sugiriendo que
podrian utilizarse a las dosis analizadas
como suplemento dietético™.

Sin embargo, tanto la morfologia intes-
tinal como la actividad del intestino delga-
do (actividad enzimatica y absorcién de
nutrientes), si se ve afectada por el consu-
mo de ambas cepas. Al parecer éstas
podrian activar el sistema inmune intesti-
nal, dado que se aprecia un mayor nimero
de placas de Peyer en el yeyuno de estos
animales y una mayor presencia de infil-
trados linfocitarios en su colon. Este
hecho coincide con el posible efecto inmu-
nomodulador de los microorganismos pro-
bidticos descrito en la literatura®*.

En cuanto a la fisiologia intestinal se
aprecia una actividad enziméatica aumenta-
da por la ingesta de ambas bacterias, tanto
de las enzimas implicadas en la digestion
de azlcares (sacarasa y maltasa) como de
péptidos (aminopeptidasa N). Sin embargo
mientras que la absorcion del dipéptido
glicilsarcosina estd aumentada en los gru-
pos B y L respecto a su control la absor-
cion de D-galactosa se ve disminuida.
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Estas diferencias observadas en los estu-
dios de captacion de nutrientes podrian
deberse a un efecto de ambas cepas sobre
los niveles de expresion de los respectivos
transportadores implicados en cada uno
de los procesos absortivos. Para compro-
bar este hipotesis se ha medido por Wes-
tern blot la expresion del transportador de
azicares dependiente de Na*, SGLT1 asi
como del transportador de dipéptidos
dependiente de Na*/H* PEPT1. En estos
andlisis se han observado cambios en los
niveles de expresion de ambas proteinas
por la ingesta de las cepas bacterianas,
apreciandose un claro aumento de la pre-
sencia de ambos transportadores en la
membrana apical de los enterocitos.

La expresion de ambos transportado-
res es sensible a la dieta**, asi una mayor
expresion de los mismos podria deberse a
una mayor presencia de sus respectivos
sustratos en la luz intestinal. Este hecho
podria deberse, a su vez, a una mayor
capacidad digestiva del intestino por un
aumento de su actividad enzimatica, segiin
se ha descrito anteriormente.

Estos resultados coinciden con traba-
jos de otros autores que también han
observado una mayor actividad enzimati-
ca en el yeyuno de ratas alimentadas con
una mezcla de prebibticos y probidticos*.
Por otro lado, otros autores, en estudios in
vitro realizados en células de adenocarci-
noma de colon humano Caco-2, observa-
ron un efecto activador de la captacion de
glicilsarcosina tras incubacién con Lacto-
bacillus casei*®.

Sin embargo, la expresién aumentada
de SGLT1 coincide con una menor capta-
cion de D-galactosa sugiriendo que el
transportador podria ver alterada su afini-
dad por el sustrato y por lo tanto introdu-
cir una menor cantidad del mismo en el
enterocito. Esta pérdida de afinidad podria
ser debida a alteraciones en el proceso de
insercion de la proteina en la membrana
apical provocada por la presencia de las
cepas bacterianas o de alguno de sus
metabolitos. Es conocido que la ingesta de
probi6ticos modifica la mucosa intestinal
segun estudios realizados en humanos® y
en animales®*. Por lo tanto, este hecho
podria afectar a los mecanismos de inser-
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cion de los diferentes transportadores pre-
sentes en la misma alterando a su vez su
funciéon®.

En conclusién, parece que ambas
cepas bacterianas modifican la actividad
del intestino delgado en animales sanos,
aumentando su actividad inmune y enzi-
matica, y alterando la captacion de
nutrientes. Estos hechos no perjudican el
desarrollo normal de estos animales ya
que no se observan diferencias ni en los
parametros bioquimicos analizados ni en
su peso corporal.

En este sentido, este estudio contribu-
ye a recomendar con seguridad el uso de
estas cepas en animales sanos y apunta
hacia un papel beneficioso de las mismas
en aquellas enfermedades que afecten al
tracto gastrointestinal.
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