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I - INTRODUCCION

1.1 LOS MICROORGANISMOS EN LA NATURALEZA

Los seres humanos tenemos la falsa sensacion de que somos la forma de
vida dominante en nuestro planeta. Ya en 1996, el bidlogo evolutivo y
paleontologo Stephen Jay Gould escribié en el Washington Post un articulo en el
que defendia que no solo vivimos actualmente en la era de las bacterias, sino que
el planeta nunca ha dejado de estar en esa era desde hace 3.000 millones de afios
(1). Es obvio que por su abundancia y su capacidad para colonizar cualquier
nicho ecoldgico imaginable las bacterias son, sin duda, la forma de organismo,

micro o macroscdopico, mas exitosa evolutivamente.

El origen de la vida se sitia entre 3.600 y 2.700 millones de afios, cuando
aparecid el primer organismo unicelular (2). Este evento dio lugar a la version
primitiva de lo que hoy se denominan procariotas (bacterias y arqueas). Tras
diversos pasos evolutivos sobre los que todavia se especula (2-5), hace unos 1.500
millones de afios (6) surgieron organismos unicelulares de mayor tamafio y
complejidad que se denominan eucariotas. Mas tarde, hace unos 1.200 millones de
anos, se produjeron agregaciones coloniales entre organismos unicelulares,
algunas de ellas constituidas por eucariotas, que evolucionaron hacia la pluri o
multicelularidad, dando origen (7) a los ancestros de la actual vida macroscépica

o visible (plantas, hongos y animales).

Los primeros fosiles de animales morfoldgicamente complejos datan de
hace 540 millones de afios (2). No obstante, no todos los organismos eucariotas
desarrollaron la pluricelularidad, permaneciendo entonces como formas
unicelulares microscopicas. Algunos ejemplos son los actuales protozoos y

muchas especies de algas y hongos como las levaduras.

El origen de los virus es mas discutido. La teoria reinante hasta muy
recientemente es que habian surgido tras la vida celular, dado que son parasitos

intracelulares obligados y necesitan la maquinaria de su hospedador celular para
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replicarse. Sin embargo, el descubrimiento en 2003 (8) de los virus gigantes,
algunos de los cuales conservan elementos para su propia replicacion pese a
seguir siendo parasitos (9), pone en duda la teoria clasica. Hay incluso autores
que defienden un origen virico de la vida en la Tierra (10). En cualquier caso, los
virus se consideran entidades bioldgicas acelulares y no seres vivos, al ser
dependientes de infectar seres vivos celulares (bacterias, arqueas, plantas, hongos

o animales) para su replicacion.

Los virus son omnipresentes en todos los ambientes y ecosistemas y se
encuentran en concentraciones extraordinariamente elevadas, de alrededor de
108/ml en agua marina (11) y de hasta 10'//g en heces humanas (12). Estas
concentraciones son del orden de 10 a 100 veces superiores a las de otros
organismos que son sus hospedadores (13). De hecho los virus son considerados
las entidades bioldgicas mas exitosas por nimero, ya que se estima que hay unas
103 particulas viricas en el planeta Tierra (12). A pesar de que este campo esta en
las fases mas iniciales de su estudio, se sabe que los virus cumplen un papel
ecologico sumamente importante en el control de poblaciones microbianas en los

ecosistemas.

Por su parte, existen unos 40 millones de células bacterianas en cada gramo
de tierra y un millén en cada mililitro de agua dulce. Se estima que la biomasa de
las bacterias en el planeta es igual a la de las plantas (14). Un ejemplo de la
capacidad de las bacterias de influir sobre su entorno es la transformacion de la
atmosfera terrestre por parte de las cianobacterias en una mezcla de gases rica en
oxigeno hace 2.500 millones de afos (15). Las arqueas son menos abundantes que
las bacterias, con una presencia entre 10 y 100 veces menor en ecosistemas
terrestres (16) y marinos someros (17). Sin embargo, tienen una enorme
importancia ecologica al ser capaces de colonizar ambientes extremos en
temperatura, presién y composicion quimica. De hecho, llegan a encontrarse en
concentraciones similares a las bacterias a grandes profundidades en el mar (17).
Estos microorganismos tienen una gran importancia ecoldgica. Por ejemplo, entre
otras actividades, son los responsables de toda la sintesis bioldgica de metano del
planeta. Otros microorganismos como hongos y protozoos, aunque abundantes,

se hallan normalmente en menor medida.
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Una de las principales causas por las que los microorganismos han sido
clasicamente subestimados es porque no han podido ser estudiados, ya que la
inmensa mayoria de las bacterias y arqueas no son cultivables en condiciones y
medios de laboratorio. Los porcentajes de no cultivables varian desde un 80% en
muestras ambientales (18,19), entre un 60 y un 80% en muestras de heces
humanas (20) y un 50% en muestras de cavidad oral humana (21,22). Por el
contrario, practicamente casi todas las bacterias presentes en la vagina de la mujer
son cultivables (23). Otras estimaciones afirman que el porcentaje de bacterias
cultivables es tan solo del 1% (24). Como se discutird posteriormente, sdlo el
desarrollo y el uso masivo en tiempos recientes de técnicas de analisis
independientes de cultivo, por medios genético-moleculares, ha permitido

profundizar en su estudio.
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1.2 EL CONCEPTO DE MICROBIOTA

Todo organismo pluricelular, micro o macroscopico, se encuentra asociado
intimamente a un conjunto de microorganismos mas o menos caracteristico,
conocido como microbiota. En el reino vegetal, esto es cierto desde las algas
microscopicas (25,26) hasta las plantas terrestres (27,28). En estas tiltimas han sido
descritas relaciones con bacterias cruciales para la salud de la planta presentes

tanto en la superficie de sus raices y de sus hojas, como en estructuras internas.

En el caso de los metazoos, la naturaleza y complejidad de estas
comunidades biologicas varia en funciéon de un gran namero de factores, como la
region del cuerpo, la filogenia del animal, la temperatura corporal, o el tipo de
alimentacion. Incluso animales sencillos como los poriferos (29), los nematodos
como Caenorhabditis elegans (30) e insectos como Drosophila melanogaster, poseen
una microbiota caracteristica que requieren para su correcto funcionamiento y
homeostasis (31-33). En estos animales la asociacion con poblaciones microbianas
es particularmente sorprendente dado que se alimentan de microorganismos, lo
que denota la existencia de mecanismos de discriminacion que respetan ciertas

especies microbianas.

La principal caracteristica de las microbiotas es su relaciéon de cardcter
mutualista y simbidtico con el hospedador. Es decir, se trata de una colonizacion
normal, fruto de una coevolucion, en la que normalmente tanto huésped como
hospedador salen beneficiados. La evidencia de esta coevolucion son las
marcadas diferencias existentes entre comunidades microbianas asociadas a

animales frente a las presentes en vida libre (34).

En condiciones normales la microbiota no produce ningun dano al
hospedador. Es mas, no es infrecuente que la microbiota normal de un animal
incluya organismos patdgenos que no expresan su virulencia contra el
hospedador que los alberga. Estos individuos son conocidos como portadores
sanos o asintomaticos y pueden encontrarse en poblaciones humanas y animales.
No obstante, y generalmente como manifestacion secundaria de condiciones
patologicas como infecciones por patdgenos exdgenos o inmunodepresion,
determinados elementos de la microbiota normal pueden comportarse como

oportunistas, causando complicaciones clinicas al hospedador.
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Esta flora normal cumple diversas funciones para el hospedador. En el
ambito de la nutricién se han descrito las relaciones mutualistas entre animales
cuya alimentacion contiene un alto contenido en celulosa y microorganismos de
su sistema digestivo capaces de degradarla de forma mas eficiente que sus
hospedadores. Tal es el caso de las bacterias, hongos y, sobre todo, protozoos
flagelados en el intestino de las termitas. De hecho estos protistas poseen a su vez
relaciones simbidticas, en ocasiones incluso endosimbioticas, con bacterias que
contribuyen a esa labor (35). Esta relacion mutualista entre un animal y un
microorganismo es la mds antigua de la que se tiene evidencia cientifica,
remontandose a 100 millones de afios (36). No es sorprendente tampoco que en el
intestino de las abejas estén presentes de forma ubicua bacterias del género
Gilliamella que estan especializadas en la degradacion de las pectinas que
componen la pared del polen de las plantas (37), o que en ambientes marinos
existan relaciones mutualistas en las que fotobacterias producen bioluminiscencia

para su hospedador (38) como método defensivo u ofensivo.

No obstante el estudio de las microbiotas en animales también arroja
sorpresas, como por ejemplo el hecho de que la microbiota intestinal del oso
panda, que se alimenta casi exclusivamente de bambti muy rico en fibra, sea mas
propia de un mamifero carnivoro y de hecho sea relativamente deficitaria en
genes y géneros microbianos implicados en la degradacion de la celulosa (39,40).
Los expertos explican estos resultados basandose en que el origen evolutivo de
esta especie son los osos carnivoros por lo que han mantenido un sistema
digestivo estructuralmente mds similar al de los mamiferos que se alimentan de
carne que al de herbivoros estrictos (39). Este ejemplo contrasta con las asunciones
generales de que la microbiota intestinal esta principalmente influida por la

alimentacion y ligada al proceso de especiacion, que se discutiran mas adelante.

En muchas ocasiones, sin embargo, el servicio de la microbiota al
hospedador es menos evidente que el meramente colaborador en la digestion.
Muchos autores se refieren a la microbiota como comensal en lugar de como
mutualista. En muchos casos el microbio parece simplemente habitar y
alimentarse de sustancias que el hospedador secreta o ingiere sin producir nada a
cambio, aunque se ha demostrado que en realidad la mayoria de esos elementos

de la flora son de extraordinaria importancia, ya que suponen un elemento de
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competencia en forma de una barrera fisica y/o quimica frente a especies
patdgenas que puedan colonizar la superficie de, por ejemplo, el tracto digestivo,
el genital, o la piel. Los casos de parasitismo son infrecuentes en esta microflora
normal. De hecho, durante la ultima década se ha prestado especial atencion al
papel que juega la microbiota en otros procesos fisioldgicos de crucial
importancia como la educacion, el desarrollo y el correcto funcionamiento de los
sistemas inmune y nervioso. Aunque esta ciencia se encuentra en sus inicios, el
descubrimiento de este tipo de relaciones complejas entre representantes de
distintos reinos ha supuesto un cambio de paradigma, una revolucion en el modo
de entender la microbiologia, la fisiologia, la inmunologia y la biologia de

sistemas.

Algunos estudios sugieren que la microbiota influye o incluso determina el
proceso de especiacion. Un estudio publicado en 2013 asegura que dos especies
de avispas del género Nasonia, cuyas microbiotas intestinales difieren
ligeramente, generan hibridos con una composicion microbiana alterada que
causa su inviabilidad, o al menos contribuye a ello de forma significativa junto
con otros factores genéticos (41). Si este fenomeno fuera cierto, demostraria la
rapidez con la que la microbiota es capaz de cambiar y la convertiria en un factor
importante en las etapas tempranas de la divergencia evolutiva entre especies, en
lugar de una mera caracteristica adaptable a los cambios en el hospedador. No
obstante, esta teoria ha sido criticada y ha de ser tomada con cautela (42). Otros
experimentos, quizds mas sdlidos, han demostrado que la composiciéon de la
microbiota resultante de la dieta juega un papel decisivo en la preferencia de D.
melanogaster a la hora de escoger pareja de apareamiento (43), lo que lleva a
plantear la posibilidad de que la flora microbiana influya cuantitativamente en los
niveles de feromonas, lo cual podria influir en el proceso de divergencia evolutiva

entre poblaciones.

Por el contrario, en un estudio con ratones Mus musculus hibridos de las
subespecies musculus y domesticus se decanta mds por la teoria de que son los
genes del hospedador, especialmente aquellos relacionados con el sistema
inmune, los que determinan las composiciones de microbiota intestinal
especificas, y no al revés (44). Como se discutird posteriormente, si parece clara la

implicacion de la flora normal en el desarrollo del sistema inmune adaptativo
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propio de los vertebrados (45), de modo que la interaccion sistema inmune-
microbiota podria ser bidireccional. Es mas, en babuinos hay experimentos (46)
que demuestran que la composicion de la microbiota intestinal de estos
mamiferos es caracteristica de cada grupo social debido a las interacciones entre
individuos, y que este efecto es independiente del entorno, de la dieta y del

parentesco.

En lo que existe consenso es en que la alimentacion supone un elemento
central en el proceso de divergencia evolutiva y es uno de los principales factores
que afectan a la microbiota. Por ejemplo, se cree que cuando los mamiferos
surgieron en el Jurdsico hace 160 millones de afos todos eran carnivoros. Sin
embargo, la mayoria de las especies de este grupo han aparecido en el periodo
Cuaternario (1,8 millones de afios hasta el presente) (47), caracterizado por una
notable expansion de las praderas de plantas C4 debido a la caida en los niveles
de CO: atmosférico y a otros cambios climaticos (48,49). La consecuencia fue una
presion selectiva a favor de los mamiferos con alimentacion herbivora, hasta el
punto de que todos los grupos de mamiferos tienen representantes herbivoros y
el 80% de todos los mamiferos actuales lo son. Las adaptaciones anatdémicas y
fisiologicas en el sistema gastrointestinal necesarias para la alimentacion basada
en vegetales han ido acompanadas de una modificacion acorde de la microbiota
digestiva, hasta tal punto que en los herbivoros la complejidad de la microbiota
en cuanto a riqueza de especies es la mayor de todos los mamiferos, seguida de la

de los omnivoros y carnivoros (50).

Todo esto hace que actualmente se piense en los animales y otros seres
vivos como superorganismos, supraorganismos u holobiontes (43). Son entidades
a cuyo funcionamiento contribuyen los representantes de todos los reinos que los
componen, lo que supone un nivel de complejidad superior al de la
pluricelularidad. Estos holobiontes poseen un hologenoma (51), compuesto por
toda la informacion genética del hospedador mas la de su microbiota normal. Las
relaciones ecoldgicas y fisiologicas de estos sistemas trans-reino son tan
extraordinariamente complicadas que actualmente solo se acierta a intuirlas,
aunque existen estudios que asocian la presencia de determinados alelos del
genoma del hospedador, sobre todo los relacionados con su sistema inmune, con

la composicion y estructura de la microbiota (44).
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1.3 SIMBIOSIS MICROBIANAS ANCESTRALES

De acuerdo con la Teoria Endosimbionte de Lynn Margulis (52),
ampliamente aceptada aunque con detalles aun sometidos a debate (2-5),
determinados organulos subcelulares como las mitocondrias y los cloroplastos,
asi como todas las estructuras derivadas de ellos por evolucion reductiva
(hidrogenosomas, mitosomas (5,53,54), tanosomas (55)) son el resultado de la
simbiosis intima hace 1.500 millones de afios entre dos células procariotas. Es
mas, se piensa que las mitocondrias surgieron cuando una proteobacteria (6), uno
de los filos bacterianos mdas abundantes en la microbiota humana, fue englobada
por una arquea (56). Disponer de un aparato energético tan sofisticado como las
mitocondrias permitid a esa arquea (convertida desde ese momento en una célula
eucariota) alcanzar tamanos 15.000 veces superiores a la bacteria media y soportar
genomas 5.000 veces mds grandes, con una media de 200.000 veces mas energia
por gen que los procariotas (57). Esta asociacion puede, por tanto, ser considerada
como una relacion simbiodtica andloga a algunas relaciones hospedador-

microbiota actuales.

La definicion cldsica de célula eucariota es aquella que posee
compartimentacion celular, con organulos y principalmente un nutcleo
diferenciado. Sin embargo, en los ultimos afios se han hallado organismos
procariotas que han desarrollado estructuras o caracteristicas propias de
eucariotas por analogia evolutiva como los filos bacterianos Planctomycetes,
Verrucomicrobia y Chlamydia (58). Por lo tanto la principal diferencia entre ambos
no es la existencia del ntcleo en si, sino de la polarizacion gendmica de los
eucariotas, en las que un gigantesco genoma nuclear se encuentra soportado

energéticamente por multiples genomas mitocondriales (59).

La simbiosis entre los organismos que dieron lugar a las mitocondrias y
cloroplastos y las células hospedadoras ha llegado al extremo de que el material
genético de los organulos ha perdido todos los genes no relacionados con sus
funciones simbiontes. Incluso la mayoria de los genes implicados en su funcién
generadora de energia y de su propia replicaciéon independiente de la célula
hospedadora han pasado al ntcleo de ésta (2,60). De hecho, las mitocondrias de
los vertebrados conservan unicamente 37 genes (61), un genoma minimo, un

genoma mitocondrial central, extraordinariamente conservado evolutivamente en
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todos los eucariotas (62,63). Tras un proceso de coadaptacion extrema, lo que un
dia fueron dos organismos simbiontes pero independientes se han convertido en

una sola entidad bioldgica, de forma que no pueden subsistir el uno sin el otro.

Se considera que los organulos como las mitocondrias, de los que pueden
existir hasta 2.000 copias por célula (64), y el resto de la célula constituyen una
misma entidad bioldgica. Es por tanto necesario que exista un entendimiento, una
compatibilidad entre mitocondria y célula hospedadora para que el conjunto de la
célula eucariota pueda respirar, obtener energia y en ultimo término ser viable. La
necesidad de esa armonia genética nuicleo-mitocondria es probablemente mayor

de lo que comunmente se ha considerado.

A pesar de la necesidad de ese entendimiento, los genomas mitocondrial y
nuclear evolucionan de manera radicalmente diferente. Mientras que el ntcleo
estd sujeto a la reproduccion sexual de generacion en generacion, las mitocondrias
se reproducen inicamente por via asexual. Ademas, la tasa de mutacion del ADN
mitocondrial es de 10.000 a 100.000 veces superior a la del nticleo eucariota, lo que
lleva a las mitocondrias a disfrutar de una tasa evolutiva de 10 a 30 veces mayor a
la de los animales que las hospedan (65). A la luz de estas diferencias, resulta
obvio que los genomas nuclear y mitocondrial tienen que adaptarse mutuamente,

y existen numerosas evidencias de que lo demuestran (59,66).

Pese a tener una menor importancia directa para cuestiones relativas a la
salud humana, biolégicamente hay que destacar que la mayoria de lo descrito
anteriormente es aplicable también a los cloroplastos, los organulos que permiten
a todos los eucariotas fotosintéticos obtener energia de la luz solar. En este caso,
se piensa que la endosimbiosis surgié hace alrededor de 1.000 millones de afios
entre una célula eucariota que ya contenia mitocondrias y una cianobacteria
ancestral capaz de realizar la fotosintesis (67). Estos organulos, al igual que las
mitocondrias, han perdido la inmensa mayoria de su informacion genética,
reteniendo exclusivamente la necesaria para llevar a cabo sus funciones, repartida
entre su propio genoma y el nacleo de la célula hospedadora (68), lo cual denota
el alto grado de sintonia y coadaptacion entre nticleo y organulo. No obstante, y
al contrario de lo que se piensa acerca de las mitocondrias, existen evidencias de
que este tipo de endosimbiosis han ocurrido al menos dos veces independientes
en la historia evolutiva, al descubrirse que la ameba Paulinella chromatophora posee
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unas estructuras fotosintéticas muy distantes genéticamente de los cloroplastos,
mucho mas cercanas a cianobacterias modernas de vida libre y que de hecho
conservan aun la pared celular propia de las cianobacterias, que los cloroplastos
han perdido (68). Se estima que esta endosimbiosis ocurrid hace s6lo 60 millones
de anos (69).

Los eucariotas poseen otros muchos rasgos propios y conservados, como la
capacidad de apoptosis, las caracteristicas del proceso de especiacion, el
envejecimiento y la capacidad de realizar reproduccion sexual con la existencia de
sexos diferenciados. Muchos autores defienden que estos rasgos, especialmente el
que atafie a la reproduccion entre sexos diferenciados, estan relacionados con la
necesidad del nucleo de la célula de encontrarse en armonia con los genes

mitocondriales.

La reproduccion sexual requiere la fusion de dos gametos, pero no existen
razones biologicas que obliguen a la existencia de dos sexos distintos. Aun asi,
incluso los eucariotas unicelulares mas simples, como las levaduras, que
producen isogametos, poseen dos formas sexuales diferenciadas (70). Aunque
existen contadisimas y matizadas excepciones (59), algo que virtualmente todos
los procesos de reproduccién sexual tienen en comun es que uno de los dos
gametos implicados proporciona todos los organulos subcelulares (mitocondrias,
y cloroplastos en su caso) al zigoto, como fuente de informacion genética
extracromosOmica, mientras que el otro sélo proporciona su informacién genética
nuclear (70). Como en casi todos los organismos eucariotas (71), en el ser humano
es Unicamente el dvulo femenino quien dona todas las mitocondrias que el zigoto,
primero, y todas las células del individuo a lo largo de toda su vida, después,
contendrdn. La mitocondrias del gameto masculino son destruidas o inactivadas,
segun el organismo (72).

Lo mas llamativo es que, como se ha dicho, existen muy contadas
excepciones a esta herencia uniparental en el arbol de la vida y que, ademas, las
situaciones en las que, por accidente o fruto de la experimentacién con cualquier
eucariota, se generan mezclas de mitocondrias procedentes de ambos gametos
parentales en el zigoto (heteroplasmia), se producen consecuencias
frecuentemente fatales para la célula resultante (las conocidas como

incompatibilidades mitonucleares). Sharpley y colaboradores (73) demostraron en
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un experimento que se extendio durante mas de 14 afos, con 500 ratones, que las
heteroplasmias causan inestabilidad genética a nivel celular y desdrdenes
fisiologicos y cognitivos a nivel sistémico. También demostraron que este
desenlace es independiente de la existencia de mutaciones deletéreas en el ADN
mitocondrial y que se da incluso al mezclar dos clases de mitocondrias que
individualmente son igualmente compatibles con una misma dotacion genética
nuclear. El problema de las heteroplasmias reside en la falta de optimizacion de la
interaccion entre el ntucleo y las mitocondrias del citoplasma, aspecto que se ha
demostrado de forma experimental significativamente mejorado cuando la
herencia de las mismas es uniparental (66). Se piensa, por tanto, que la evolucion
ha favorecido enormemente el que sdlo un gameto, casi siempre el femenino,

transfiera todo elemento de informacion genética extracromosomica.

Aunque existen varias teorias que podrian considerarse complementarias,
se entiende que la falta de complementariedad entre proteinas de la cadena
respiratoria procedentes del nucleo y de las mitocondrias desencadena un
desacoplamiento en el transporte de electrones en la membrana mitocondrial, lo
que conlleva una produccion deficiente de energia en forma de ATP, la
generacion excesiva de radicales libres, lo cual lleva a la célula a entrar en
apoptosis (59). Se presume que existe una escala de compatibilidad mitonuclear,
entre la induccion de la apoptosis y el acoplamiento éptimo, que supone un
cardcter de selecciéon evolutiva (59). Conviene recordar que las enfermedades
mitocondriales como determinadas miopatias, el Sindrome de Leigh y la atrofia
optica de Leber, que suelen revestir bastante gravedad, no son consecuencia de
herencia biparental ni de heteroplasmias, sino de simples mutaciones en el ADN

mitocondrial o del ADN nuclear ligado a la cadena respiratoria.

Asumiendo que esta teoria es cierta, no parece descabellado pensar que las
incompatibilidades nucleo-mitocondria juegan un papel importante en la
compatibilidad reproductiva entre especies, y por tanto en el proceso de
especiaciéon en si (61,74). En los organismos fotosintéticos, en los que la
endosimbiosis es a tres bandas, la comunicacion energética y redox también se da

entre la célula hospedadora, la mitocondria y el cloroplasto (75).

El que todas las mitocondrias de una célula procedan de un tnico
progenitor no quiere decir que todas las mitocondrias en el citoplasma de todas
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las células de un organismo pluricelular sean idénticas. Dentro de virtualmente
todas las células existen pequenias diferencias genéticas entre los cientos de
mitocondrias presentes (76), existiendo por tanto una variabilidad intraindividual
relativamente grande. Estas diferencias podrian estar ya presentes en el gameto
materno y haber sido heredadas, o pueden haberse generado a posteriori fruto de
la normal replicacion o de la actividad oxidante de estos organulos. Muy
significativamente, este tipo de heteroplasmias menores también han sido
relacionadas con multitud de dolencias no relacionadas con enfermedades
mitocondriales, y mds bien asociadas al envejecimiento, tales como diabetes tipo

2, cancer y enfermedades neurodegenerativas (73,76-81).

La relacion evolutiva entre distintos tipos de microorganismos ha dado
lugar a estructuras complejas que hoy se conciben como una unica entidad: las
células eucariotas. La coadaptacion entre esos microorganismos ha llevado a una
transferencia horizontal de genes entre unos y otros: la translocacion de genes
mitocondriales y cloroplasticos al nicleo de la célula para optimizar la funcion de
los organulos. No obstante, se tienen evidencias sélidas de que la interaccion con
microorganismos ha continuado dando forma a la estructura de la célula
eucariota y, en ultimo término, a los organismos que estas componen, incluyendo
al ser humano. No hay que olvidar que la célula eucariota se ha relacionado con

células procariotas en su entorno a lo largo de toda su existencia evolutiva (82).
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1.4 LOS VIRUS Y SU PARTICIPACION EN LOS GENOMAS EUCARIOTAS

La cantidad de particulas viricas en el cuerpo humano es inmensa (83,84).
Estos virus infectan por igual a las células del cuerpo humano y a los procariotas
que conviven en su interior. Sin embargo, la relacion evolutiva entre células
humanas y virus ha dado como resultado una interaccion gendmica sumamente

intima entre ambos grupos.

Hoy en dia se sabe que el 8% del material genético del ntcleo de todas las
células humanas procede de retrovirus (85,86) que infectaron a la especie en algin
momento de su historia evolutiva. Esto supone unos 100.000 virus de 50 familias
diferentes en cada una de las células del cuerpo (86). La posesion de secuencias
retrovirales no es exclusiva de los humanos, ya que se da en todos los integrantes
del reino animal y en plantas, donde llegan a ser elementos mayoritarios del
genoma (87). En el caso de Homo sapiens se piensa que la mayoria de estas
infecciones ocurrieron recientemente, entre 50 y 10 millones de afios (88).
Independientemente de que en ocasiones se consideren parte del mal llamado
ADN basura, o elementos genéticos moviles de funcidon atin incierta, o se les
atribuya participacion en procesos patoldgicos (87), se sabe que algunos de estos
elementos han jugado un papel crucial en el desarrollo de la especie humana. Aun
asi, algunos autores consideran que su relacion con enfermedades en humanos no
ha sido comprobada totalmente (89,90) y que su papel evolutivo no se debe

exclusivamente a su capacidad mutagénica.

Existen evidencias solidas que indican que algunas secuencias retrovirales
juegan un papel crucial en el desarrollo de una estructura tan caracteristica de los
mamiferos como la placenta (87). El caso mas llamativo es el de la sincitina, una
proteina fundamental para su desarrollo durante la gestacion, cuyo origen es el
gen de la envuelta de un retrovirus acantonado en el genoma humano, HERV-W.
Otras dos proteinas, la pleiotropina y el receptor de endotelina B, son expresadas
diferencialmente en la placenta bajo promotores procedentes de retrovirus (88,91).
Ademas, datos recientes indican que, ademas, ese 8% de material genético virico
juega un papel crucial en la defensa contra la infecciéon por parte de otros virus
(92,93).
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1.5 GENES DE BACTERIAS Y ARQUEAS EN GENOMAS EUCARIOTAS

Es probable que este fendmeno de integracion de genes no se haya limitado
a los virus. La secuenciacion del genoma humano llevo al descubrimiento de 113
genes presentes exclusivamente en procariotas y vertebrados, y ausentes en el
resto de formas de vida eucariotas (94). Aunque no se trata de la tinica explicacion
posible, los autores del estudio defienden que lo mas probable es que esa
informacion genética haya llegado a los vertebrados por transferencia horizontal
desde bacterias y arqueas. El andlisis funcional de estos genes revelé que en su
mayoria codifican enzimas intracelulares. La lista completa estd disponible en la
publicacion de la secuenciacion del genoma humano (94) e incluye
fundamentalmente genes que codifican enzimas implicadas en el metabolismo de
xenobioticos y respuesta al estrés, lo cual no es caracteristico de innovaciones
evolutivas de vertebrados, que suelen basarse en el desarrollo de proteinas
extracelulares. Algunos de estos genes codifican diversas hidrolasas y dos
enzimas paralogas de la monoamina oxidasa, una enzima de la membrana
mitocondrial con un papel central en el metabolismo de neurotransmisores que es

la diana terapéutica de medicamentos psiquiatricos (95-98).

El hecho de que estos genes bacterianos con homologia se encuentren en
grupos bacterianos muy dispares y también en el genoma de arqueas sugiere que
no fue una transferencia puntual. Por el contrario, lleva a pensar en un proceso
continuo de adquisicion de genes que doten de ventajas adaptativas a lo largo de
la historia evolutiva de los vertebrados desde una comunidad compleja de
microorganismos con la que estos animales han estado en contacto intimo. De
hecho los mejores homdlogos para esos genes se encuentran en organismos con
los que el ser humano ha tenido una larga relacion, simbionte o de parasitismo,
como E. coli, P, aeruginosa, H. influenzae, M. tuberculosis y B. burgdorferi (94). No
obstante, un analisis posterior (99) ha reducido el nimero de genes humanos
probablemente procedentes de procariotas a entre 41 y 46 y defiende que la
transferencia horizontal entre procariotas y humanos es muy poco probable
bioldégicamente y que no puede explicar la presencia de decenas de genes
procariotas en el genoma humano. Argumenta que esos genes no se encuentran
en invertebrados debido a un proceso normal de pérdida genética a lo largo de su

evolucion y aduce limitaciones en el analisis de la informacion genética. A pesar
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de que esta ultima teoria que refuta la posibilidad de un origen bacteriano de
estos genes humanos es la dominante actualmente (100), no es descartable que los
avances en el campo de la microbiota humana deparen alguna sorpresa en este

aspecto.

Una de las teorias mas sugerentes, aunque con un apoyo moderado, es la
que defiende que muchas de las enzimas implicadas en la sintesis de hormonas
del sistema endocrino de vertebrados han sido adquiridas evolutivamente por
éstos a través de transferencia horizontal de genes de distintos grupos bacterianos
tras la separacion de los clados eucariotas hongos-animales. Los defensores de
esta teoria se basan en la existencia de rutas biosintéticas de determinadas
hormonas, asi como de sus receptores, inicamente en animales y bacterias, y en el
hecho de que tanto bacterias como animales responden a estimulos

neuroendocrinos generados reciprocamente (101,102).

En lo que la teoria escéptica con la transferencia horizontal entre reinos es
acertada es en que ese fendmeno es bioldgicamente muy complicado,
especialmente si el receptor es un organismo pluricelular y de gran tamafo, como
un vertebrado. Para que un elemento genético se mantenga en una poblacién y,
en definitiva, en una especie, ha de transmitirse a la linea germinal y mantenerse
de forma estable, en su nucleo o como elemento genético extracromosdmico.
Ademds, para no ser eliminado por seleccién natural, ha de conferir al
hospedador algtin tipo de ventaja competitiva o, en su defecto, exhibir algun
mecanismo de supervivencia “egoista” (99). Hasta hace poco los tnicos casos
documentados de transferencia genética horizontal a animales desde
microorganismos implicaban genes de las bacterias endosimbiontes intracelulares
del género Wolbachia a invertebrados de multiples grupos (103-105). El estudio en
profundidad de esta relacion simbiotica llevo al descubrimiento de que el 33% de
los artropodos estudiados (106) contenian secuencias procedentes de Wolbachia en
su genoma, sugiriendo que la transferencia genética horizontal es mas frecuente
en animales de lo que se pensaba. No obstante, este ejemplo es similar al de la
transferencia de genes desde mitocondrias y cloroplastos al ntcleo de la célula
eucariota, dado que estas bacterias viven en el citoplasma de las células de sus
hospedadores y se transmiten también por via uniparental, materna, a la

descendencia (107,108). Ademas, en este caso no se tienen evidencias de que esta
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informacion transferida confiera ninguna caracteristica fenotipica al hospedador

invertebrado (106). Es la evolucion en curso.

Si se conocen casos en los que genes transferidos desde bacterias confieren
ventajas competitivas a invertebrados. Por ejemplo, el gorgojo del café
(Hypothenemus hampei) posee en su genoma una mananasa procedente de Bacillus
que le ha permitido a este insecto colonizar el nicho ecoldgico de las plantaciones
de café, cosa que sus parientes cercanos no han logrado (106,109). Es mas, se ha
comprobado que este insecto, que ocasiona pérdidas multimillonarias en la
industria del café cada afo, es capaz de detoxificar la cafeina que para otras
especies es letal gracias a, entre otras, bacterias del género Pseudomonas de su

intestino que utilizan la cafeina como tnica fuente de carbono y nitrégeno (110).

Se han descrito fendmenos similares en nematodos parasitos de plantas que
poseen en su genoma enzimas como celulasas, pectato liasas y proteinas analogas
a las expansinas para degradar paredes vegetales. En el caso de Meloidogyne
incongita estos genes ascienden a un total de 60 que muy raramente se encuentran
en animales (106,111).

Se puede ir un paso mas allda. En la Naturaleza existen ejemplos de
cooperacion bacteria-invertebrado sumamente complejos, como el caso de las
cochinillas de la harina Planococcus citri. Estos artropodos poseen una bacteria
endosimbionte, Tremblaya princeps, que a su vez posee otra bacteria
endosimbionte en su interior, Moranella endobia. En este animal, determinadas
rutas biosintéticas son mixtas e implican enzimas codificadas por genes del
endosimbionte obligado T. princeps y genes nucleares de la cochinilla, que a su
vez se han identificado como procedentes de bacterias simbidticas pertenecientes

a los géneros Proteobacteria y Bacteroidetes (106,112).

Hay casos de posible transferencia horizontal desde bacterias mds cercanas
a vertebrados, como el gen de la celulosa sintasa en tunicados como Ciona
intestinalis. Estos animales poseen la capacidad tnica de sintetizar celulosa, y se
ha propuesto que se deba a un fenémeno de transferencia horizontal desde una
cianobacteria (113). Dentro incluso de los vertebrados se ha propuesto que las
enzimas del ciclo del glioxilato procedan de bacterias (114) y existe también la
teoria de que determinadas proteinas anticongelantes presentes en peces sean

fruto de una transferencia horizontal entre éstos via parasitos, virus o mediante
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absorcion de material genético por parte del esperma en la fecundacidon externa

que se da en esos peces (115).

Es cierto que en vertebrados esta transferencia genética horizontal desde
bacterias o arqueas es mas complicada que en animales menos complejos, ya que
el aislamiento fisico e inmunoldgico de sus células de la linea germinal las hacen
menos accesibles al contacto con la mayoria de los microorganismos (106). Se
considera por tanto mas probable que se dé una transferencia a células somaticas,
especialmente aquellas mas expuestas a microbios como las epiteliales
intestinales, pero estos fendmenos no se transfieran a la descendencia con lo que

tienen menos importancia evolutiva.

Muchos autores relacionan estos eventos de integracion en células
somaticas con el desarrollo de cancer en el ser humano (106,116). Recientemente
se ha descrito un mecanismo mediado por un intermediario de ARN por el que la
informacidén genética de procariotas se integra en células somdticas humanas
(116). Los autores del estudio describen el hallazgo de ADN con similitudes al de
Acinetobacter en mitocondrias de muestras de leucemia aguda mieloide y al de
Pseudomonas en las proximidades de proto-oncogenes presentes en células de
adenocarcinoma de estdomago, aunque reconocen carecer de evidencias para
afirmar si la relacion entre ADN bacteriano y el cancer es causal o se debe a una

permeabilidad celular alterada.

En lo que respecta las células germinales, se ha documentado la
transferencia de ADN de T. cruzi, el protozoo causante de la enfermedad de
Chagas, al 30% de los individuos infestados, asi como a algunos de sus
descendientes (117). Este dato confirma que la transferencia genética horizontal a
la linea germinal humana es posible. Sin embargo, este es el caso de un parasito
eucariota intracelular que es capaz de replicarse en el interior de las células
germinales masculinas y femeninas (118). Por tanto, y a pesar de la existencia de
algunas teorias descritas anteriormente y de que es un evento bioldgicamente
posible, se considera que no existen pruebas de que la transferencia genética
horizontal desde procariotas a las células germinales de vertebrados se haya

producido nunca.

No hay que olvidar, sin embargo, que la inmensa mayoria de las relaciones

funcionales animal-microorganismo conocidas no surgen de la transferencia o
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integracion genética. Existen distintos grados de interaccién que no implican la
modificacion de la informacion genética del animal. Los casos mencionados de
Paulinella con sus cloroplastos (68) y Wolbachia con distintas especies de
artropodos (103-105) son ejemplos en los que el microorganismo no ha
transferido su informacion genética al hospedador y se ha constituido como un
organulo subcelular en su lugar. No obstante, es posible que estos casos de
evolucion en curso lleven a situaciones de transferencia genética en el largo plazo,

del mismo modo que ha ocurrido con mitocondrias y cloroplastos.

La literatura también contiene casos que podrian considerarse intermedios
entre un organulo subcelular y un organismo simbionte. Varias especies de
babosas marinas como Elysia chlorotica pueden retener los cloroplastos de las algas
de las que se alimentan, distribuirlos por sus propios tejidos en un estado
funcional y utilizarlos posteriormente para realizar la fotosintesis. Este fenomeno,
también conocido como cleptoplastidia, es un caso de relacion quasi-
endosimbionte en el que los cloroplastos no eran organismos libres de forma
previa a su incorporacion al animal y no son capaces de reproducirse en él,
muriendo y teniendo que ser repuestos eventualmente al no poder proporcionar
el hospedador la informacidn genética que los organulos han transferido

evolutivamente al nicleo de su hospedador natural, la célula vegetal.

Un dltimo ejemplo de transferencia de material bioldgico entre organismos
de diferentes reinos es el reportado por Hehemann y colaboradores que
estudiaban la microbiota intestinal de humanos en Japon (119). Los investigadores
observaron que bacterias como Bacteroides plebeius aisladas del intestino de
japoneses habian adquirido genes codificantes de enzimas porfiranasas y agarasas
para la degradacion de polisacaridos sulfatados como el porfirano presente en
algas del género Porphyra desde bacterias marinas como Zobellia galactanivorans.
Los autores comprobaron ademds que estas enzimas son frecuentes en los
metagenomas intestinales de japoneses (120) pero que estdn ausentes en sus
equivalentes norteamericanos. La explicacion mas sencilla a este fenémeno es
que, debido a la importancia de las algas, especialmente del “nori” (Porphyra
spp.), en la dieta de aquel pais (121), es probable que bacterias asociadas a las
algas hayan alcanzado el intestino, donde las bacterias residentes han hallado una

importante ventaja competitiva al adquirir fragmentos de ADN codificantes de
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estas enzimas. Cabe destacar que estas proteinas degradadoras de polisacaridos
complejos no se encuentran en el genoma humano, aunque son
extraordinariamente abundantes en la microbiota intestinal. Uno de sus
miembros, Bacteroides thetaiotaomicron, posee casi 500 enzimas implicadas en el

uso de diferentes polisacaridos y el almidon (122-125).

Sin embargo, la mayoria de las cooperaciones animal-microorganismo no
implican una relaciéon mas intima que la del contacto fisico entre células o, sin ser
este siquiera necesario, de las interacciones quimico-metabolicas entre ellas. Por
ejemplo, las funciones digestivas llevadas a cabo por las bacterias del rumen o las
del tracto digestivo de las abejas son llevadas a cabo sin que el microorganismo se

haya establecido intracelularmente en su hospedador.

Por tanto, se puede concluir que las relaciones establecidas entre
organismos con sus microbiotas a lo largo de la historia evolutiva han
determinado la naturaleza de dichos organismos tal y como son hoy en dia. A
pesar de que en algunas ocasiones ese mutualismo se ha hecho tan estrecho que
ha llegado a la fusion celular o incluso gendmica, la mayoria de las relaciones
entre organismos pluricelulares y sus microbiotas no ha implicado, al menos
todavia en términos evolutivos, una unién mas intima que la cohabitacion de las

microbiotas en el interior o sobre los hospedadores.
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1.6 LAS RELACIONES ENTRE LA MICROBIOTA Y SU HOSPEDADOR

Del mismo modo que el entendimiento entre mitocondrias y célula
hospedadora es crucial para la supervivencia de la propia célula y del organismo,
es probable que tenga que existir un alto grado de entendimiento entre el
organismo y al menos determinados miembros de su microbiota o de las
actividades metabdlicas que estos lleven a cabo. Existen multiples indicios, que se
detallaran posteriormente, de que la evolucion ha disefiado mecanismos para el
establecimiento, mantenimiento, comunicacion y herencia transgeneracional de la
microbiota. Las modificaciones sufridas por la microbiota vaginal materna a lo
largo de la gestacion para proporcionar grandes cantidades de lactobacilos que
permitan al bebé procesar su primer alimento; el contacto entre el recién nacido
con material fecal de la madre durante el parto; o el mecanismo, atin desconocido,
por el que bifidobacterias y otros microorganismos viajan del intestino a la leche
de la madre para ser transferidos al bebé del mismo modo que ocurre con los
nutrientes, con las inmunoglobulinas y con los oligosacaridos para que esa
microbiota prospere, parecen formar parte de un plan evolutivo demasiado bien
urdido para ser casual. Incluso dejando aparte argumentos poco constatados
como el que la microbiota pueda jugar un papel en el proceso de especiacion o de
seleccion de la pareja de apareamiento, el hecho de que esté evolutivamente
previsto que elementos genéticos extragendmicos sean heredados de forma
sistemdtica y que éstos jueguen un papel potencialmente importante en la
adaptacion, supervivencia y la capacidad reproductiva de los animales, incluido

el hombre, supone un remarcable matiz a las teorias clasicas de la evolucion.

En este sentido, la hipdtesis de la higiene ha encontrado en la ciencia del
estudio de la microbiota un importante refuerzo. La constatacion de la funcion
defensiva del organismo que la microbiota ejerce por si misma, asi como su papel
en la educacion del sistema inmune adaptativo de los vertebrados, estan
empezando a arrojar algo de luz a las incognitas sobre las bases mecanisticas de

esta teoria.

El hecho de que la conservacion de la microbiota tenga que ser entendida
como fundamental no resta ni un apice de importancia a los logros alcanzados
hasta ahora en términos de sanitizacion, practica médica aséptica y desarrollo de

vacunas y terapias antimicrobianas. En el afio 1900 la esperanza media de vida en
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el mundo era tan solo de 31 afios, alcanzando 50 en paises industrializados (126).
Este hecho se debia en gran medida a que el 30-40% de los nifios morian entre el
nacimiento y antes de cumplir los 5 afios (127). En la década de 1840 en torno al
20-30% de las madres que daban a luz en hospitales morian de fiebre puerperal
debida a infecciones (128). En aquel tiempo el médico hungaro Ignaz
Semmelweiss implanto en el Hospital General de Viena la simple practica de que
los médicos lavaran sus manos y sus instrumentos con agua con cloro de forma
previa a las intervenciones, consiguiendo reducir esa tasa hasta cifras inferiores al
1% (128). La extension de estas practicas de higiene junto con el empleo de las
vacunas, y, sobre todo, de los antibidticos han logrado s6lo un siglo mas tarde
duplicar la esperanza media de vida en el mundo hasta los 71,4 anos (129) y
reducir la mortalidad infantil (130) a un 9,1% en 1990 y a un 4,6% en 2015. No
obstante, tampoco hay que olvidar que a pesar de los grandes avances en
medicina y armamento farmacoldgico cada minuto dos nifios mueren de diarrea
en el mundo (131).

Esta espectacular mejora en la calidad y la esperanza de vida parece haber
tenido un precio. En el contexto de la hipotesis de la higiene, hoy se achacan a la
excesiva sanitizacion y al uso de antibidticos gran parte de las llamadas plagas
modernas, enfermedades occidentales o de los paises ricos tales como la obesidad,
las alergias, las intolerancias alimentarias, las enfermedades autoinmunes como la
psoriasis, la artritis reumatoide y la esclerosis mdultiple, las dolencias
gastrointestinales como el Sindrome del Colon Irritable (IBS) o la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (IBD) y las enfermedades psiquidtricas como la depresion
o el autismo. Muchas de ellas se han relacionado con composiciones mas o menos
determinadas de las microbiotas de diferentes localizaciones corporales, como el

intestino o la piel.

Los defensores de esta teoria esgrimen ademds que las modificaciones
sufridas por las microbiotas de los seres humanos modernos pueden ser
irrecuperables tanto en el individuo en concreto, como a nivel de toda la especie.
La evolucién parece haber diseiado los mecanismos para que los
microorganismos adecuados sean transmitidos en el momento preciso de
progenitores a progenie. Practicas como el uso extensivo del nacimiento por

cesarea, la sustitucidon de la lactancia por féormulas lacteas, los tratamientos de
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antibioticos y otros farmacos, la falta de contacto con elementos
medioambientales, el exceso de limpieza, o simplemente una alimentacion poco
variada y escasa en elementos como la fibra, pueden estar causando una extincion
masiva, silenciosa, trans-generacional e irreversible de elementos de la microbiota
o de genes extragendmicos, que han coevolucionado con el ser humano durante

miles o millones de anos (132).

La secuenciacion del genoma humano no ha dado con la rapidez que se
presuponia los frutos clinicos esperados. Es mas, la inmensa mayoria de las
epidemias del ser humano actual son multifactoriales y no pueden ser achacadas
a un gen o alelo en particular. Es en ese contexto de la multifactorialidad donde se
enclava la microbiota como elemento clave de traduccidon de sefiales ambientales
y de sefiales bioldgicas y quimicas de la dieta dentro del organismo. Resulta poco
sensato ignorar la contribucion a la biologia del organismo de un elemento como
la microbiota intestinal de cuya composicion depende la concentracion del 10% de
los metabolitos de la sangre (133). Por eso en los ultimos afios los factores de esta
compleja ecuacion diferentes de la genética humana, como puede ser el ambiente,
la dieta, la microbiota, la epigenética e incluso la relacion entre ambas ultimas

(134-136) estan ganando peso.

Esta nueva visién holobidntica del cuerpo humano, puesta en su contexto
evolutivo, junto con la mejora de las tecnologias de secuenciacidon para el estudio
de las comunidades microbianas, esta llevando a la revision que la medicina tiene
de los microorganismos, de la microbiologia clinica y del uso de la microbiota
como estrategia farmacoldgica. Esto a su vez se ha traducido en un enorme interés
en la investigacion basica y aplicada, tanto en el &mbito académico como en el
industrial. Iniciativas publicas como el Proyecto MetaHIT
(http://www.metahit.eu) en Europa cifrado en 22 M€, o como las tres fases del
HMP (Human Microbiome Project; http://hmpdacc.org/) en EEUU con un total
215 M€, se han lanzado al estudio de la microbiota en un intento de establecer los
valores de la normalidad en la composiciéon de los microorganismos asociados al
cuerpo humano, asi como buscar posibles marcadores de enfermedad. Se han
multiplicado también las empresas privadas basadas en el desarrollo de

productos terapéuticos centrados en la microbiota, asi como los proyectos que
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buscan una explotacion comercial de la microbiota en empresas alimentarias y

farmacéuticas.

Un porcentaje elevado de estas multiples iniciativas comerciales que
utilizan la microbiota como estrategia para la mejora de la salud humana ha
arrojado resultados sorprendentes en términos de seguridad y de eficacia, lo que
ha generado una atmosfera de gran expectacion, e incluso excitacion, alrededor
de su futuro potencial clinico. No obstante, y dado lo novedoso y lo particular de
la mayoria de estas estrategias terapéuticas, existe la preocupacion, también
generalizada y hasta cierto punto constatada, de que los actuales marcos
regulatorios farmacéuticos pueden suponer un obstaculo para el desarrollo de
este tipo de medicamentos y, por tanto, retrasar el acceso de los pacientes a los

mismos.

Por lo tanto se considera necesario establecer un didlogo entre cientificos,
industria y autoridades para que, sin comprometer la seguridad de los pacientes,
se logre que estas terapias se prescriban con la mayor celeridad posible dado su

impacto potencialmente positivo en la salud.






II - JUSTIFICACION
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II - JUSTIFICACION

Como se ha mencionado en el capitulo previo de “Introduccién” el
desarrollo de las tecnologias de secuenciacion gendmica masiva durante la tltima
década ha permitido profundizar en el estudio de la microbiota y de como ésta
acttia como factor determinante de la salud o la enfermedad del ser humano. No
obstante, y a pesar del notable aumento en la produccion cientifica en esta

materia, estos avances no se han traducido atiin en un beneficio para la sociedad.

Como consecuencia de un estudio académico previo (137), en el transcurso
de este trabajo se han identificado los aspectos regulatorios como el principal
factor limitante para el acceso de estas tecnologias al mercado y, en consecuencia,
a los pacientes. Mas concretamente, la incertidumbre regulatoria en el sector
farmacéutico es uno de los principales factores de riesgo identificados por parte

de los inversores a la hora de apoyar este tipo de proyectos.

Por otra parte, y dado su alto potencial clinico-terapéutico, también se ha
detectado en las autoridades regulatorias un gran interés en estas tecnologias.
Para este colectivo la mayor incertidumbre emana de los aspectos meramente
cientifico-técnicos, dadas sus caracteristicas especiales y sus diferencias con

cualquier otro farmaco o mecanismo de accidn evaluado hasta la fecha.

A todo ello se unen los cambios regulatorios en sectores adyacentes al
farmacéutico en los que los productos a base de microorganismos juegan un papel
importante. Por una parte, las decisiones adoptadas en el sector alimentario por
EFSA (“European Food Safety Authority”) sobre probiodticos son la causa de
importantes desencuentros entre la industria y las autoridades, especialmente en
la UE. Por otra, los usos previstos de los probioticos en el sector de los productos

sanitarios en esa misma region geografica abre un interrogante legal.

Considerando todo lo expuesto en los parrafos anteriores se han disefiado
los objetivos de esta tesis doctoral que se detallan en el siguiente capitulo de este

documento. Con ellos se pretende ayudar al entendimiento entre actores de
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diferente naturaleza (industria y autoridades), considerando las diferentes

industrias (alimentaria, de productos sanitarios y farmacéutica).



I1I - OBJETIVOS
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III - OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis es analizar la situacion actual en torno al
conocimiento de la microbiota humana y sus aplicaciones comerciales,
particularmente en el sector farmacéutico, donde tendrdn especial relevancia.
Para ello se prestara especial atencion a la problematica ligada al posicionamiento
legal y los pasos de investigacion y desarrollo comercial que conduzcan a la
puesta en el mercado de estos productos.

Para ello se proponen tres objetivos secundarios que se definen a continuacion:

- Realizar una revision sobre el conocimiento actual acerca de la importancia
ecofisioldgica de las microbiotas humanas de distintos érganos en la salud y
la enfermedad y sus posibles aplicaciones comerciales

- Analizar la legislacién en torno a la comercializacion de estos productos
basados en la microbiota y definir la categoria regulatoria a la que se
deberian adscribir

- Estudiar la problematica ligada a la comercializacion de estos productos, en
particular la relativa a su desarrollo como farmacos, y sugerir estrategias de
trabajo para facilitar y lograr su acceso al mercado






IV - MATERIALES Y
METODOS
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IV - MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se ha basado en la recogida de datos sobre microbiota humana
y su posterior andlisis e integracion considerando cuatro aspectos distintos:

cientifico-técnico, mercado, clinico y regulatorio.

4.1 ASPECTOS CIENTIFICO-TECNICOS

Para tener una vision completa del estado del conocimiento sobre la
microbiota humana, se ha efectuado una revision sistematica de la literatura
cientifica en lengua inglesa con fecha de publicacion posterior a 2005, utilizando
las palabras clave “microbiota” y “microbiome”. Se ha analizado su presencia
asociada a los distintos sistemas, 6rganos o aparatos del cuerpo humano. Para ello
se ha utilizado el buscador “Pubmed” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Se
han priorizado publicaciones recientes y de revision. La seleccion a partir de este
ano se debid a dos razones. Por un lado porque a partir de este afio el nimero de
publicaciones acerca de la microbiota comenzo a crecer exponencialmente (138).
Por otro, porque fue el afio posterior a la publicaciéon del trabajo responsable del

renacimiento del interés por la microbiota en la comunidad cientifica (139).

Este ejercicio ha rendido unos resultados preliminares de naturaleza
cientifica que fueron ampliados mediante una revisidn no sistemadtica de la
literatura relevante para aspectos asociados a ellos en el ambito epidemioldgico,
social y econdmico. Asimismo se han analizado las referencias bibliograficas
consideradas mads relevantes de entre las citadas en los trabajos seleccionados

utilizando el mismo buscador indicado anteriormente.

Los resultados técnicos se han completado con una revisién no sistematica
de la literatura relativa a aspectos de microbiologia general o ambiental. Para la
situacion de la microbiota de los metazoos en el contexto evolutivo, asi como para
otras consideraciones de esa misma indole (Teoria Endosimbionte, transferencia

horizontal de genes, etc.), la busqueda se ha realizado usando las palabras clave
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“hologenome” y “hologenomic” en publicaciones posteriores al afio 2008, fecha
en la que ese concepto aparecid por primera vez en la literatura cientifica (51).
Con este ejercicio se ha generado la base tedrica y el criterio cientifico sobre

el que posteriormente se han llevado a cabo las discusiones acerca de aspectos
clinicos y regulatorios (ANEXO 1).
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4.2 ASPECTOS DE MERCADO

A lo largo de este trabajo su autor ha asistido a una serie de ferias,
congresos y conferencias con participacion de miembros del sector. Se han
visitado los eventos de indole académica, industrial, o de espiritu mixto que se

enumeran a continuacion:
- “BioSpain”, septiembre de 2014, Santiago de Compostela (Espafia)
- “CPhl Worldwide”, octubre de 2014, Paris (Francia)
- “Probiota Europe”, febrero de 2015, Amsterdam (Paises Bajos)

- “Keystone Symposium on Gut Microbiota Modulation of Host Physiology:
The Search for Mechanism”, marzo de 2015, Keystone, CO (EEUU)

- “1st Annual Translational Microbiome Conference”, mayo de 2015, Boston,
MA (EEUU)

- “3 Microbiome R&D and Business Collaboration Forum”, septiembre de
2015, San Diego, CA (EEUU)

- “CPhl Worldwide”, octubre de 2015, Madrid (Espatia)
- “Pharmabiotic Conference”, octubre de 2015, Paris (Francia)

- “4t International Conference and Exhibition on Probiotics, Functional and

Baby Foods”, noviembre de 2015, Valencia (Espana)

- “Keystone Symposium on Gut Microbiota, Metabolic Disorders and
Beyond”, Newport, RI (EEUU)

En dichos eventos se ha contactado con investigadores académicos,
cientificos de la industria, inversores especializados y reguladores, tanto del
sector de la alimentacién, como de los productos sanitarios y de la industria
farmacéutica. El objetivo fue comprender la base cientifica, la variedad de
enfoques clinicos y la problematica regulatoria.

Con todos estos datos se ha elaborado un listado de 59 companias
biofarmacéuticas privadas focalizadas en el campo de la terapéutica a través de la
microbiota (ANEXO II). No se han considerado desarrolladores o

comercializadores de probioticos en el sector alimentario. Con ello se ha logrado
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un marco de referencia mucho mas completo que los disponibles hasta ese

momento en la literatura (140).

Para esta busqueda, ademas de la asistencia a eventos, se utilizaron diversos
recursos “online” como el anteriormente citado “Pubmed”, otros buscadores o

agencias de noticias.
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4.3 ASPECTOS CLINICOS

Se han analizado en detalle las carteras de proyectos, asi como la literatura
cientifica de dominio publico, de las 59 compatfiias previamente mencionadas. Se
han seleccionado para un andlisis mas profundo aquéllas que cuentan con
proyectos en fase clinica, en preclinica tardia o aquéllas cuyo enfoque se
consider6 particularmente atractivo, relevante o ilustrativo por motivos cientificos
o regulatorios. Por ese procedimiento la lista de compafias se redujo a 26
(TABLA1).

Este andlisis rindié un total de 41 proyectos o productos terapéuticos a
través de la microbiota, de los cuales se han estudiado con mayor profundidad 32,
prestando especial atencion a los aspectos relacionados con el disefio de los

ensayos preclinicos y clinicos, sus resultados y sus implicaciones regulatorias.

Para esta labor, ademas de las respectivas paginas web corporativas, se han
utilizado las paginas de agencias de noticias y de prensa, tanto generalista como
especializada. Para la informacion relativa a los ensayos clinicos se ha empleado

el buscador “Pubmed” y la base de datos de ensayos clinicos “Clinical trials”

(www.clinicaltrials.gov).

Empresa Pais Producto Microorganismo o fuente Indicacién Fase
EEUU CBM588 Clostridium butyricum MIYAIRI 588® |C. difficile 2
Suecia Oxabact Oxalobacter formigenes Hiperoxaluria 3
Irlanda VP20621 = NTCD-M3 |Clostridium difficile M3 C. difficile 2
B244 Nitrosomonas eutropha D23 Acné
LBP-tépico EEUU N/D N/D Acné y otras Preclinico
Lactin-V/ Lactobacillus crispatus CTV-05 Vaginosis 2
ActoGeniX BV (Intrexon) Paises Bajos-EEUU | ActoBiotics Lactococcus lactis IBD
Oragenics, Inc. AG013 Lactococcus lactis (Mucositis 1
MucoCept Lactobacillus jensenii 1153 (GMO) Prevencion de VIH
LBP-modificado . SYN2010 E. coli Nissl Fenilcetonuria
SYNB1010 o e Ciclo de la Urea
Vithera Pharmaceuticals, Inc. [VT301 Lactococcus lactis IBD Preclinico
Xycrobe Therapeutics, Inc. EEUU Xycrobe® Propionibacterium acnes Acné
. . [ Vedanta Biosciences, Inc. VE202 Clostridios IBD
LBP-Consorcio definido —
SER-301 Colitis ulcerosa y otras
LBP-Consorcio Seres Therapeutics, Inc. SER-109 Consorcio C. difficile 2
poco definido SER-287 Enfermedad de Crohn 1
FMT heterélogo OpenBviome, Inc EMISepaulelCd L N
Inc. RBX2660 FMT C. difficile D
FMT autélogo MaaT Pharma S.A. Francia N/D Preclinicol
Phantom probiotic Manremyc S.L. Espana Nyaditum resae [Mycobacterium manresiensis Tuberculosis
Amrita Therapeutics Ltd. India AT-01C Mycobacterium tuberculosis Oncologia Pre-IND
Postbiotico AvidBiotics Corp. N/D N/D | Antimicrobianos Preclinico
Symbiotix Biotherapies, Inc. EEUU PSA Bacteroides fragilis 1BD, Esclerosis Multiple Preclinico
Bacteriéfago Intralytix, Inc. - IBD, Enfermedad de Crohn .
LENT e L ILTER W Eligo Bioscience S.A.S. Frssn Antimicrobianos
Enterome S.A. EB 8018 IBD, Enfermedad de Crohn IND
Second Genome, Inc. SGM-1019 N/D Enfermedad de Crohn 1
Molécula pequeiia  EJVNISSI0 OV N/D Diarrea por quimioterapia Preclinico
PR . EEUU SYN-010 Colon Irritable (Constipacion)
e SYN-004 C_difficile y dia(rrea pol: antib)iétims 2
Otro/no definido [EnBiotix, Inc. EPP-001 Antimicrobianos Preclinico

TABLA 1. Listado de companias y proyectos de estrategias terapéuticas
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4.4 ASPECTOS REGULATORIOS

Se ha realizado un resumen de toda la normativa aplicable a los productos a
base de microorganismos destinados al consumo humano. Se ha estudiado con
especial profundidad la legislacion farmacéutica, independientemente de su
aplicacion histdrica a los microorganismos. La totalidad de la normativa ha sido

analizada y resumida para su posterior discusion.

De forma adicional, y dado el mayor avance regulatorio en EEUU, se han
incluido documentos y guias procedentes de ese pais. Se han transcrito de forma
literal fragmentos seleccionados de la normativa, dada la importancia de la
redaccion en el campo del Derecho Administrativo. Se ha utilizado la legislacion
espanola traspuesta y consolidada por defecto. En momentos puntuales, para el
caso de la normativa europea, y en todos los casos en la americana, se han

realizado traducciones literales de los textos en inglés.

En funcién del marco regulatorio se han empleado como fuentes las paginas
web de distintos organismos como la EMA (Agencia Europea del Medicamento o
“European Medicines Agency”, http://www.ema.europa.eu/ema/), la FDA (“Food
and Drug Administration”, http://www.fda.gov/), el Boletin Oficial del Estado
(https://www.boe.es/), la AEMPS (Agencia Espanola de Medicamentos y
Productos Sanitarios, http://www.aemps.gob.es/), 0 la EFSA
(https://www .efsa.europa.eu/).
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V - RESULTADOS

Este apartado contiene los datos necesarios para abordar el estudio del
primer objetivo secundario de esta tesis, consistente en realizar una revisiéon sobre
el conocimiento actual acerca de la importancia ecofisiologica de las microbiotas
humanas de distintos 6rganos en la salud y la enfermedad y sus posibles
aplicaciones comerciales.

5.1 ANALISIS DEL POTENCIAL COMERCIAL ACTUAL LIGADO AL ESTUDIO DE LA
MICROBIOTA HUMANA

El cuerpo de todos los metazoos se encuentra habitado de forma natural por
un gran numero de organismos microscdpicos a los que se conoce como
microbiota, microflora o flora normal. Estas comunidades, compuestas
principalmente por bacterias, aunque también por arqueas, levaduras, hongos
filamentosos, virus procariotas y eucariotas, protozoos e incluso, en animales
superiores, pequefios metazoos como helmintos, coloniza cualquier superficie del
cuerpo con cierto grado de exposicion al medio ambiente. La principal
caracteristica de la microbiota es su relacion de caracter mutualista y/o simbidtico,

con el hospedador.

El cuerpo humano no es una excepcion dentro de los mamiferos y alberga
una enorme diversidad de organismos. Como en el resto de los animales, la
microflora tiene un caracter mutualista y en condiciones normales no produce
danos al hospedador. No obstante, existen individuos conocidos como portadores
sanos que albergan microorganismos patdogenos como integrantes de su flora
normal y que son capaces de infectar a otros humanos que no los poseen. Existen
multitud de situaciones en las que esa microbiota normal puede convertirse en

patogena oportunista, llegando incluso a acabar con la vida del hospedador.

Estos organismos son principalmente bacterias (aproximadamente un 95%,
calculado en términos de cantidad de secuencias de ADN). Las arqueas,
levaduras, hongos filamentosos, protozoos y pequefios animales (helmintos) se

encuentran presentes en menor medida (141). El caso de los virus es un tanto
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especial al no ser considerados organismos vivos. Aunque no se dispone de
informacion fiable al respecto, existen estimaciones que indican que los virus
contabilizados en niimero de particulas frente a nimero de células se encuentran

en cantidades 10 veces superiores al de las bacterias (83,84).

Durante afios existid la creencia generalizada de que el nimero de células
bacterianas en el cuerpo humano era 10 veces superior al numero de células
somaticas y germinales y que, por tanto, era acertado decir que el 90% de las
células del organismo humano no eran humanas (142). Sin embargo, estimaciones
recientes indican que la proporcion es mucho mas cercana a una célula bacteriana
por cada célula humana, contabilizdndose del orden de un total de unas 3x10'
células humanas (siendo el 80%, en numero, eritrocitos) (143) frente a 10™ células
bacterianas. Es importante destacar que existen 10" bacterias en cada gramo de
heces (144).

A pesar de ser mil veces mds pequefias que las células humanas, en un
individuo medio, tinicamente las bacterias del intestino suponen unos 2 kg de
peso, lo que supone algo mas de un 2% del peso corporal. Es una masa superior a
la del cerebro (1,4 kg) o el higado (1,6 kg) y similar a la del total de los eritrocitos
de un adulto (145-147). La fraccion de la microflora mas abundante es la residente
en el intestino, donde se encuentra mas del 70% de estos organismos (14,148).
Esto, junto con su importancia fisioldgico-metabolica, ha llevado a muchos
autores a elevar a la microbiota, especialmente la intestinal, a la categoria de
organo (149,150), por lo que se habla de esta microbiota como el ultimo 6rgano en
ser descubierto en el cuerpo humano. El tracto genitourinario, especialmente el
femenino, también posee una microbiota muy caracteristica (151) y de gran
relevancia bioldgica (152). Otras regiones del cuerpo humano en las que la flora
microbiana toma relevancia son la cavidad bucal, la piel y el tracto respiratorio,
cuyo extremo mas distal con respecto al exterior, los pulmones, se creia estéril

hasta tiempos recientes (153).

La importancia de la microbiota no viene determinada tinicamente por el
numero de células, sino también por su diversidad genética y por tanto
metabolica. El conjunto de toda la informacién genética contenida en la flora
normal del hombre contiene unos 3 millones de genes (154), lo que supone 150
veces mas que los 23.000 genes de su hospedador. Esta gigantesca diversidad



CAPITULO V: RESULTADOS 63

genética otorga al ser humano una variedad de actividades metabolicas
esenciales, pero ausentes en él como animal. Desde el punto de vista evolutivo,
estos genes son actividades de las que la especie se ha beneficiado durante miles
de afos sin tenerlas que desarrollar ella misma (155). Ademas de este papel activo
derivado de su actividad metabdlica, la microbiota posee un papel pasivo por su
interaccion con los sistemas inmune, nervioso y endocrino, que segtin los indicios
actuales puede tener consecuencias fisioldgicas todavia mas relevantes que las

descritas con anterioridad.

Se puede considerar que la existencia de esta microflora en el ser humano se
intuye desde muy antiguo. Algunos de sus miembros se observaron por primera
vez en el siglo XVII con la invenciéon del microscopio por Anthony van
Leeuwenhoek. En todo caso, se conocen bien desde el siglo XIX, con la
formulacion de la teoria microbiana de la enfermedad. La nocion de que los
microorganismos que viven dentro del cuerpo humano pueden jugar un papel
importante en la salud fue obra del ucraniano Ilid Metchnikoff (1845-1916), quien
recibio el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en 1908 por sus trabajos sobre el
sistema inmunitario. Metchnikoff teoriz6 con que la longevidad de los
campesinos bulgaros se debia al consumo de leches fermentadas. En su obra “La
prolongacion de la vida” (1909) especulaba con las propiedades beneficiosas de
las bacterias del yogur (principalmente de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) y
del 4cido lactico para la salud humana. A pesar de que en muchas ocasiones se le
atribuyen conceptos diferentes, mds cercanos al concepto de efecto prebidtico o
bifidogénico, con lo que realmente teorizd es con la posibilidad de que el acido
lactico producido por las bacterias del yogur actuara como conservante natural en
el intestino del mismo modo al que acttia en la leche. Se puede entender por tanto
que su vision de la microbiota intestinal era hasta cierto punto la de un conjunto

de microorganismos comensales o incluso potencialmente patdgenos.

Al igual que en todas las aplicaciones de la microbiologia, el estudio de los
elementos que componen la microbiota humana ha estado limitado por el hecho
de que solo una fraccion de ella es cultivable en condiciones de laboratorio. Segin
los autores consultados, esta fraccion varia entre un 20 y un 40% en muestras de
heces humanas (20) y un 50% en muestras la cavidad oral (21), mientras que se

cultiva practicamente la totalidad de especies presentes en muestras de vagina de
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mujer (23), dadas las especiales caracteristicas de la microbiota de esta
localizacion. Otras estimaciones arrojan porcentajes mucho mas pesimistas acerca
del porcentaje de bacterias cultivables (24). En cualquier caso, sélo el desarrollo y
el uso generalizado en tiempos recientes de las técnicas independientes de
cultivo, aplicando métodos moleculares, han permitido profundizar en su

estudio.

La dificultad de recolectar muestras, unida a la limitacién de las técnicas de
cultivo, llevé a pensar durante décadas que determinadas localizaciones del
cuerpo humano, como los pulmones o el dutero, estaban libres de
microorganismos en condiciones normales y no patoldgicas. Hoy, sin embargo, se
sabe que no es asi, aunque aun existe una falta importante de conocimiento sobre
la composicion de las microbiotas de las diferentes localizaciones del cuerpo

humano.

El sistema en el que mas se centran las investigaciones es el digestivo por un
doble motivo. Por un lado contiene el mayor nimero de microorganismos, y por
otro se considera que su microbiota tiene potencialmente la mayor importancia
cientifica, bioldgica y econdmica. La obtencion de muestras de este sistema es
sencilla en sus extremos, mediante muestras de saliva, raspado dental o lingual en
la boca y por heces en el caso del colon. Las localizaciones intermedias como el
estdbmago, o la mucosa del intestino grueso, requieren endoscopia y toma de

biopsias.



CAPITULO V: RESULTADOS 65

5.1.1 Microbiota del tracto digestivo

5.1.1.1 Microbiota de la cavidad oral

En términos historicos, se podria decir que la microbiota de la cavidad oral
fue la primera en ser estudiada, ya que fue una de las primeras muestras que van
Leeuwenhoek coloc6 bajo su microscopio en Delft en 1683. Desde entonces, y
debido en gran parte al atractivo mercado que constituye la odontologia, se han
hecho grandes esfuerzos por comprender la compleja comunidad microbiana que

reside dentro de las estructuras de la boca.

La cavidad oral es el inicio del tubo digestivo, la estructura que recepciona
los alimentos y en la que se produce la masticacion y comienza la digestion. Pese
a tener acceso constante y directo al medio externo, posee unas condiciones
bastante estables de temperatura y humedad, que son fundamentales para la
supervivencia de los microorganismos. Tiene ademas un aporte constante de
nutrientes, no sélo por los restos de la dieta, sino también por la saliva y la
descamacion constante del epitelio bucal. Ademds, posee dos clases de
estructuras muy caracteristicas, como son la lengua y los dientes con todas sus
caras que por una parte aumentan la superficie de crecimiento para los
microorganismos y por otra generan nichos ecologicos muy diferentes en muy
poco espacio. Pero si algo destaca en la microbiota de la boca es la existencia de
biofilms que los microorganismos forman para soportar las presiones quimicas y

sobre todo mecdnicas a las que se ven sometidos.

En la boca se han detectado varios centenares de especies microbianas
distintas, de las cuales sdlo el 50% han podido ser cultivadas (21,22), siendo las
mas abundantes los representantes del filo Firmicutes (156). Existen géneros
bacterianos como  Neisseria, Cardiobacterium, Haemophilus, ~Campylobacter
(Proteobacteria); Streptococcus, Granulicatella y Veillonella (Firmicutes); Fusobacterium
(Fusobacteria); Rothia, Actinomyces, y Atopobium (Actinobacteria); 'y Prevotella,
Capnocytophaga, y Bergeyella (Bacteroidetes), que tienden a estar en la saliva de
todos los individuos estudiados. Es una poblacién microbiana bastante estable y
que no sufre cambios circadianos significativos y que de forma similar a lo que
ocurre con las heces procedentes del colon, es una mezcla de microorganismos

procedentes de diferentes localizaciones. Por el contrario, la placa dental tiende a
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ser mas rica en Actinomyces y Streptococcus (157), mientras que el dorso de la
lengua tiene mayor presencia de Prevotella y Veillonella (158). En las encias,
ademas de un biofilm exterior, existe una microbiota intracelular de las células
epiteliales, en la que destaca Porphyromonas gingivalis, que puede ser tanto

comensal como patdgeno oportunista (159).

Los estudios de la microbiologia de las patologias orales son de los mas
antiguos del mundo de la microbiota. Asi, por ejemplo, se conoce sobradamente
la implicacion de Streptococcus mutans y de Nocardia en la aparicion y el desarrollo
de las caries. La enfermedad periodontal estd ampliamente distribuida y se
atribuye a un aumento en el ntiimero de microorganismos y en la diversidad
taxonémica de los biofilms del surco gingival. Este se encuentra de forma normal
poblado por anaerobios facultativos Gram-positivos como Streptococcus anginosus,
pero con la falta de higiene pasa a estar dominado por Gram-negativos como

Porphyromonas, Campylobacter, causando la enfermedad (160).

Es interesante observar que individuos con mala higiene oral son propensos
a sufrir endocarditis (frecuentemente causada por Streptococcus viridans
procedente de la boca) y a la invasion del torrente sanguineo por parte de
bacterias orales que pueden causar graves complicaciones en el cerebro, el higado
y los pulmones (161,162). Es también llamativo el hecho de que la microbiota oral
parece ser el reservorio del que proceden muchos de los elementos de microbiotas
tan diversas como la del tracto respiratorio (163), del tracto digestivo inferior y la
de la placenta (151).

5.1.1.2 Microbiota del estomago

El estomago era uno de los dérganos clasicamente considerados estériles
debido a su produccion de acido, lo que lo hace tedéricamente inhdspito para las
bacterias. Hasta hace pocos afios se consideraba que una de las principales
funciones de la acidez del estdémago era precisamente la de minimizar la cantidad
de microorganismos que pudieran atravesarlo y prevenir enfermedades
intestinales. Pero el descubrimiento de Campylobacter pyloridis en 1982 supuso el

fin de este dogma. La bacteria, renombrada Helicobacter pylori dos afios mas tarde,
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es capaz de colonizar la mucosa gastrica y causar dafios en ella. Se descubrid
también que H. pylori no es un microorganismo acidofilo en si, sino que es capaz
de escapar a la acidez del estomago mediante su potente enzima ureasa, que
degrada urea produciendo amonio, que neutraliza el HCl de forma local. Esta
bacteria ha sido relacionada con graves problemas de salud como la gastritis, que
puede desembocar en ulcera gastrica y en cancer de estdbmago (164,165), lo que ha
llevado a tratarla como un agente infeccioso clasico, buscando su eliminacion del
cuerpo con antibidticos. Sin embargo, también se ha observado que los individuos
que poseen H. pylori como miembro de su microbiota gastrica e intestinal son
menos propensos a sufrir enfermedades como el asma y las alergias (166). Esto
sugiere que este microorganismo puede jugar un papel importante en la
educacion del sistema inmune, especialmente en edades tempranas. Esta nueva
vision de este microorganismo estd llevando a un replanteamiento de los riesgos
y beneficios del tratamiento contra €l (167). Dado que H. pylori suele causar
problemas unicamente a partir de la edad adulta, existe una corriente de
cientificos que defienden que la estrategia dptima para la gestion de H. pylori seria
mantenerlo en su poblacion habitual constante hasta cierta edad, permitiendo que
complete su papel de educacion de la inmunidad, y eliminarlo tinicamente
cuando esta labor haya terminado y antes de que dé lugar a complicaciones

clinicas.

Hay otros microorganismos que son capaces de establecer de forma
pasajera pequefias colonias en el estomago. Pertenecen a los géneros Velillonella,
Lactobacillus, Clostridium 'y Streptococcus, y generalmente proceden de la
microbiota oral (168-171). Los estudios que han evaluado la composicion de esta
microbiota en individuos de diferentes localizaciones geograficas no han hallado
diferencias entre ellas (169). Los factores que si han demostrado modificarla son la
dieta, aunque con poco nivel de evidencia en humanos, el uso de medicamentos y
la colonizaciéon previa por H. pylori. En el caso de las medicaciones, el uso
prolongado de antidcidos se ha relacionado con sobrecrecimiento bacteriano en el
estdbmago (172), asi como con la colonizacion de este érgano por parte de
microorganismos mas propios del intestino y de la orofaringe (172,173) que
pueden tolerar valores de pH menos 4cidos.
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Existe un gran interés en conocer coémo la microbiota del estomago puede
afectar la capacidad de colonizacién de H. pylori y viceversa. A pesar de que los
estudios no siempre coinciden, se ha visto que una presencia o abundancia de
Prevotella 'y Eubacterium, proteobacterias, espiroquetas y acidobacterias y/o un
descenso de  Bifidobacterium,  Clostridium, proteobacterias, Bacteroidetes,
actinobacterias y Firmicutes (171,174-176) dificulta el asentamiento de H. pylori.
Por otra parte, también se conocen los cambios en la microbiota del estomago
inducidos por H. pylori. Estdn relacionados con su capacidad para producir
inflamacion, descender la motilidad gastrica, aumentar el pH y sintetizar amonio
y bicarbonato que sirven de sustrato para otros microorganismos que dejan de ser
pasajeros para colonizar el estomago. No obstante, también existen estudios que
indican que la microbiota del estdémago no varia entre individuos con y sin H.
pylori (174-177).

5.1.1.3 Microbiota del intestino
5.1.1.3.1 Generalidades

Como se indicé anteriormente, el intestino es la localizacion del cuerpo
humano en donde se concentra la mayor cantidad de integrantes de la microbiota,
aproximadamente un 70%. Es también el érgano cuya microbiota ha sido mas
estudiada, aunque su complejidad hace que ain existan mas incdgnitas que

certezas sobre ella.

Anatomicamente, el intestino es un tubo largo (de unos 8,5 m en total),
recubierto de una mucosa y con unas condiciones constantes de temperatura y
humedad. Se encuentra dividido en tres partes desde el estomago hasta el ano: el
intestino delgado (primeros 7 m), el intestino grueso (1,5 m) y el recto (ultimos 15
cm). Al ser el 6rgano en el que se lleva a cabo la digestion y la absorciéon de
nutrientes, su cara interior posee criptas, vellosidades y microvellosidades con el
fin de aumentar la superficie de intercambio con el contenido del lumen, lo que
hace que tenga una superficie aproximada de 32 m? de los cuales 2 m?

corresponden al intestino grueso (178). La microbiota intestinal cubre la practica
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totalidad de esta superficie, cumpliendo una labor de defensa por exclusion

espacial de potenciales patdgenos, metabdlica y de educacion del sistema inmune.

Las condiciones ambientales, sobre todo quimicas, son bastante constantes
para cada parte del tracto intestinal, y vienen dadas mayoritariamente por su
distancia al estémago, lo que a su vez determina la composicién del contenido del
tubo digestivo, su riqueza en nutrientes, su valor pH, o la presién de O:. Existen
factores, como la alimentaciéon o los medicamentos, que pueden alterar
significativamente las condiciones ambientales del intestino. Aun asi, y dadas las
condiciones ambientales, mas del 99% de las especies microbianas que lo habitan

son anaerobias estrictas o facultativas (179).

La teoria clasica decia que los primeros microorganismos pobladores del
intestino se adquirian al pasar el feto por el canal del parto en el nacimiento. Si
bien es cierto que la gran mayoria de la carga microbiana intestinal se adquiere en
ese momento, estudios relativamente recientes ponen de manifiesto que las
estructuras intrauterinas, y por tanto el feto y su intestino, no son estériles en el
vientre materno (180-184). Se especula ademas con que la presencia de esos

microorganismos juegue un papel importante en el desarrollo del feto (185).

Como se indicara posteriormente, esa primera microbiota cuantitativamente
significativa procedente del tracto reproductor de la madre y esta principalmente
compuesta por lactobacilos, el género mayoritario en la microbiota vaginal al
avanzar la gestacion. Esta disefiada para procesar la leche materna de la que el
bebé se alimentard durante sus primeros meses de vida. Algunos autores ademas
defienden que el hecho de que el ano se encuentre tan cerca de la vagina no es
evolutivamente casual sino que responde a la necesidad del bebé de adquirir
cierta cantidad de microbiota intestinal de la madre, que también se sabe que
sufre unos cambios determinados a lo largo de la gestacion (186,187). Conviene
destacar que se ha observado que los bebés nacidos por cesarea en lugar de por
parto natural tienen un déficit de carga microbiana y de microorganismos
procedentes de la vagina y el intestino de la madre (188-190), lo que se ha
relacionado con la aparicion de determinadas enfermedades, sobre todo de tipo
alérgico o atopico (191-193). Ademas de a raiz de su vida en comunidad, el bebé
tiene una fuente de microorganismos intestinales presentes en la leche materna

durante la lactancia, ya que, por mecanismos que aun no se conocen,
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determinados microorganismos de la microbiota intestinal de la madre, como

bifidobacterias, alcanzan la leche materna para ser transmitidos al bebé (194-196).

Otro punto a considerar es la importancia que la evolucion otorga a los
microorganismos intestinales. Se sabe que la leche materna posee mas de 200
tipos de oligosacaridos especiales, algunos con estructuras y modificaciones
quimicas muy complejas, que a pesar de suponer el tercer componente de la leche
tras la lactosa y los lipidos (197), son indigeribles por parte del metabolismo
humano, y por tanto, del bebé, por lo que estan especificamente dirigidos a
alimentar y ayudar a prosperar a los microorganismos del intestino del lactante
(198-200). Desde esta situacion inicial en que la microbiota intestinal esta
compuesta por unos pocos geéneros bacterianos, en los que, por ejemplo, en
general se encuentran ausentes las arqueas metandgenas, el ecosistema intestinal
va madurando. Se observa un cambio al final de la lactancia. Entonces la
microbiota comienza a diversificarse y aumenta el contenido en especies
productoras de butirato como Bacteroides y algunas especies del género
Clostridium (201,202). Hacia los tres o cinco afos de edad, la composicion de la

microbiota es practicamente la de un adulto (203,204).

La composicion de la microbiota intestinal se estudia de una forma
indirecta, analizando las heces. Es una muestra no invasiva y conveniente. No
obstante, no hay que olvidar que aunque las heces contienen un 80% de los
microorganismos intestinales, sobre todo representan los que estan presentes en
el lumen de la parte final del intestino grueso. Existen estudios sobre la
microbiota mas intimamente ligada a la mucosa del colon obtenida por biopsia o
cepillo de citologia a través de colonoscopia, técnicas que rinden resultados
similares entre si (73), pero diferentes con respecto a las procedentes de muestras
de heces o del recto por medio de un hisopo rectal (74). Mediante estos métodos
se obtienen unos resultados de composicion de la microbiota intestinal que
indican que las bacterias son mayoria en diversidad y en nimero. Existen cientos,
miles o incluso decenas de miles (205) de especies diferentes, pertenecientes a dos
filos dominantes: Bacteroidetes y Firmicutes (206). Se asume que en la microbiota de
un individuo sano los ultimos dominan sobre los primeros (154). Es un
ecosistema muy diferente de cualquier otro ecosistema microbiano conocido, con

especies exclusivas, lo que indica un alto grado de coevolucién con el hospedador
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(125). Hoy se acepta que los humanos adultos poseen una microbiota-nticleo de
unas cuarenta especies bacterianas que suponen el 60-75% del total de la

microbiota en términos de abundancia (207,208).

Si se analizan las distintas partes del intestino se encuentra que el intestino
delgado contiene una microbiota menos densa y diversa (unas 102-10° unidades
formadoras de colonias por gramo, ufc/g) que las partes mas bajas del tracto
digestivo. Muy probablemente se deba a la mayor acidez y la presencia de sales
biliares y de péptidos antimicrobianos producidos por las células epiteliales. En
esta zona existe una abundancia relativamente alta de clostridios, lactobacilos y
proteobacterias, asi como de enterobacterias (209). En el intestino grueso es donde
se concentra la mayor diversidad y nimero de bacterias, con valores de hasta 10"
ufc/g (12,144). A esta parte del tracto digestivo es a la que llegan las sustancias
que no han podido ser digeridas o absorbidas por el hospedador y que quedan
por lo tanto disponibles para los microorganismos. Son fermentadas produciendo
grandes cantidades de 4cidos orgadnicos, SCFA (por las siglas en inglés de “Short
Chain Fatty Acid”) y gases como CO:, Hz, H2S y CHa. Se trata, por tanto, de un
ambiente altamente anaerobio y reductor en el que la hidrogenotrofia generada
por las bacterias sulfatorreductoras, las arqueas metandgenas y las bacterias
acetogénicas juega un papel fundamental en el equilibrio bioenergético y de
oxido-reduccion del ecosistema (210). Este hecho pone de manifiesto la
importancia de las interrelaciones tréficas entre los diferentes miembros de la
microbiota, y de éstos con el hospedador. Otro ejemplo ampliamente citado e
ilustrativo es la absorcidon por parte del hospedador de los SCFA producidos por
la microbiota que para los enterocitos que recubren la luz del intestino suponen la

principal fuente de energia (211).

En el intestino no sdlo existe una distribucidon biogeografica en el sentido
longitudinal del tubo sino también en sentido transversal. Existen
microorganismos especializados en la supervivencia en las capas mas compactas
y profundas de la capa de mucus intestinal, como por ejemplo Bacteroides fragilis o
Acinetobacter. Otros encuentran su nicho en la capa de mucus mas externa y laxa,
como es el caso de Akkermansia muciniphila (209). Finalmente, la edad del
individuo también es un factor que influye en la composicién de la microbiota

intestinal. Se manifiesta en una alteraciéon de la relacion Firmicutes versus
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Bacteroidetes que disminuye con la edad, asi como una pérdida relativa de

bifidobacterias, Bacteroides y determinados tipos de clostridios (212,213).

Pero si algo hay destacable en la microbiota de esta zona del cuerpo es que,
ademas de diversidad taxondmica, lo que existe a lo largo y ancho de la
microbiota del intestino es una enorme diversidad genética y metabolica. De los
tres millones de genes diferentes presentes en la microbiota humana, una gran
mayoria se localizan en los microorganismos del intestino (154), ya que los
productos génicos que codifican son los responsables de degradar y metabolizar
gran cantidad de componentes de la dieta que el hombre no puede digerir. Un
caso claro son los polisacaridos complejos. De hecho, y a pesar de las
simplificaciones en términos de contenido de especies realizadas anteriormente,
la variabilidad de taxones entre diferentes individuos, o incluso en un mismo
individuo a lo largo del tiempo, es muy notable. Siendo cierto que un grupo de
unas cuarenta especies constituyen esa microbiota-nicleo, factores como un
tratamiento de antibidticos (214), un cambio en la dieta (215), el simple hecho de
ingerir alimentos, o incluso una alteracion ligera del ritmo circadiano como el “jet
lag” (216) son capaces de alterar la composicion de especies microbianas del
intestino. Es por ello que muy frecuentemente se recurre al nivel de clase (cuatro
niveles por encima del de especie) para caracterizar o clasificar las microbiotas
intestinales, ya que a ese nivel la variabilidad es menor. Sin embargo, si en lugar
de a criterios taxondmicos se recurre a criterios genético-metabolicos-
metagenomicos o de funcidn ecologica, la estabilidad observada, tanto en la
microbiota intestinal como en virtualmente cualquier otra del cuerpo humano, es
mucho mayor (206). Aunque se han realizado avances notables en los ultimos
afnos, aun no se ha establecido un consenso acerca de la normalidad o los limites
de referencia en términos de composicion de la microbiota intestinal, ni de

ninguna otra del cuerpo humano, con la posible excepcion de la vagina.

5.1.1.3.2 Microbiota intestinal en la enfermedad

Se ha avanzado notoriamente en la identificacion de biomarcadores en la
microbiota de individuos afectados por una gran variedad de patologias. Es
logico inferir que la falta de normalidad establecida resta significacion a este tipo

de estudios. Ademas, tal y como se discutird en repetidas ocasiones, en la mayoria



CAPITULO V: RESULTADOS 73

de los casos existe una gran incertidumbre acerca de si las posibles diferencias
observadas son la causa de la enfermedad, una consecuencia, una mezcla de
ambas, o algo irrelevante. El caso mas claro en el que existe una relacién entre
composicion de la microbiota y una dolencia es probablemente la diarrea
asociada a antibidticos, especialmente la ocasionada por Clostridium difficile.
Normalmente esta bacteria anaerobia estricta y esporulada se encuentra en bajas
cantidades en un porcentaje relativamente elevado de la poblacion, sin causar
problemas clinicos de ningun tipo (217). Es determinadas ocasiones, tipicamente
tras la medicacidon con antibidticos, la microbiota se ve seriamente alterada. En ese
momento las cepas productoras de toxinas de C. difficile se encuentran sin
competencia en el intestino, crecen y se comportan como patégenos oportunistas,
causando una diarrea severa que puede resultar incluso fatal. Las causas exactas
del establecimiento de la enfermedad en determinados individuos y de su
altisima tasa de recurrencia cifrada entre el 20 y el 30% de los casos no estan
totalmente claras (218), aunque se especula con factores ecoldgicos microbianos,
como la posesion de una microbiota maés diversa y/o rica en Firmicutes,
especialmente otros clostridios no toxigénicos, que puedan competir con el
patogeno en las citadas condiciones. También se ha observado que una
microbiota que sobreexpresa genes de biosintesis de aminoacidos aromaticos y de
respuesta al estrés, como los que inducen la esporulacion, puede ofrecer
proteccion frente a esta invasion (219). El hecho de que los nifios estén
frecuentemente colonizados por la bacteria y que raramente desarrollen la
enfermedad ha llevado a pensar que determinados factores del hospedador, como

la falta de un receptor necesario para la infeccion, puedan ser relevantes (220).

Otra de las condiciones patologicas cuya relacion con la microbiota
intestinal es de gran interés es la obesidad. Se piensa que puede estar relacionada
con el papel de los microorganismos en el aprovechamiento de la energia de la
dieta. El analisis de experimentos de trasplante de material fecal entre ratones
(139,221) asi como observaciones realizadas entre gemelos humanos discordantes
para la obesidad (222) han llevado a reforzar esta teoria. Aunque no existe
consenso al respecto, muchos autores coinciden en que una menor diversidad de
especies, unida a un aumento en la proporcion Firmicutes versus Bacteroidetes son

marcadores de la microbiota intestinal de personas obesas (223,224).
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La IBD se caracteriza por una inflamacion cronica del intestino y tiene dos
formas: la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa. Se trata de dos condiciones
cuyas causas se desconocen y para las que no existen tratamientos eficaces. Se ha
observado que en los pacientes con IBD existe una bajada relativa, tanto de
Firmicutes como de Bacteroidetes, que estd compensada por un aumento de las
actinobacterias y proteobacterias (205). Ademas se ha relacionado un descenso de
la diversidad de especies con el desarrollo de la IBD. También se han descrito
diferencias entre ambas formas, como el desarrollo de anticuerpos contra
Saccharomyces cerevisiae en el caso de la enfermedad de Crohn (225), y un
sobrecrecimiento de bacterias sulfatorreductoras productoras de H:S en el caso de

la colitis ulcerosa (226).

Se han establecido relaciones entre la microbiota intestinal y el desarrollo
del cancer colorrectal, que en algunas ocasiones es una consecuencia de la IBD.
Estas relaciones comprenden la interaccion inmunolodgica y la capacidad pro-
inflamatoria de determinadas especies a la produccion de determinados
metabolitos irritantes, e incluso fendmenos de transferencia horizontal de material

genético de las bacterias a las células del hospedador (227).

La microbiota intestinal, por su conocido papel en la educacion del sistema
inmune del hospedador, se ha relacionado también con enfermedades mediadas
por la inmunidad y que no se manifiestan en el propio intestino. Tal es el caso de
las alergias (228), el asma (229) y la dermatitis atdpica (230). Los mecanismos
exactos que median en estos casos son desconocidos, aunque suelen encuadrarse

en el marco de la hipdtesis de la higiene.

La fibrosis quistica o mucoviscidosis es una enfermedad multiorganica
caracterizada por una alta viscosidad de todas las secreciones corporales
exocrinas. Afecta principalmente a las pulmonares, lo que ocasiona el 95% de los
fallecimientos por la enfermedad, aunque también puede hacerlo a las intestinales
(jugos gastricos, higado, pancreas e intestino). La enfermedad est4d causada por
mutaciones en la proteina CFIR (por las siglas en inglés de “Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Receptor”), siendo la mas frecuente la delecion de
una fenilalanina en el codon 508, responsable del 70% de los casos, aunque hay
descritas mas de 1.600 mutaciones diferentes de ese gen que dan lugar a la

enfermedad. Es la afeccion genética mas frecuente en poblaciones caucasicas, con
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una incidencia de 1/2.500 nacimientos (231). Se trata por tanto de una enfermedad
genética en la que la microbiota, a priori, no juega ningin papel en su etiologia.
Sin embargo la microbiota intestinal se ve significativamente alterada. En estos
enfermos se observa una disminucion de la diversidad de especies y una bajada
tanto en Firmicutes como en Bacteroidetes, acompanada de una subida en la

presencia de especies potencialmente patdgenas (232).
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5.1.2 Microbiota del aparato reproductor femenino

Otra microbiota muy estudiada es la vaginal (152). La vagina es un
ambiente favorable para el crecimiento bacteriano al ser un entorno himedo, con
temperatura constante y con disponibilidad de nutrientes gracias a la frecuente
descamacion del epitelio que la recubre. Esto se traduce en un elevado niimero de
bacterias, pero no en una elevada diversidad de especies (233). De hecho la vagina
puede considerarse un ecosistema oligdrquico claramente dominado por
Firmicutes. A pesar de la disparidad de opiniones en ciertos detalles,
consideraciones y métodos de andlisis y evaluacion, si existe consenso en lo
referente a la composicion de la flora vaginal considerada sana. Se encuentra
generalmente dominada por una tnica especie bacteriana y esta especie es, en la
mayor parte de los casos, un lactobacilo. La pérdida de esa dominancia y por
tanto el aumento de la diversidad es la causa de desdrdenes como la vaginosis
bacteriana. La mayoria de autores han establecido cldsicamente cinco grupos de
tipos de microbiota vaginal segiin la especie microbiana dominante. Los cuatro
primeros grupos son aquellos en los que la vagina sana se encuentra dominada
por una tinica especie de Lactobacillus. En el grupo I domina Lactobacillus crispatus,
en el II Lactobacillus iners, en el III Lactobacillus jensenii y en el IV Lactobacillus gasseri,
siendo los dos primeros grupos los mds frecuentes en la poblacion (151,152). El
quinto grupo, también denominado grupo diverso o V, contiene microbiotas
vaginales que no estan dominadas por una tnica especie de lactobacilo, o incluso
en las que la especie dominante no es un lactobacilo sino otra especie,
generalmente anaerobia, que en muchas ocasiones estd relacionada con vaginosis,
tales como Gardnerella vaginalis o Prevotella spp. (152). En muchos casos también se
asignan a este grupo microbiotas vaginales inclasificables (151). En cualquier caso,
la causa de la pertenencia de una determinada mujer a un grupo de microbiota
concreto no se conoce. Cualquiera de las composiciones bacterianas normales
mantienen unas condiciones de pH 4cido con valores entre 3,8 y 4,5 (234) y de
oxidacion mediante la produccion de H20: (235), lo que previene el
sobrecrecimiento de especies patdgenas y oportunistas, y por tanto los estados de
disbiosis.

Se sabe que la composicion de la microbiota vaginal varia entre etnias (151),

pero no se conoce como el ciclo menstrual o la edad afecta su composicion. Si se
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sabe que la gestacion conlleva cambios significativos, asocidndose a un aumento
en los niveles de lactobacilos, especialmente L. crispatus, y una disminucién en la
diversidad de especies bacterianas (236,237). La microbiota de las embarazadas
tiende a ser mas estable que la de las no embarazadas (238), aunque se observa
frecuentemente un aumento en la dominancia de los lactobacilos a medida que el
embarazo progresa, siendo maxima en el ultimo mes de embarazo. Tras el parto,
la carga de lactobacilos tiende a disminuir, aumentando de nuevo las especies
anaerobias (239). Dado que la primera microbiota intestinal del bebé es adquirida
a través del canal del parto, este aumento en la cantidad de lactobacilos hacia el
final del embarazo puede tener el sentido bioldgico, como anteriormente se
indico, de dotar al recién nacido de una primera poblacion bacteriana capaz de
metabolizar la leche materna y dar lugar a un correcto desarrollo del sistema

inmune y del metabolismo.

Histéricamente se pensaba que las partes mas internas de la vagina y el
utero y las estructuras intrauterinas gestacionales, desde la placenta hasta el
tracto digestivo del feto, pasando por el liquido amniotico, eran estériles en
condiciones normales (240). La presencia de microorganismos en estas estructuras
se consideraba patogénica y causante de condiciones como infeccidon intra-
amniotica, sepsis neonatal, aborto y parto prematuro. En varios estudios recientes
se han hallado microorganismos en sangre del cordén umbilical, liquido
amniodtico, placenta y meconio de embarazos con desarrollo normal, indicando
que las estructuras de soporte y el propio feto no son estériles en condiciones
normales, y que de hecho una exposicién temprana a los microorganismos es

necesaria para el correcto desarrollo metabdlico e inmunolédgico del feto (185).

Fuera del embarazo, la implicacion de la microbiota del tracto genital
femenino en enfermedades del mismo es conocida desde los inicios de su estudio.
Sin embargo, tanto los detalles del proceso de establecimiento de la vaginosis,
como su implicacion en otros fendmenos como la infecciéon por patégenos de
transmisién sexual, infecciones urinarias e incluso la fertilidad, se estan
empezando a conocer. En este sentido, las vaginitis son la principal causa de
visitas ginecologicas y afectan al 25% de las mujeres en paises occidentales a lo
largo de su vida (241) con una altisima tasa de recurrencia (242). Esta patologia,

que cursa con picor, descarga vaginal anémala y olor desagradable, se debe
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principalmente a tres causas: enfermedades infecciosas de transmision sexual
como tricomoniasis y clamidiasis, candidiasis y vaginosis bacteriana. Las dos
ultimas son responsables de hasta el 80% de los casos (243) y ocurren por
desequilibrios en la microbiota normal de la vagina y no por infecciones por parte

de agentes externos.

La vaginosis bacteriana es considerada una enfermedad polimicrobiana de
tipo disbidtico que ocurre cuando el equilibrio ecoldgico de la flora normal de la
vagina sana se ve alterado. Como anteriormente se indico, esto supone en la
mayoria de los casos la pérdida de la dominancia del ecosistema por parte de
lactobacilos, con el subsiguiente sobrecrecimiento de otras especies bacterianas
preexistentes en la cavidad vaginal pertenecientes a los géneros Gardnerella,
Prevotella, Atopobium o Eggerthella. Estas disbiosis pueden llevar también asociada
una mayor carga bacteriana de la normal, aunque esta condicién no es necesaria
para la aparicion de la patologia (244). La alteracion de la poblacion microbiana,
se caracteriza por un aumento de la presencia de especies normalmente muy
minoritarias, lo que ocasiona un aumento del valor de pH por encima del normal
de 4,5. Este hecho favorece aun mas el crecimiento de especies distintas de los
lactobacilos. Ademas de la inusual abundancia de especies no dominantes en
condiciones normales, se ha observado que los lactobacilos vaginales se ven
obligados a expresar diferencialmente hasta el 10% de su genoma en condiciones
de disbiosis, sobreexpresando determinadas enzimas que pueden dirigir su
metabolismo hacia la produccion de SCFA en lugar de hacia el 4cido lactico, lo
que retroalimenta el estado disbidtico (245). En algunas ocasiones la causa
primera de esa alteracion microbioldgica es conocida. Por ejemplo, es
relativamente frecuente que tanto vaginosis bacterianas como candidiasis
aparezcan como efectos secundarios tras el tratamiento con antibidticos u otras
medicaciones. También aparecen por cambios hormonales o por un exceso de
higiene que merme la poblacién predominante o altere el pH. Algunos estudios
correlacionan la vaginosis bacteriana con la actividad sexual pese a no tratarse de
una enfermedad infecciosa de transmisidon sexual (246,247). Sin embargo en la
mayoria de los casos la causa de la alteracion es desconocida, e incluso los
mecanismos por los que las causas antes citadas llevan a la vaginosis no se

conocen.
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5.1.3 Microbiota del aparato urinario

Hasta hace poco se pensaba que en personas sanas inicamente la parte mas
inferior del aparato urinario, tanto masculino como femenino, albergaba una
microbiota. Las zonas superiores como la vejiga se creian estériles, y de hecho ésta
no fue incluida en los programas iniciales del HMP (248). Esta creencia llevaba a
la idea de que la orina era estéril en origen, y que los escasos microorganismos
observados en ella procedian de contaminacion a su paso por las partes distales
no estériles. De hecho esta tltima asuncion es cierta, ya que estd demostrado que
el perfil microbioldgico de la orina es muy similar al de la uretra (249). Es por ello
que la denominada bacteriuria, es decir, la presencia mayor aunque no
excesivamente alta de microorganismos en la orina, se ha considerado el principal
signo de las infecciones urinarias. Las pruebas de laboratorio para el diagndstico
de estas infecciones se centran en el analisis microbiologico de muestras de orina
de media miccion. Aunque los criterios difieren, la presencia de cantidades tan
bajas como 102-10° bacterias, normalmente coliformes, por mililitro de orina es
considerada indicativa de infeccion urinaria (250). A pesar de que esos estandares
basados en la idea de la esterilidad del sistema excretor superior suelen ser
acertados a nivel clinico para definir las infecciones urinarias, esta asuncion se ha
demostrado errénea a nivel bioldgico, ya que existen diversos estudios (251,252)
que demuestran que la orina de personas sin sintomatologia de infeccion urinaria
posee cantidades significativas de microorganismos, o que personas sintomaticas
tienen resultados microbioldégicos negativos y su vejiga contiene

microorganismos.

Como en casi todos los casos en los que la microbiota se ha estudiado a
fondo por técnicas independientes de cultivo, se ha comprobado que las especies
a las que clasicamente se ha denominado uropatdgenos como Escherichia coli,
Klebsiella  pneumoniae, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus, Pseudomonas aeruginosa o especies de la levadura Candida (253,254),
no son deletéreos por su mera presencia sino que son en realidad miembros de la
microbiota urinaria de mujeres sanas. Pese a que el conocimiento es atin escaso, se
sospecha que los microorganismos localizados a todos los niveles del sistema
excretor pueden tener importancia en la salud y enfermedad (255) y, como en el
caso de las afecciones del tracto genital, son las disbiosis o sobrecrecimientos
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microbianos los que causan enfermedades en el aparato urinario. Algo que todos
los estudios ponen de manifiesto es que los métodos de cultivo son limitados para
el diagndstico microbioldgico en orina y totalmente inadecuados para el estudio
de la microbiota wurinaria normal, dado que una gran cantidad de
microorganismos hallados o bien no son cultivables, son dificiles de cultivar o
desconocidos (248,256).

En los dos sexos, la parte distal de la uretra esta parcialmente colonizada
por microorganismos de la piel o del aparato reproductor, aunque con una mayor
abundancia de organismos anaerobios por las condiciones ambientales en este
conducto. En el caso de los varones se ha observado que la microbiota de la uretra
es menos estable que la de la superficie del pene, siendo Propionibacterium y
Lactobacillus los géneros caracteristicos, y detectdndose otros minoritarios como
Anaerococcus, Corynebacterium y Staphylococcus procedentes de la piel circundante
(257). En el caso de las mujeres la microbiota uretral estd también relacionada con
la de los aparatos reproductor y digestivo, aunque posee ciertas particularidades
(255). En cuanto a las zonas mas altas del tracto urinario, la mayoria de los
experimentos se han centrado en la microbiota de la vejiga para tratar de
comprender la composicion microbiana de la orina en origen. En un estudio
Wolfe y colaboradores (258) demostraron que la vejiga de la mayoria de las
mujeres contiene una microbiota residente y caracteristica, y que ésta puede
incluir uropatdgenos incluso en mujeres asintomaticas (259). Las zonas mas altas
del tracto urinario, los uréteres y los rifiones, se consideran estériles en

condiciones normales.

Se ha comprobado que la microbiota urinaria de hombres y mujeres difiere
significativamente, lo que podria influir en su distinta susceptibilidad a las
enfermedades urinarias (255). Se ha visto que las mujeres contienen una
microbiota mas compleja y heterogénea (256,260). Tanto la composicion de la
orina como la frecuencia de miccién se ven modificadas con la edad. Este y otros
factores tienen un efecto sobre la composicion de la microbiota. En el estudio
anteriormente citado (256) se observd que en las mujeres la diversidad
taxonomica tiende a reducirse, mientras que en los varones tiende a aumentar con
la edad. En lo que a carga bacteriana se refiere, ésta tiende a disminuir en ambos

Sexos.
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Como se indico anteriormente, el interés en el estudio de la microbiota
urinaria se debe principalmente a su posible relacion con las enfermedades de
este tracto. Las infecciones urinarias se encuentran entre las infecciones
bacterianas mas comunes, afectando a 150 millones de personas cada afio en el
mundo (261). Si bien las formas complicadas no son las mas frecuentes y no
suelen tener graves secuelas, en EEUU son causantes de mds de diez millones de
visitas ambulatorias y unos tres millones de visitas a urgencias (262,263), con un
coste de unos 3.500 millones de dodlares. De acuerdo con la teoria clésica, estas
infecciones estan causadas por la colonizacion de las zonas consideradas estériles
del tracto urinario por distintos patdgenos, siendo el agente causante mas comun
E. coli, seguido de Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus
faecalis,  Streptococcus —agalactie, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Candida spp. (264). La causa mas frecuente de las formas
complicadas es la introducciéon de sondas y catéteres uretrales que causan un
desplazamiento fisico de microorganismos de vias inferiores a zonas superiores

del sistema excretor.

La mayor susceptibilidad a las infecciones urinarias de determinados
grupos de edad, especialmente del sexo femenino, hace pensar que la microbiota
normal puede jugar un papel en estas dolencias. La alta tasa de recurrencia de
hasta el 25% de estas infecciones, asi como la frecuencia de hasta siete veces al afio
de estas recidivas en individuos concretos refuerza esta teoria (265). Dada la
relacién en mujeres entre la flora vaginal y la urinaria, los primeros estudios se
centraron en determinar la susceptibilidad a infeccion urinaria en relacion a la
microbiota de la vagina, obteniéndose resultados similares a los detallados en la
susceptibilidad a vaginosis: mas de la mitad de las mujeres con infecciones
urinarias de repeticion tienen una disminucidon en lactobacilos y una mayor
presencia de especies potencialmente patdgenas en su flora vaginal. No obstante,
a pesar de esta tendencia, la diferencia en composicién poblacional microbiana no
alcanz¢ diferencias significativas (266). Aun asi, se ha analizado la relacion de la
microbiota de la vejiga de mujeres con las infecciones urinarias tras una operacion
(259). Se observa que las mujeres en las que se desarrolla infeccién urinaria
poseen elementos caracteristicos en su microbiota urinaria. La microbiota de las

vejigas es relativamente sencilla, con entre uno y once géneros y siempre
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dominada por lactobacilos, lo que facilita la infeccion. Estos resultados han sido

confirmados en estudios posteriores (267).
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5.1.4 Microbiota de la piel

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo. Ocupa una superficie de 1,8m?
con multitud de pliegues que constituyen habitats muy diversos (268). La piel
tiene como principal objetivo la relacion del cuerpo con el medio externo. Por una
parte supone una barrera fisica efectiva contra sustancias quimicas, agentes
bioldgicos y otros tipos de estrés como los de tipo mecanico o la deshidratacion.
Por otra, las multiples estructuras del sistema inmune, sobre todo linfocitos T,
repartidas por toda su superficie tienen una funcién protectora. Ademas, también
tiene una importante funcion secretora con dos tipos de glandulas. Las mas
abundantes y ubicuas, llamadas glandulas sudoriparas ecrinas, producen sudor,
una secrecion acuosa-salina que excreta electrolitos del medio interno ademas de
termorregular y acidificar la piel hasta un valor de pH de en torno a 5. Las
glandulas sudoriparas apocrinas, localizadas en las axilas, alrededor de los
pezones y en el drea genito-anal, producen una secrecién blanquecina, viscosa e
inodora. El olor comunmente asociado con el sudor es en realidad debido a la
degradacion de la secrecion de las glandulas apocrinas por parte de la microbiota
de la piel (269-271). El tercer tipo de glandulas son las sebaceas, asociadas al
foliculo piloso y que secretan una sustancia lipidica llamada sebo que lubrica y
protege la piel de agentes fisicos, quimicos y bioldgicos.

Al ser la parte del cuerpo mds directamente expuesta al medio externo, es
logico pensar que la piel se encuentra poblada por gran cantidad de
microorganismos, sobre todo bacterias y virus, aunque también hongos, y algunas
arqueas (272), asi como en ocasiones acaros del género Demodex, principalmente
asociados al foliculo piloso. Todos estos organismos se alimentan de las células
muertas y de las secreciones del hospedador. La funcién de las bacterias en la piel
es protectora en dos aspectos: por un lado ejercen una exclusiéon competitiva a
nivel fisico y ecoldgico y por otro juegan un papel en la educacion de los linfocitos
T asociados a la piel. Estas bacterias, pertenecientes a cientos o miles de especies
diferentes (273), pueden encontrarse en numeros de entre 10 y 107/cm? en
superficie en funcion de la parte del cuerpo, aunque pueden alcanzar las 10°/cm?
si se incluyen aquéllas acantonadas en las glandulas y en los foliculos pilosos
(274).
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Desde un punto de vista filogenético, la microbiota de la piel es un
ecosistema oligdrquico en el que hay unas pocas especies presentes en la mayoria
de los individuos. La mayoria de las especies minoritarias suponen
individualmente menos de un 1% de la diversidad (275), y su papel y su
importancia estdn ain muy escasamente estudiados. Estas bacterias de la piel
pertenecen a los cuatro filos mas representados en otras partes del cuerpo:
actinobacterias, Firmicutes, Bacteroidetes y proteobacterias, siendo las del primer
grupo las dominantes en la piel. La diversidad taxondmica de la piel es baja a
nivel de filo, pero alta a nivel de especie (273). El siguiente grupo microbiano mas
representado son los hongos, especialmente especies del género Malassezia que
puede llegar a representar el 80% de la poblacion fangica (276) y, en menor
medida, Debariomyces, Cryptococcus (277) y Candida en condiciones patoldgicas y/o

de inmunosupresion (278,279).

Se pueden distinguir tres tipos de regiones en la piel, que constituyen
ecosistemas muy diferentes y que por tanto contienen comunidades microbianas
con diferentes caracteristicas. La primera se corresponde con las regiones
huimedas, cdlidas y parcialmente ocluidas como la axila, la ingle y los espacios
interdigitales de los pies, donde el pH es ligeramente superior al de otras
regiones. En estas regiones habita Staphylococcus epidermidis, que puede suponer
hasta el 90% de la flora aerobia de la piel (274), bacilos Gram-negativos que hasta
recientemente se creian escasos o ausentes en la piel (278,280) y bacterias
coriniformes, Staphylococcus aureus 'y Streptococcus pyogenes, que pueden
comportarse como patdgenos (278). Estas regiones poseen una amplia diversidad,
detectandose mas de cien especies microbianas distintas en un ombligo (272). La
segunda son las regiones secas, mas fluctuantes térmicamente y expuestas y que
corresponden a brazos y piernas. Contienen la menor cantidad de
microorganismos, sobre todo bacterias Gram-negativas (275), pero la mayor
diversidad (281-283). Finalmente, se encuentran las regiones sebdceas donde la
concentracion de glandulas homoénimas es alta. Se corresponde con la cara, el
pecho y la espalda. Son las areas donde se halla la menor diversidad de especies
bacterianas (273). Se detectan microorganismos lipofilicos, como los
representantes del género bacteriano Propionibacterium y fingico Malassezia (278).
El interior de las glandulas sebdceas ofrece un ambiente andxico, apto para el
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crecimiento de bacterias anaerobias y sobre todo de Propionibacterium acnes que es

una especie muy relevante en la fisiologia cutanea (277,284).

La primera microbiota cutanea se adquiere con el paso del feto por el canal
del parto, donde abundan los lactobacilos. Posteriormente evoluciona, de forma
que en un principio esta dominada por Firmicutes, especialmente estafilococos, lo
que denota un mayor grado de hidratacion de la piel del bebé con respecto a la
del adulto. La evolucién de las comunidades microbianas prosigue, aumentando
en diversidad de especies, hasta que a los 12-18 meses de vida ya es bastante
similar a la de un adulto (285), prevaleciendo las actinobacterias. No obstante, la
microbiota de la piel contintia evolucionando a lo largo de toda la vida del
individuo, de forma diferente en cada microecosistema cutdneo (281,283) y en
funcion de una gran cantidad de factores. Entre estos ultimos se puede destacar
su genética, sexo (las mujeres tienen una diversidad microbiana mayor que los
hombres) (286-288), localizacion geografica, ocupacion y habitos de vida, tipo de
ropa, habitos higiénicos (desde la frecuencia del lavado de manos hasta el uso de
jabones, cosméticos, entre otros) o el uso de antibidticos. Comparada con las otras
microbiotas humanas, la de la piel es la que mads variabilidad experimenta a lo
largo del tiempo (283), especialmente en las dreas con una mayor diversidad, que
coinciden con las mas expuestas al medio externo tales como los brazos y las
manos. De hecho, existen estudios que demuestran que las manos de un mismo
individuo s6lo comparten un 17% de las especies bacterianas, mientras que
manos de distintos individuos comparten un 13% (286). La gran variabilidad
temporal de la microbiota de la piel viene dada, en gran parte, por el cambio
significativo que sufre con la edad en términos que alteran el ecosistema
microbiano de forma importante, tales como la aparicion de pliegues y arrugas o

la deshidratacion.

Como en virtualmente todos los casos, la simbiosis entre hospedador y
microbiota es la base de un mecanismo de defensa para el primero. En primer
lugar los microorganismos suponen una primera barrera fisica que dificulta el
establecimiento de otros organismos potencialmente patdégenos sobre la piel,
compitiendo por espacio y recursos. En segundo lugar la actividad de los
microorganismos supone una defensa quimica contra patdgenos. Las bacterias

lipofilicas como Propionibacterium acnes degradan los triglicéridos del sebo
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liberando acidos grasos libres que contribuyen a la acidificacion de la superficie
de la piel, lo que limita el crecimiento de bacterias patégenas u oportunistas como
S. aureus (289). Otras especies, como S. epidermidis, producen proteinas con
actividad antibiotica llamadas bacteriocinas (274), que afectan a patégenos como
S. aureus y Streptococcus pyogenes, pero no a los integrantes de su propia especie
(290). Se considera por tanto que la microbiota normal ayuda a la inmunidad
innata del hospedador. Por tltimo la microbiota de la piel también ha demostrado
ser educadora y estimulante del sistema inmune adquirido del hospedador.
Aungque estas relaciones son mucho mas complicadas y menos conocidas, se sabe
que existe una intercomunicacion entre queratinocitos, células del sistema inmune
y microorganismos mediada por péptidos antimicrobianos y citoquinas. A pesar
de estar expuesta a un gran numero de microorganismos, la piel sana discrimina
entre microorganismos inofensivos y patogenos. Los mecanismos de esta

inmunotolerancia se desconocen (273).

Un gran nimero de enfermedades dermatoldgicas no infecciosas han sido
asociadas a alteraciones del balance entre microorganismos. De forma empirica,
se observa que muchas de ellas mejoran al lavar la piel con sustancias antisépticas
y/o al hacer uso de antibidticos de uso topico o por via oral (273). Como en el
resto de los casos de asociacion microbiota-enfermedad, se desconoce si estas
composiciones alteradas son la causa o una consecuencia de la funcién incorrecta
de algin elemento del epitelio, del sistema inmune o del sobrecrecimiento de
patégenos (275). En estas enfermedades el tratamiento con inmunosupresores
como corticoides, o incluso anticuerpos monoclonales en casos extremos, es muy
comun, indicando que el componente inmune es también de indudable
importancia. Es probable que en muchos casos la etiologia de la enfermedad
radique en respuestas inmunes excesivas contra microorganismos de la
microbiota normal que por cualquier causa hayan aumentado sus niveles o
invadido 4reas poco comunes para ellos, por lo que las relaciones pueden ser
bastante complicadas (273). Un buen ejemplo es el acné. Es una afeccion que cursa
con la inflamacion del foliculo pilosebaceo que en paises occidentales afecta entre
el 79 y el 95% de los adolescentes y entre el 40 y el 54% de las mujeres mayores de
25 afios (291), lo que supone que sea la octava enfermedad mas comtn a nivel
mundial con 650 millones de individuos afectados. Tradicionalmente se ha

asociado con el sobrecrecimiento de P. acnes, que secreta lipasas, proteasas y
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hialuronidasas al medio para degradar el sebo, lo cual dafia colateralmente la piel
(292). En algunos casos se ha demostrado que pacientes con acné no poseen
significativamente mas P. acnes ni Staphylococcus que individuos no afectados
(293). De forma complementaria a este ultimo punto, otros estudios han hallado
una mayor riqueza de especies microbianas en los foliculos de pacientes con acné
que en los de personas sanas, que si se encuentran dominados claramente por P.
acnes (294). Se especula que el hongo Malassezia globosa (293), al que también se
relaciona con la dermatitis seborreica en el cuero cabelludo, podria tener un papel

en esta patologia (273).

La dermatitis atopica, también conocida como eczema, es una dolencia
crénica y recurrente que afecta en paises occidentales al 15% de los nifos y al 2%
de los adultos. En estos paises industrializados su prevalencia practicamente se
ha triplicado durante las tres ultimas décadas sin causas claras. Clasicamente se
ha asociado a niveles elevados de S. aureus, lo que conlleva una disminucién en la
diversidad microbiana de la piel. De hecho mas del 90% de los pacientes estan
colonizados por este microorganismo, tanto en las areas de las lesiones como en
las no lesionadas, frente a menos de un 5% de los individuos sanos (273,295,296).
También se ha demostrado que las poblaciones de especies del género
Staphylococcus (incluyendo S. aureus y S. epidermidis) aumentan su prevalencia de
un 35% a un 90% en los enfermos durante los brotes. La severidad de los sintomas
muestra una correlacion directa con la disminucién de la diversidad microbiana
(297). Entender las relaciones ecoldgicas entre el sistema inmune, las diferentes
especies de estafilococos y las otras especies cuya prevalencia también varia en
estos brotes serd crucial para comprender la etiologia de la dermatitis atdpica
(297).
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5.1.5 Microbiota del tracto respiratorio

El sistema respiratorio es una de las regiones corporales que se presumian
estériles en condiciones de salud, a pesar de que se sabia que la microaspiracion
de fluidos nasofaringeos hacia el tracto respiratorio por parte de individuos sanos
es normal (298) y que la nocion de que el aire inspirado contiene bacterias es tan
antigua como la propia teoria microbiana de la enfermedad de Louis Pasteur
(299). Desde el primer articulo sobre la identificacion de la microbiota pulmonar
normal por métodos independientes de cultivo (300) ningtin estudio ha hallado

pulmones estériles en personas sanas o enfermas (301).

Anatdémicamente, el aparato respiratorio es un ecosistema muy especial y
heterogéneo en sus diferentes regiones. Se trata de una estructura tubular de
aproximadamente medio metro de longitud con una atmdsfera rica en oxigeno.
Su temperatura es similar a la del ambiente en el extremo mas distal y evoluciona
hasta alcanzar la temperatura fisioldgica de 37°C en los alveolos (302). Esta
recubierta por una mucosa cuya superficie también varia en composicion desde la
riqueza en mucus y proteinas glicosiladas de la trdquea y los bronquios hasta el
recubrimiento con surfactante lipidico y bacteriostatico en la mayor parte de las
areas del pulmon (303). La densidad bacteriana de las vias respiratorias es mucho
menor que la de otras zonas del cuerpo (300). Lo mismo sucede con las
concentraciones de elementos del sistema inmune como IgA o macréfagos, lo que
determina que las interacciones intermicrobianas y entre los microbios y el

hospedador sean muy caracteristicas.

La composicion de la microbiota respiratoria estd determinada por su
adquisicion del aire inspirado que contiene entre 10* y 10° bacterias/mm? (304), de
la microaspiracion subclinica de contenidos del tracto respiratorio superior y de la
eliminacidon de microorganismos por los cilios, por la tos y por el sistema inmune.
En el tracto respiratorio hay especies que estan mejor adaptadas a sus condiciones
y/o son mejor toleradas por el sistema inmune, lo que determina un crecimiento
diferencial entre microorganismos que en ultimo término influyen sobre la
composicion poblacional microbiana en el sistema respiratorio. Se sabe que la
microbiota oral es la principal fuente de microorganismos para las vias

respiratorias. Varios estudios han mostrado que la poblacion microbiana de las
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mismas es mas similar a la de la orofaringe que a la del aire inspirado, la
nasofaringe o el sistema digestivo (163,305-307). Por su parte, la microbiota de las

fosas nasales es mas similar a la cutanea que a la de los pulmones (301).

En condiciones normales, y a pesar de las existentes discrepancias entre
estudios, se acepta que el género bacteriano mas abundante es Streptococcus, que
suele dominar las microbiotas de todos los individuos estudiados. Los géneros
Neisseria 'y Gemella suelen ser los siguientes en abundancia, y miembros de
Prevotella y Veillonella suelen encontrarse también en todos los individuos sanos.
Otras bacterias como Haemophilus, Rothia y Leptotrichia también son frecuentes,
aunque no se encuentran en todos los individuos (308). En general, se considera
que una mayor estabilidad taxondmica de la microbiota respiratoria esta
relacionada con una mejor salud del hospedador (309) aunque, como se discutira
mas adelante, la relacion entre diversidad de especies y salud es discutible.
Ademas, se ha reportado que factores como el sexo, el tipo de muestra empleada
(hisopo, aspirado o esputo) o el consumo de tabaco no modifican la composicion
de la microbiota, mientras que la edad aparece reiteradamente como un factor

muy determinante (308).

Durante la enfermedad, el ecosistema de las vias respiratorias cambia
drasticamente, y consecuentemente la composicion de la comunidad bacteriana
existente. No existe consenso acerca de si la riqueza de especies en las vias
respiratorias esta relacionada con salud o enfermedad, existiendo estudios con
resultados tanto a favor (308) como en contra. Un estudio que analizé las
microbiotas de adultos con infeccion respiratoria aguda por diferentes tipos de
virus (308) y pares asintomaticos identifico diferencias significativas entre ambas,
ya que mientras los primeros contenian una mayor presencia de Haemophilus y
Moraxella, los sanos estaban mayormente colonizados por Streptococcus, Neisseria,
Gemella, Aggregatibacter y Actinobacillus. Estas interacciones entre virus, bacterias y
las mucosas han sido descritas en el tracto respiratorio y otras localizaciones, y
sugieren una relacion entre composicion virica y bacteriana y la posible
patogenicidad de ambos (310,311).

La neumonia es una condicién inflamatoria que afecta a los alveolos del

pulmon. Se achaca a la infeccion por bacterias, entre las que destaca S. pneumoniae,
pero también H. influenzae, Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, S.
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aureus y Moraxella catarrhalis. También puede ser ocasionada por virus, hongos y
parasitos. Al estudiar la microbiota orofaringea de pacientes con neumonia
mayores de 65 anos y adultos menores de 65, asi como de sus correspondientes
pares sanos (312), se observaron diferencias significativas entre todos ellos, tanto
debidas a la edad como al estado de salud. Los enfermos tenian mayor presencia
de Streptococcus y Rothia y una disminucion de Gemella, Prevotella y Veillonella,
entre otras. En este caso la riqueza de especies bacterianas estaba incrementada en
los ancianos enfermos frente a los sanos, aunque esta diferencia no se observé en
los adultos mas jovenes. De forma mas significativa, la densidad bacteriana de las
muestras era mayor en enfermos ancianos, correspondiendo la menor abundancia
a los adultos sanos. Dentro de los enfermos, tanto adultos como ancianos, la
densidad bacteriana se revelé como directamente proporcional a la gravedad de
la enfermedad. Sin embargo, los autores concluyeron el estudio reconociendo que
no podian extraerse conclusiones acerca de si las diferencias observadas eran la

causa o una consecuencia de la enfermedad.

El asma es una enfermedad cronica de tipo inflamatorio que afecta a las vias
respiratorias de unos 250 millones de personas en todo el mundo (313).
Considerada una enfermedad del primer mundo, su prevalencia se encuentra en
marcado aumento en paises en desarrollo. Como otras enfermedades mediadas
por el sistema inmune, especialmente las de tipo alérgico, las causas de su origen
son poco claras, aunque han sido relacionadas con la microbiota y con la hipdtesis
de la higiene. Es mads, la microbiota con la que mas se relaciona el asma es la
intestinal, fundamental en la educacién del sistema inmune (229,314). Como se
detallé anteriormente, se ha observado que la presencia elevada de especies del
género Candida en el intestino, en donde en condiciones normales se halla en bajos
recuentos, estd relacionada con la aparicion de reacciones de hipersensibilidad,
aunque el mecanismo se desconoce (229). El papel de la microbiota de los
pulmones en el asma estd menos estudiado. En uno de los pocos analisis
realizados se llegd a la conclusidon de que los asmaticos podrian tener una mayor
concentracion de proteobacterias que de actinobacterias y Firmicutes, aunque las

diferencias halladas no alcanzaron significacion estadistica (315).

La EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica) es una enfermedad

caracterizada por la destruccion del parénquima pulmonar, lo que provoca
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inflamaciéon y obstruccion de las vias respiratorias y causa enfisema y
bronquitis/bronquiolitis cronica. Es actualmente la cuarta causa de muerte en el
mundo y se espera que sea la tercera en veinte afios (316). Se calcula que el 90%
de los casos de EPOC estan causados por el tabaquismo, aunque es cierto que solo
una minoria de los fumadores desarrollan EPOC (317). No obstante, ni el
mecanismo exacto por el que el tabaquismo causa EPOC, ni la totalidad de las
bases moleculares de la enfermedad estan definidos. Los estudios microbioldgicos
clasicos indicaban que los bronquios de los pacientes con EPOC contenian
pequenas cargas de microorganismos potencialmente patdgenos, mientras que los
de los sanos estaban estériles (231). Hoy se piensa que los pacientes con EPOC
pueden tener una mayor diversidad de especies bacterianas en su tracto
respiratorio por lo observado en muestras de esputo, aspirado bronquial y lavado
broncoalveolar, siendo las mds comunes Streptococcus, Prevotella, Moraxella,
Haemophilus, Acinetobacter, Fusobacterium y Neisseria. Lo observado en pacientes
con EPOC muy severa es que poseen una diversidad taxonémica ain mayor que
los enfermos con formas menos severas de la dolencia, aunque con cargas

microbianas muy bajas (318).

La fibrosis quistica, tratada anteriormente en el apartado de microbiota
intestinal, es una enfermedad genética que ocasiona que todas las secreciones
corporales, incluidas las pulmonares, sean viscosas. Aunque la enfermedad no
suele ser mortal en si misma, si facilita las infecciones respiratorias en los
afectados, que suelen fallecer por infecciones pulmonares causadas por
Pseudomonas o Staphylococcus (319) que producen complicaciones. Estudios
recientes han demostrado que existe una gran variabilidad interindividual en
estos enfermos en lo que a composicion de la microbiota pulmonar se refiriere. Se
observa una tendencia a una composicion polimicrobiana mas compleja y diversa
que lo considerado normal, con colonizacidon de las vias aéreas inferiores por
parte de microorganismos propios de las superiores como Prevotella, lo que puede

deberse a la dificultad de estos enfermos de expulsar el mucus (320).

Contrariamente a lo que en general ocurre al estudiar la relacion entre
microbiota y enfermedad, estos dos tltimos casos, la EPOC vy la fibrosis quistica,
parecen ser claros ejemplos de alteraciones de la microbiota secundarias a la

enfermedad, dado que lo que se conoce de su etiologia no apunta a factores
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microbianos. La situacién puede ser similar en el caso del asma, donde existe una
inflamaciéon permanente que puede modificar la respuesta inmune y la
permeabilidad del tejido. Por lo tanto se presupone que son las alteraciones
ecologicas causadas por las enfermedades las que llevan al cambio de la
composicion de las poblaciones microbianas residentes. Al no haberse descrito
aun ninguna relacion causa-efecto entre la composicion microbiana y una
enfermedad no infecciosa, es razonable mantener la duda sobre si las diferencias
observadas entre las microbiotas de individuos sanos y enfermos son la causa o la
consecuencia de la aparicion de dicha enfermedad en cualquier localizacion

corporal.
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5.1.6 Microbiota y desarrollo del metabolismo y de los sistemas inmune y

nervioso

A pesar de que esta area de investigacion no esta demasiado desarrollada,
existen multiples indicios de que la microbiota juega un papel fundamental, tanto
en la fisiologia del adulto como en el correcto desarrollo de estructuras del
sistema inmune y neuroendocrino en las etapas tempranas de la vida. Por
experimentos con animales libres de gérmenes se ha demostrado que el genoma
de los vertebrados, desde el pez cebra hasta el ser humano (321,322), no contiene
todos los genes para la completa y correcta formacion del organismo. Hay
moléculas efectoras producidas por microorganismos de la microbiota, como
polisacaridos, glicosilceramidas, acidos nucleicos y SCFA que, ademas de facilitar
la digestion y modular la biodisponibilidad de los nutrientes para el individuo,
son fundamentales en el desarrollo de estructuras corporales sanas (323). Los
animales libres de gérmenes tienen serios problemas inmunitarios y una
susceptibilidad aumentada a la infeccidn, especialmente en el intestino, en el que
se observa un subdesarrollo del sistema inmune asociado a mucosas. Por ejemplo,
hay menos placas de Peyer y las existentes son mds pequefias. También hay
menos ganglios linfaticos mesentéricos y se detecta una morfologia de las criptas
alterada y un grosor del mucus reducido (324,325). A nivel celular, se observan
alteraciones en el balance entre diferentes clases de linfocitos T y la produccion de
interleuquinas (326-328) y los linfocitos B de estos animales producen menos
cantidad de IgA, esencial en la defensa de las mucosas (329). Ademas en estos
animales se observan alteraciones en el comportamiento y en la respuesta al estrés
(330) que se atribuyen a niveles reducidos de dopamina, noradrenalina y
serotonina. Todas ellas son hormonas importantes para el desarrollo del sistema
nervioso entérico y actian como moléculas sefalizadoras en el eje hipotalamo-
pituitario-adrenal (331,332). La dependencia de la microbiota para el correcto
desarrollo del sistema neuro-inmune-endocrino, asi como los mecanismos de
comunicacion bidireccional entre él y los microorganismos del intestino de cuya
importancia se tiene evidencia creciente, han llevado al desarrollo del concepto
del eje intestino-cerebro (333,334). Ademas, se ha demostrado que las anomalias
causadas por la falta de una microbiota son reversibles mediante la constitucion

de una microbiota en esos individuos, por ejemplo mediante trasplante fecal
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(335). Incluso la ingesta de determinadas cepas probioticas aisladas, no de
microbiotas completas y complejas, ha demostrado ser efectiva en experimentos

con animales (336).

En humanos, en los que los experimentos con individuos libres de gérmenes
no son posibles, se tienen evidencias menos directas del papel de la microbiota en
el desarrollo de la inmunidad y del sistema nervioso. En el caso del sistema
inmune, y englobado en la hipotesis de la higiene, existen multitud de estudios
que relacionan el modo de vida occidental con el desarrollo de enfermedades de
tipo alérgico, atdpico y de hipersensibilidad. Por ejemplo, se sabe que la
dermatitis atopica y las alergias son mas frecuentes en nifios que viven en dreas
urbanas (337), que no se exponen a animales 0 mascotas en sus primeros afnos de
vida (338), que son expuestos de forma temprana a antibidticos (339), con padres
con un nivel mas alto de educacion (340), o en cuyas casas los platos son lavados a

maquina y no manualmente (341).

Conviene destacar que en el desarrollo del sistema nervioso y cognitivo se
tiene una gran esperanza depositada en la posible relacion entre la microbiota
intestinal y el autismo (342,343) y la depresion (344). Aunque existen sugerencias,
la mecanistica de estas interacciones o incluso si realmente existe una relacion
causa-efecto o efecto-causa entre la microbiota y enfermedades humanas no se

conoce.
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5.1.7 Cambios historicos de la microbiota humana

Los estudios sobre la composicion de la microbiota humana que se llevan
realizando de forma intensiva durante la ultima década estan centrados
generalmente en la perteneciente a individuos de paises desarrollados,
principalmente EEUU y Europa. Todos los expertos asumen que la composicion
de las microbiotas de personas de paises industrializados estd muy lejos de la
microbiota original del ser humano, si es que eso existe. En este sentido hay que
recordar que existen muchos factores que influyen sobre la microbiota, desde una
dieta rica en grasas e hidratos de carbono refinados, al acceso a agua potabilizada,
pasando por el uso de hdbitos de higiene cuya implantacion es muy reciente o al
uso de medicamentos, especialmente antibioticos. Todos ellos determinan que la
microbiota de estos individuos, incluso de los sanos, no sea la normal del ser
humano como animal. Como prueba de ello baste citar que en su libro The good
gut (345), Justin y Erica Sonnenburg, de la Universidad de Stanford, describen
esta situacion como “los restos del siniestro de la microbiota occidental”, y los
definen con la analogia de que intentar conocer cémo es la microbiota normal del
ser humano a partir de muestras de individuos occidentales es como “intentar
saber cdmo es un avion sin saber nada de aviacion y con tan sélo una foto de los

restos de un accidente aéreo”.

Se tiene acceso a la composicion de la microbiota de los antepasados delos
hombres modernos gracias al registro fosil en especimenes arqueoldgicos y
paleontologicos de coprolitos, lo que da una estimacion del perfil de la microbiota
intestinal, y de la placa dental calcificada que estima la microbiota oral. A pesar
de que la informacion que se puede extraer de estas muestras es limitada, si se
han identificado cambios drasticos en la microbiota en momentos clave de la
historia, como el desarrollo de la agricultura y la ganaderia en el neolitico (10.000
anos a.C.) y a partir de la revolucién industrial (mediados del siglo XIX) (346). Se
ha analizado también el microbioma intestinal de una momia de los Andes del
siglo XI, muy anterior a la llegada de los europeos, detectandose secuencias
homologas a Clostridium botulinum, Trypanosoma cruzi y papilomavirus, asi como

secuencias de resistencia a antibidticos beta-lactdmicos, a la fosfomicina,



96 LUIS GOSALBEZ CISNEROS-MIRET

cloranfenicol, aminoglicésidos, macrdlidos, quinolonas, tetraciclina y

vancomicina (347).

Las mejores estimaciones de la posible composicion de la microbiota de las
primeras poblaciones humanas son los estudios con tribus no contactadas entre si
de Africa, Asia y América (348-350). Estos ensayos son particularmente
ilustrativos porque suelen centrarse ademas en las diferencias existentes entre las
microbiotas de las poblaciones indigenas y las de pares equivalentes para sexo y
edad de poblaciones con un estilo de vida occidental. Todos estos estudios
coinciden en que las microbiotas de las poblaciones occidentales tiene una
diversidad taxondmica muchisimo menor que la de las poblaciones indigenas. La
razon probablemente es una alimentacion mas homogénea, su hipersanitizacion y
el uso de los antibioticos. De hecho, el analisis metagenémico de las actividades
metabolicas presentes en las microbiotas de las poblaciones no industrializadas
revela que la diversidad metabdlica de estos ecosistemas microbianos es también

mucho mayor.

Tanto los estudios arqueopaleontologicos como los de poblaciones aisladas
del modo de vida occidental coinciden en que el factor fundamental que ha
determinado la evolucién de la microbiota caracteristica del hombre es su
alimentacion (125) y su estilo de vida, principalmente sus estdndares de higiene
(349,350). Como resultado de una alimentacidén cada vez menos variada y mds
procesada y de unas condiciones de vida asépticas los seres humanos han ido
progresivamente perdiendo diversidad de especies microbianas en todas sus
microbiotas. A pesar de que las microbiotas de individuos modernos y
occidentales, sanos o enfermos, no arrojan resultados concluyentes y solidos
acerca de la relaciéon entre la composicion de la microbiota y la salud o
enfermedad, se tiene la sensacion generalizada de que el estilo de vida occidental
causa alteraciones en la microbiota que llevan al desarrollo de determinadas
dolencias propias de la industrializaciéon. Esta nocidn es simplemente un factor
anadido a la clasica hipdtesis de la higiene. La teoria que, formalmente desde
principios del siglo XX, las industrias alimentaria y farmacéutica mantienen es
que estrategias modificadoras de la microbiota pueden revertir los cambios
patologicos sufridos por ella, ya sean éstos fruto de la occidentalizacion o de

cualquier otro factor, mejorando la salud o curando las enfermedades. El
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principal problema al que esta teoria se enfrenta es que, salvo en contadas
ocasiones y como se ha detallado anteriormente, la relacién entre composicion de
la microbiota, salud y enfermedad es débil. Mas concretamente, el problema
ultimo radica en que incluso en aquellos casos en los que se han establecido
diferencias claras y significativas en la microbiota de personas sanas y enfermas
para una determinada condicidn, existe un alto grado de incertidumbre en si esos
cambios son la causa de la enfermedad, una consecuencia de ella, o una mezcla de

ambas.

Por lo tanto, tal y como se adelanto en el capitulo de “Introduccion”, existen
multitud de indicios que apuntan a que las microbiotas asociadas a las distintas
localizaciones del cuerpo humano juegan un papel determinante en su biologia,
en su fisiologia y por lo tanto en su salud. No obstante, existen si cabe atin mas
incognitas acerca de los mecanismos que conforman esta relacion entre el hombre
y sus microbios. A pesar de la incertidumbre, las industrias alimentaria y
farmacéutica se han aventurado, en muchas ocasiones de forma mas empirica que
racional, pero con muy buenos resultados, al disefio de estrategias para preservar

o devolver la salud a las personas a través de intervenciones sobre su microbiota.
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5.2 MICROBIOLOGIA Y MICROBIOTA APLICADAS EN LOS SECTORES ALIMENTARIO Y
FARMACEUTICO

Desde la aparicion de la especie humana, ésta ha tenido una estrecha
relacion con los microorganismos. Ademas de sufrir infecciones, el ser humano ha
utilizado durante siglos de forma empirica los microorganismos para su
beneficio, tanto en la conservacion como en la produccion de alimentos
fermentados. Posteriormente, tras descubrir su existencia empezé a aprender a

defenderse de ellos y a utilizarlos con un alto nivel de sofisticacion.

5.2.1 Microbiologia en el sector alimentario

El sector industrial alimentario es el que ha tenido una relaciéon mas
prolongada con la microbiologia, aunque haya sido de forma mds o menos
intencionada. Esta relacion se ha producido en un doble sentido. Por una parte el
hombre siempre ha sido consciente del deterioro de los alimentos causado por los
microorganismos, asi como de los efectos de las toxiinfecciones alimentarias, a
pesar de que hasta el siglo XIX no fuera plenamente conocedor de su
funcionamiento. Por ese motivo se comenzaron a desarrollar técnicas para la
conservacion de los alimentos desde muy antiguo, desde el desecado y salado
hasta la ultracongelacion y los conservantes quimicos modernos, pasando por la
pasteurizacion. Por otra parte, y probablemente al ser descubiertos de forma
casual como resultado del deterioro de alimentos y/o como mecanismos de
conservacion, se conocieron las conversiones microbianas, generalmente por
procesos de fermentacién, de alimentos y bebidas. Un estudio reciente reporta
evidencias de fermentacion de pescado como método de conservacion hace 9.000
anos en Escandinavia, lo que supone la evidencia del uso mas temprano de esta
tecnologia (351).

Esta segunda faceta de la relacion hombre-microbio-alimento podria
considerarse intencionada hasta el siglo XIX, aunque inconsciente en lo que a la
naturaleza o funcionamiento se refiere. Con los avances en la microbiologia a lo
largo del siglo XX, estos procesos fermentativos se han ido sofisticando y
mejorando para obtener mayores rendimientos, seguridad o mejores propiedades
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organolépticas en los productos. Ademas de su uso para la obtencion de
productos de alto valor afiadido como la cerveza, el vino, la mantequilla o los
quesos, los procesos de fermentacion de alimentos son actualmente un motor de
la alimentacion funcional (352). En este contexto de expansion de los alimentos
fermentados y la microbiota intestinal, los probidticos y los prebidticos han

ganado gran importancia en los ultimos afos en la industria alimentaria.

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que consumidos en
cantidades adecuadas confieren beneficios para la salud (353). Suponen un
mercado global de alrededor de 35.000 millones de dolares con previsiones de
crecimiento hasta los 47.000 millones de dodlares en 2020. En la practica, se ha
trabajado con una veintena de especies probidticas de bifidobacterias y
lactobacilos (TABLA 2). Recientemente, y dado el crecimiento de la demanda de
productos, han salido al mercado gran diversidad de productos con probidticos,

lo que también ha propiciado el uso de especies microbianas nuevas.

Reino Genero Especie

adolescentis

animalis ssp. lactis
bifidum

breve

Bifidobacterium

longum

longum biotipo infantis

acidophilus

delbrueckii ssp. bulgaricus

caset

crispatus

Bacterias fermentum

gasseri

Lactobacillus helveticus

Johnsonii

paracasei

plantarum

reuteri

rhammnosus

salivarius

Lactococcus lactis

Streptococcus thermophilus

Hongos (levaduras) | Saccharomyces | (cerevisiae ssp.) boulardii

TABLA 2. Listado de especies de bacterias y levaduras
usualmente empleadas como probioticos
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Los prebioticos son ingredientes fermentables no digestibles que ocasionan
cambios especificos beneficiosos para la salud en la composicion y/o la actividad
de la flora intestinal (354). Suponen un mercado de 3.000 millones de euros dentro
del sector alimentario. En la actualidad se usan principalmente tres clases de
fibras prebioticas: fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS) e
inulina. La demanda de estos productos en alimentaciéon funcional probablemente
propicie la aparicion de nuevos prebidticos.

La industria alimentaria ha hecho grandes esfuerzos por demostrar los
beneficios derivados del consumo de probidticos y prebidticos para la salud
intestinal, inmune y metabdlica. La gran heterogeneidad de productos (matriz
alimentaria, capsulas, etc.), la diversidad de cepas microbianas utilizadas o el
disefio experimental empleados en algunos ensayos clinicos, hace que los
resultados sean discrepantes y dificilmente interpretables. Aun asi, algunos
resultados provenientes de estos trabajos, junto la mayor capacidad de estudio de
la microbiota humana desarrollada recientemente, han llamado la atenciéon de la
industria farmacéutica, que ve en el uso de estrategias de modificacion de la
microbiota, incluido el de células microbianas vivas, la via para obtener nuevos

desarrollos con potencial terapéutico y/o farmacologico.
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5.2.2 Microbiologia en medicina y en el sector farmacéutico

La relacion del ser humano con los microorganismos patdgenos es tan
antigua como su propia existencia como especie. Probablemente, las
enfermedades infecciosas comenzaron a expandirse rapidamente en poblaciones
sedentarias y crecientemente densas desde la invencion de la agricultura y la
ganaderia. De hecho, existe evidencia de la viruela en momias egipcias de 3.000
anos de antigliedad, asi como papiros con representaciones relacionadas con
enfermedades infecciosas y la poliomielitis. Entre los siglos IV y V a.C. Hipocrates
escribio sobre la dispersion de las enfermedades por medio del aire y el agua. En
un principio la transmision de las enfermedades infecciosas se achacaba a los
miasmas (del griego plaopa, contaminacién), unas formas nocivas de vapores o
mal aire emanante de materia en descomposicion. En 1546 Girolamo Fracastoro
propuso que la enfermedad podria diseminarse gracias a particulas semejantes a
semillas por contacto directo, por fomites o por el aire. La invencion del
microscopio en el siglo XVII permiti6 la observacion de los microorganismos y en
el siglo XIX se desarrollaron las técnicas de cultivo microbioldgico. Asi en la
segunda mitad del siglo XIX Louis Pasteur sembrd las bases de la teoria
microbiana de la enfermedad que defendia que las bacterias eran los agentes
causantes de las enfermedades infecciosas. Los virus se unieron a esta teoria al ser

descubiertos en la década de 1890.

En 1884 el médico aleman Robert Koch desarroll6 una metodologia
experimental y unos criterios conocidos como los Postulados de Koch para
demostrar que una especie microbiana concreta es la causa de una determinada

enfermedad. Los criterios se enumeran a continuacion (355):

- El agente patdgeno debe estar presente en todos los organismos que

sufren la enfermedad y ausente en los sanos

- El agente debe ser cultivado en un cultivo axénico puro aislado del

cuerpo del organismo enfermo

- El agente aislado en un cultivo axénico debe provocar la enfermedad en

un organismo sano al ser inoculado
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- El agente debe ser aislado de nuevo de los animales de experimentacion

y ser idéntico al inoculado originalmente

Estos criterios han permitido la identificaciéon de los microorganismos
causantes de multitud de enfermedades. A pesar de que siguen siendo la base
tedrica de la microbiologia clinica, como se verd mas adelante, tiene notables

limitaciones.

Desde la formulacién de los Postulados de Koch la practica médica, la
industria quimico-farmacéutica y las autoridades de salud publica han centrado
sus esfuerzos en luchar contra los microorganismos. Historicamente, la palabra
bacteria ha tenido connotaciones negativas relacionadas con la enfermedad y falta
de higiene. En un principio esta concepcion negativa de los microorganismos
tuvo consecuencias enormemente positivas para el ser humano. El primer hito
significativo en la batalla del hombre contra los microrganismos patogenos fue la
primera vacunacion contra la viruela llevada a cabo por Edward Jenner en
Inglaterra en 1796, al inocular a un nino de ocho afos con pus de una granjera con
la enfermedad. Jenner ni siquiera conocia la existencia de los microorganismos, y
mucho menos de los virus que fueron descubiertos 75 afios tras su muerte. Aun
asi, desarrolld el concepto de vacuna desde la sabiduria popular de que las
vaqueras solo sufrian la viruela una vez en su vida. A partir de entonces, y a
pesar de los movimientos en su contra, las vacunas han sido uno de los factores
mas importantes implicados en la drastica reduccién de la mortalidad y
morbilidad del ser humano, especialmente la infantil, y del aumento de la

esperanza de vida.

Otro hecho importante en la lucha contra las enfermedades infecciosas fue
el desarrollo de los antibidticos. Se suele asociar el inicio de los antibidticos al
médico escocés Alexander Fleming en 1928. Esta fecha se corresponde con el
descubrimiento de uno de los antibidticos mas eficaces como es la penicilina, pero
el primer paso en el descubrimiento de los antibidticos lo dieron los quimicos
Paul Ehrlich y Alfred Bertheim y el bacteridlogo Sahachiro Hata con la invencion
del Salvarsan, un derivado organoarsénico para el tratamiento de la sifilis, en
1909. Su version mejorada Neosalvarsan fue el medicamento mas prescrito hasta
la llegada de la penicilina en los afios 40 (356). El desarrollo de la

sulfonamidocrisoidina por quimicos de la empresa alemana Bayer en los afios 30
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también supuso un ejemplo anterior de antibidtico previo a la penicilina (356).
Incluso antes de eso, en 1899 dos médicos alemanes observaron que Pseudomonas
aeruginosa, antes conocida como Bacillus pycyaneus, producia compuestos activos
contra distintas bacterias y emplearon un extracto de esta bacteria, al que
llamaron piocianasa. En realidad se trataba de moléculas de “quorum sensing”,
para tratar diferentes enfermedades infecciosas, pero la poca consistencia de los
resultados y la toxicidad del producto llevaron al abandono de su uso (356).
Antes del uso generalizado de la penicilina, ya se habia descrito la capacidad de
algunas bacterias para degradarla enzimdaticamente (357). Actualmente, tras
décadas de uso intensivo de antibidticos, existe una gran cantidad de bacterias
patogenas que resisten el tratamiento con las mas de 20 fuentes y clases quimicas
de antibidticos descubiertas o desarrolladas hasta ahora. Estas infecciones
multiresistentes son una de las mayores causas de preocupacion para las
autoridades sanitarias y suponen unas 25.000 muertes al afio en la Unién Europea
(UE) (358) y unas 63.000 en EEUU (359).

Nuestra relacion con los microorganismos ha cambiado radicalmente en los
ultimos doscientos afios. Por una parte, y gracias a las vacunas y los antibidticos,
las enfermedades infecciosas ya no suponen una causa mayoritaria de muerte
para el ser humano. Las que mas mortalidad causan son las infecciones del tracto
respiratorio inferior (3,1 millones de muertes en 2012), que se encuentran en el
cuarto lugar por detrds de las enfermedades cardiovasculares, los accidentes
cerebro-vasculares y la EPOC, todas ellas plagas modernas no transmisibles. El
SIDA o las diarreas, con 1,5 millones de muertes anuales cada una, y la
tuberculosis, con unas 900.000, ocupan el sexto, séptimo y décimo lugar de esa

lista, respectivamente (360).

Por todo ello, la comunidad cientifica y gran parte de la poblacién general
son conscientes de que la microbiota juega un papel crucial en el desarrollo y el
buen funcionamiento del cuerpo humano. Esto, junto con el temor al aumento de
las resistencias, no solo afecta a la generalizacion de politicas de uso racional de
los antibioticos sino también a otras practicas médicas, como el parto por cesdrea,

que afectan a la composicion de la microbiota.
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5.2.3 Estrategias terapéuticas o clinicas basadas en microorganismos

5.2.3.1 Sector alimentario: intervenciones nutricionales con probidticos. Evidencia

cientifica y clinica de su eficacia.

La investigacion sobre la interaccion de productos con microorganismos con
la salud humana es muy intensa. Dado que los productos basados en
microorganismos se han posicionado clasicamente en el campo de la alimentacion
y que muchos de esos productos han ido tradicionalmente dirigidos a la
poblacion infantil, una gran parte del esfuerzo de investigadores industriales y
académicos se ha centrado en demostrar su seguridad. Cientos de estudios y
décadas de uso por parte de la poblacion general hacen asumir que todas las
cepas microbianas actualmente utilizadas tienen un buen perfil de seguridad. Los
eventos adversos registrados en el uso de probidticos y otros microorganismos no
van mads alld de la flatulencia o ligeras molestias intestinales. Hay unos pocos
casos excepcionales en los que se han descrito problemas de seguridad ligados al
uso de probidticos y en todos ellos los afectados eran personas con
inmunodepresion (361). Por el contrario, la evidencia de su eficacia esta mucho

mas discutida.

Existen cientos de estudios acerca de la eficacia de la ingesta de probidticos
como estrategia nutricional para la gestion de una gran diversidad de dolencias,
desde la obesidad y el sindrome metabolico hasta la depresion, pasando por
enfermedades dermatolodgicas y determinados canceres. Las conclusiones de esos
estudios son dispares, y van desde excelentes resultados clinicos, por ejemplo, en
la detenciéon del avance e incluso la disminucion de tamafio de los tumores
hepaticos (362), a la ausencia de eficacia. La disparidad de poblaciones, dolencias,
disefios experimentales, productos y cepas, entre otros multiples factores, hacen
que extraer conclusiones acerca de la eficacia de los probidticos como conjunto
resulte imposible. Existen también numerosas revisiones de la literatura y meta-
analisis que, del mismo modo, llegan a conclusiones dispares y muchas veces

contradictorias.

Con el fin de arrojar luz sobre este asunto, y con el objetivo de proporcionar

a los médicos una herramienta para la toma de decisiones, un grupo de médicos
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canadienses elaboré una base de datos que se actualiza anualmente
(www.probioticchart.ca). En ella se listan productos o combinaciones concretas de
cepas probidticas especificas en formatos o matrices alimentarias determinadas,
que han demostrado eficacia en ensayos clinicos doble-ciegos, aleatorizados y
controlados por placebo. Las dolencias para cuyo tratamiento o gestion existen
productos con probidticos con alto nivel de evidencia cientifica de eficacia segin
los criterios de estos investigadores son la diarrea asociada a antibioticos,
infecciosa o del viajero en adultos y en nifos, el estrefiimiento, la enterocolitis
necrotizante en recién nacidos, la prevencion de la diarrea por C. difficile, la colitis
ulcerosa, el IBS, la infeccién por H. pylori (terapia adjunta) y las enfermedades
infecciosas del tracto respiratorio, tanto en adultos como en nifos. En todas ellas
se ha demostrado que determinados probioticos son capaces de reducir la

frecuencia o el tiempo de recuperacion.

5.2.3.2 Sector médico-farmacéutico: microorganismos-medicamentos y productos

sanitarios en Europa

La industria farmacéutica no sélo se ha centrado en el desarrollo de
estrategias para destruir microorganismos. Existen también determinados
medicamentos cuyo objetivo es preservar o repoblar el cuerpo humano con
microorganismos. No obstante, a pesar de que suponen la mayoria de los
medicamentos basados en microorganismos aprobados o en investigacion hasta
ahora, los productos basados en microbios vivos administrados por via oral no

son la tinica opcion que la industria biofarmacéutica se esta planteando.

5.2.3.2.1 Enfoques para el uso farmacoldgico de microorganismos y/o la

microbiota

El conocimiento creciente acerca del papel de la microbiota en la salud del
ser humano ha conllevado un incremento en los recursos dedicados a la
investigacion en este campo. En poco tiempo se ha generado una gran diversidad

de estrategias o enfoques para el uso de la microbiota como producto o diana
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terapéutica, no sélo en el ambito académico sino también en el mundo de la
inversion privada (ver FIGURA 1y TABLA 1).
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En muchos paises de Europa existen distintos productos formulados con
microorganismos como lactobacilos, bifidobacterias o levaduras que se regulan
como farmacos desde hace décadas. En otros paises europeos y en EEUU la
situacion es diferente, ya que los productos con microorganismos se han
clasificado histéricamente como ingredientes y complementos alimenticios. El
mas estudiado de todos es la ingestion de uno o varios probidticos vivos con el
objetivo de que colonicen el intestino e interactien con los otros elementos de ese
ecosistema ejerciendo un efecto beneficioso. En esta variante el nimero de
especies 0 cepas microbianas contenidas en el producto puede variar desde una a
decenas. La simplicidad tecnologica de estos desarrollos y su poco contenido
cientifico hizo que durante bastantes afos la industria farmacéutica no tuviera un
gran interés en el uso de microorganismos como medicamentos. Sin embargo,
como antes se indico, desde hace unos pocos afios y coincidiendo con la llegada
de las tecnologias de analisis de microbiomas, un niimero creciente de companias

biotecnologicas han retomado estos esfuerzos.

Un primer ejemplo es CBM588 de la empresa Osel, Inc. (Mountain View,
CA, EEUU), un producto que contiene la cepa MIYAIRI 588® de Clostridium
butyricum. Estd destinado a administracion oral para la prevencion de la diarrea
asociada a antibidticos. Los resultados in vitro con este producto indican que
podria ser eficaz también frente a la diarrea causada por C. difficile, que también
puede estar asociada al uso de antibidticos (363). Este mismo producto esta siendo
investigado por la empresa a nivel preclinico para el tratamiento de la
enfermedad inflamatoria intestinal en base a resultados positivos de eficacia en
modelos murinos (364,365). La seguridad de la cepa ha sido estudiada tanto in
vitro como in vivo (366). Otro ejemplo es el de Shire Pharmaceuticals (Dublin,
Irlanda), que tras comprar Viropharma en 2013 estd desarrollando un farmaco
conocido como VP20621 o NTCD-M3 también contra la infeccion por C. difficile.
Este producto esta basado en una composicion definida de esporas no toxigénicas
de C. difficile (cepa M3) para la inhibicion ecoldgica y metabolica del patdgeno.
Como se vera mas adelante, la infeccion por C. difficile es una de las principales
aplicaciones a corto plazo de las estrategias terapéuticas a través de la microbiota,

muy especialmente en el campo del trasplante fecal.
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Otras empresas no estan empleando cepas aisladas de microorganismos
sino consorcios, definidos pero complejos, de microbios como medicamentos. Tal
es el caso de Vedanta Biosciences, Inc. (Boston, MA, EEUU), que esta
desarrollando conjuntamente con Janssen Biotech, una filial de Johnson &
Johnson, un producto denominado VE202 consistente en la asociacion de 17 cepas

de clostridios para modular la mucosa intestinal y tratar la IBD.

Los microorganismos empleados en los medicamentos son, en general, de
tipo bacteriano. No obstante, uno de los fdrmacos microbianos mas exitosos y
ampliamente distribuidos en el mundo es la levadura Saccharomyces boulardii de la
empresa Biocodex S.A. (Paris, Francia). Es mds, un mayor conocimiento de la
ecologia de la microbiota intestinal permite el uso de formas microbianas no
exploradas hasta tiempos recientes como los bacteridéfagos. Un ejemplo de esta
ultima estrategia es la terapia para enfermedad de Crohn en desarrollo conjunto
por Intralytix, Inc. (Baltimore, MD, EEUU) y Ferring Pharmaceuticals (Saint-Prex,
Suiza), basada en el uso de bacteriéfagos contra E. coli adherente-invasiva, que ha

sido relacionada con el desarrollo de esta dolencia.

A pesar de que la mayoria de los ejemplos de farmacos microbianos se
encuentran en el dmbito de la microbiota intestinal, existen también ejemplos de
empresas trabajando en estrategias similares para la microbiota de otras
localizaciones corporales. En el caso de la microbiota de la piel, la empresa
americana AOBiome, LLC. (Cambridge, MA, EEUU) ha desarrollado una linea de
cosméticos y estd desarrollando otra de farmacos basados en bacterias
nitrificantes. Su proyecto mas avanzado a nivel clinico esta en fase 2 para acné
vulgar. Se denomina B244 y es un producto topico que contiene Nitrosomonas
eutropha (NCT02656485). La empresa planea utilizar la misma estrategia de uso de
bacterias nitrificantes para otras enfermedades inflamatorias de la piel como la
dermatitis atdpica infantil, el eccema en adultos y la rosidcea. La compania
Dermala, Inc. (San Francisco, CA, EEUU) ha seguido una estrategia similar y tiene
hasta ocho proyectos para desérdenes dermatologicos.

La piel no es la tnica localizacién corporal en la que el uso topico de
microorganismos es posible. La antes citada Osel posee uno de sus productos mas
avanzados en desarrollo clinico en el ambito de la microbiota de los tractos genital

y urinario de la mujer. Lactin-V es un producto de aplicacion topica vaginal que
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contiene la cepa Lactobacillus crispatus CTV-05 y que se encuentra en fase 2, tanto
para vaginosis bacteriana recurrente como para infecciones recurrentes del tracto
urinario femenino (367,368). El producto ha pasado satisfactoriamente los ensayos

de fase 1 para la comprobacion de su seguridad (369,370).

Generalmente los microorganismos empleados como farmacos suelen estar
vivos, por eso se les denomina LBP (por las siglas en inglés de “Live
Biotherapeutic Product”). No obstante, en otros casos pueden estdn muertos o
inactivados. A este tipo de productos se les denomina probidticos fantasma. Uno
de estos productos esta en el mercado desde hace décadas y se denomina Lacteol.
La empresa catalana Manremyc, S.L. esta trabajando en un concepto similar al
que llama Nyaditum resae. Se ha desarrollado como un complemento alimentario y
estd basado en micobacterias de la especie Mycobacterium manresiensis muertas. Se
ha disefiado para evitar la aparicion de los sintomas de la tuberculosis en

individuos infectados mediante la “educacion” de su sistema inmune.

Un caso particular del uso de consorcios microbianos como medicamentos
es el trasplante fecal (FMT por las siglas en inglés de “Fecal Microbiota
Transplantation”). Esta técnica emplea heces humanas procesadas como
medicamentos mediante su trasplante desde un donante sano a un receptor
enfermo mediante enema, colonoscopia, cdpsula o sonda naso-entérica. El
objetivo es establecer o reestablecer una comunidad microbiana sana en el
receptor. Como se detallard mds adelante, las principales barreras que esta
practica tiene son de tipo regulatorio (371). En realidad se trata de una técnica
antigua. Se tiene constancia de la practica del FMT desde el siglo IV en China,
cuando el médico Ge Hong describi6 la administracion oral de materia fecal de
donantes sanos para el tratamiento de intoxicaciones alimentarias o diarreas
severas. Existe mds registro en China en el siglo XVI para el tratamiento de
enfermedades abdominales (372). En el siglo XVII el anatomista italiano Girolamo
Fabrizi d'Acquapendente explico la técnica de inoculacién de rumen de vacas
sanas a otras que aparentemente habian perdido la capacidad de rumiar (373).
Esta practica sigue realizdndose a dia de hoy (374). En humanos se volvié a
documentar el empleo de FMT hace casi sesenta afios, cuando el Dr. Ben Eiseman
traté con enemas fecales a cuatro pacientes con enterocolitis pseudomembranosa

(probablemente diarrea por C. difficile) (375). Desde entonces se han descrito en la
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literatura mas de quinientos casos (376-378). Sin embargo, no fue hasta 2013
cuando se realizd el primer ensayo clinico aleatorizado y controlado (379) con
mas de cuarenta participantes con infecciones recurrentes por C. difficile en los
que la primera linea de terapia basada en el tratamiento con el antibidtico
vancomicina habia fracasado. En el ensayo, un grupo recibi6 un segundo
tratamiento estandar de vancomicina y el otro el antibidtico junto con un fluido
de heces sanas filtradas a través de una sonda nasal. Este ensayo tuvo que ser
cancelado por motivos éticos ya que el FMT se mostré igualmente seguro pero
mas del doble de efectivo que el tratamiento con antibidticos por si solo (81%
frente a 30% de eficacia), de modo que se considerd una falta de ética clinica no
tratar a todos los pacientes con FMT. Otros estudios con FMT no aleatorizados
que suman cientos de pacientes con diarrea por C. difficile han tenido tasas de
éxito cercanas al 90% (380). Ademas de su extraordinario perfil de eficacia, lo que
destaca de los resultados con FMT es la seguridad que han mostrado. Existe un
unico caso documentado (381) en el que se registrd un evento adverso. Se trataba
de una mujer de 32 afios con diarrea recurrente por C. difficile a la que se
trasplantd material fecal de su hija sana. Durante los dieciséis meses posteriores a
la intervencion reportd una ganancia de peso no intencionada de 61 kg a 77 kg, lo
que supuso un cambio en su IMC (Indice de Masa Corporal) de 26 (ligero
sobrepeso) a 33 (obesidad moderada). Los autores describen en el trabajo que la
hija donante también paso en el mismo periodo de tiempo de un peso de 61kg e
IMC de 26,4 a un peso de 80 kg e IMC de 34,5. Dado lo inexplicable del caso, y al
tratarse del inico descrito, se considera que el FMT es una técnica muy segura.

No obstante, y dadas las incognitas que atin rodean a esta técnica, es
practica habitual someter a los donantes y al material fecal a exhaustivos
controles. En heces se examina la presencia de C. difficile, E. coli enterocolitica y
sus toxinas, E. coli O157:H7, Salmonella, Shigella y sus toxinas, Campylobacter,
Yersinia, H. pylori, Giardia, Cryptosporidium, S. aureus meticilin-resistente, Vibrio y
Listeria. Los tests seroldgicos suelen incluir VIH tipos 1 y 2, Hepatitis A, By C,
sifilis y un panel de salud hepatica. Suele incluirse, ademads, un cuestionario de
salud digestiva y general (382). Los tests llegan a ser tan exigentes que sélo el 3%
de los donantes son admitidos (383).
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Dada la alta eficacia observada en ensayos clinicos, existen diferentes
empresas trabajando en el FMT para distintas indicaciones, desde la diarrea por
C. difficile en la que trabajan la mayoria y en la que todas se encuentran mas
avanzadas en su fase clinica, hasta la colitis ulcerosa, la obesidad y la
encefalopatia hepatica. Todas estas empresas, aunque coinciden en sus estandares
de seguridad y control de calidad, difieren en el método de preparacion del
material fecal de forma previa a su trasplante y por lo tanto en su composicion, en

su posologia e incluso en su modo de aplicacion.

En ocasiones se transfiere un material fecal relativamente poco procesado,
en el que la virtual totalidad de la comunidad bacteriana intestinal del donante se
transfiere al receptor. Este es el caso de OpenBiome, una asociacién sin d&nimo de
lucro que acttia como banco de heces intermediario entre donantes anénimos,
gastroenterologos y pacientes y cuyo FMT Capsule G3 esta dirigido contra la
diarrea por C. difficile. También es el caso de la empresa Rebiotix, Inc. (Roseville,
MN, EEUU). En este caso el producto RBX2660 se encuentra en fase 2 para la
infeccion por C. difficile recurrente (382). A pesar de la relativa incertidumbre con
respecto a su composicion, la FDA ha catalogado el producto como medicamento
y le ha otorgado el estatus de huérfano. En otro enfoque del FMT, la empresa
MaaT Pharma S.A. opta por prescindir de donantes de material fecal, realizando

FMT autélogos.

El FMT no deja de ser una practica que se ha extendido hace poco tiempo y
que resulta extrafia, muy especialmente a unos legisladores farmacéuticos y
sanitarios acostumbrados a lidiar con productos relativamente sencillos desde los
puntos de vista quimico y bioldgico. Esta es la causa de que su regulacion sea
controvertida, como se detallard mdas adelante. Precisamente por estos problemas
regulatorios y de otros tipos que supone el uso de material fecal como terapia,
existen compafiias que aspiran a identificar dentro del material fecal los
microorganismos concretos capaces de mediar el efecto beneficioso para la salud.
Tal es el caso de Seres Therapeutics, Inc. (Cambridge, MA, EEUU) cuyo producto
lider es SER-109, un medicamento huérfano en fase 2b de ensayos clinicos frente a
diarrea por C. difficile (384). La FDA lo ha designado “breakthrough therapy”. Es
un consorcio parcialmente definido de esporas de cincuenta especies de Firmicutes

purificadas a partir de heces de donantes sanos y administrado por via oral. La
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composicion exacta no se especifica y es hasta cierto punto desconocida o incierta,
debido al proceso de elaboracion del producto. De hecho la patente del farmaco
unicamente indica que al menos uno de los componentes microbianos del
producto debe ser Collinsella aerofaciens (OTU, por las siglas en inglés de
“Operational Taxonomic Unit”, con al menos 97% de identidad en rARN 16S) y
que debe contener al menos un segundo componente microbiano (OTU con al
menos el 97% de identidad en rARN 16S) de una lista de mas de dos mil especies
anexa a la patente. Los datos que ofrece Seres en su ultimo ensayo clinico
publicado (384) indican que el producto contiene una media de 50 (+8) OTU
distintas. Destaca, ademas, que a pesar de las diferencias entre las microbiotas
intestinales de siete donantes diferentes, la composicion taxonomica al nivel de
familia se mantuvo constante en el producto procesado. En el producto
procedente de estos donantes se hallaron las familias Clostridiaceae,
Erysipelotrichaceae, ~ Eubacteriaceae, ~ Lachnospiraceae,  Peptostreptococcaceae 'y
Ruminococcaceae, y en seis de los siete se halldo la familia Oscillospiraceae.
Adicionalmente la empresa estd embarcada en otro producto a base de consorcios
complejos de esporas, desarrollado por la misma tecnologia, para el tratamiento
de colitis ulcerosa denominado SER-287. Existe un tercer producto, SER-301,
definido por la compafiia como un “producto sintético, con un disefio racional,
compuesto por especies bacterianas cultivadas in vitro” para colitis ulcerosa y

otras enfermedades gastrointestinales cuya composicion no es publica.

Hay mas trasplantes de microbiota que los investigadores se estan
planteando. Para enfermedades como la dermatitis atdpica existen ya ensayos
clinicos fase 2 propuestos por entidades de investigacion que comprenden
trasplantes autologos de microbiota de la piel (NCT02144142).

Otro enfoque que algunas investigaciones estan adoptando es el de no usar
microorganismos completos como medicamentos sino moléculas producidas por
ellos. Los microorganismos que componen la microbiota humana producen una
gran cantidad de compuestos con los que se comunican con los sistemas inmune y
neuro-endocrino del hospedador. Estas moléculas pueden liberarse al medio
como fruto del metabolismo microbiano, o pertenecer a estructuras celulares de la
membrana o la pared. Pueden, a su vez, ser de distinta naturaleza quimica,

tipicamente sacaridica, proteica o de tipo SCFA. Estas moléculas con potencial



116 LUIS GOSALBEZ CISNEROS-MIRET

terapéutico producidas por miembros de la microbiota son conocidas como
“postbidticos” y han despertado un gran interés en la investigacion académica e

industrial.

En el caso de moléculas de naturaleza proteica, la investigacion se centra en
la busqueda in silico de proteinas de pequefio tamafio con dominios de secrecidén
extracelular en los metagenomas de microbiota intestinal. El objetivo es hallar
péptidos que potencialmente sirvan de mensajeros entre los microorganismos y el
hospedador. La empresa Amrita Therapeutics Ltd. (Ahmedabad, India) esta en
tramites para iniciar ensayos clinicos con su candidato terapéutico mas avanzado
denominado AT-01C. Se trata de un péptido natural derivado de Mycobacterium
tuberculosis con capacidad de supresion de tumores sdlidos de los tractos
genitourinario y gastrointestinal, hepaticos y del sistema nervioso central. Se sabe
que este péptido acttia inhibiendo la expresion de oncogenes y se poseen indicios
de que tiene un perfil de seguridad y toxicidad adecuado. La empresa declara
también estar trabajando de forma simultdnea en un diagndstico comparero
basado en el biomarcador SMAR-1, una proteina de unién al ADN a través de la
cual AT-01C media su actividad. El potencial de las micobacterias para el
tratamiento de tumores era ya conocido, ya que la vacuna frente al Bacillus
Calmette-Guérin (BCG), producida con células de Mycobacterium bovis debilitadas,
se ha utilizado tanto contra la tuberculosis como frente al cancer de vejiga (385).
Con un enfoque similar, Enterome Bioscience S.A. (Paris, Francia) estd
desarrollando un producto denominado EB110 que es una proteina secretada por
una bacteria de reciente descubrimiento y puede usarse como inmunomodulador

para el tratamiento de la enfermedad de Crohn.

Sin embargo, donde probablemente resida el mayor reservorio de quimicos
producidos por la microbiota sea en el reino de las moléculas pequefias,
resultantes del metabolismo de una especie bacteriana, del acoplamiento
metabdlico entre distintas especies bacterianas, o incluso resultante del
metabolismo conjunto de representantes de diferentes reinos como bacterias,
arqueas, hongos y el propio hospedador. Este compendio de especies quimicas es
tan enorme como inexplorado (386). Es mas que probable que determinadas
moléculas que los microorganismos expongan en su superficie, por ejemplo en la

pared bacteriana, cumplan una funcion comunicadora con el hospedador. Es de
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sobra conocida la capacidad, tanto del lipopolisacdrido de la membrana externa
de las bacterias Gram-negativas como de los mananos presentes en la pared
celular de las levaduras, de provocar reacciones de tipo inmune y metabolico en
el hospedador, asi como de causar reacciones en la microbiota que potencialmente
pueden traducirse en cambios fisiologicos del hospedador. De hecho Symbiotix
Biotherapies, Inc. (Boston, MA, EEUU) esta desarrollando farmacos orales
basados en polisacaridos de la capsula de Bacteroides fragilis con capacidad
inmunomoduladora para el tratamiento de diferentes afecciones mediadas por el

sistema inmune como la IBD y la esclerosis multiple.

El estudio de las interacciones entre la microbiota y el hospedador puede
ademds permitir definir nuevas dianas terapéuticas en el hospedador. La
compafiia Second Genome, Inc. (South San Francisco, CA, EEUU) esta
desarrollando el producto SGM-1019, una molécula pequena inhibitoria que actiia
sobre la interaccion entre una proteina secretada por un miembro de la microbiota
intestinal y el tejido humano que lleva a la activacion de una ruta inflamatoria

implicada en enfermedad de Crohn.

Otra posibilidad cualitativamente diferente que los microorganismos
ofrecen es la de convertirse en biofactorias de medicamentos a largo plazo en el
interior del cuerpo humano. Mediante el uso de organismos modificados
genéticamente (OMG) puede conseguirse que €stos expresen un metabolito, por
ejemplo una proteina, con capacidad terapéutica. La situacién ideal seria que
estos microorganismos colonizaran la parte del cuerpo correspondiente de forma
controlada y secretaran el farmaco de forma controlada. En este sentido, la
compania ViThera Pharmaceuticals, Inc. (Cambridge, MA, EEUU) ha
desarrollado una cepa OMG de Lactococcus lactis denominada VI301 que se
administra oralmente, coloniza el intestino y secreta una proteina humana
antiinflamatoria, la elafina, para el tratamiento de la IBD (387). Este proyecto se
encuentra aun en fase preclinica. Por su parte, Synlogic, Inc. (Cambridge, MA,
EEUU) emplea formas modificadas del probidtico comercial E. coli Nissle para
colonizar el intestino de pacientes con distintas dolencias metabdlicas. Su
candidato SYN2010 estd indicado para la fenilcetonuria, al degradar posibles

trazas de fenilalanina que los pacientes pudieran ingerir por la dieta. Otro
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candidato, SYNB1010, tiene como objetivo tratar a individuos con desordenes del

ciclo de la urea. Ambos proyectos estan atn en fase preclinica.

Como en casos anteriores, la tecnologia de la microbiota no tiene solo
aplicacion en el intestino. Oragenics, Inc. (Tampa, FL, EEUU) esta desarrollando
una cepa genéticamente modificada de L. lactis denominada AGO013 que secreta el
factor trébol 1 humano para el tratamiento de la mucositis oral ligada a la
quimioterapia contra el cancer. El producto se aplica de forma tdpica en la
cavidad bucal y ha recibido el estatus de medicamento huérfano en la UE
completando satisfactoriamente un estudio fase 1. Este proyecto fue iniciado por
ActoGeniX B.V. (Gante, Bélgica), que en 2015 fue adquirida por Intrexon Corp.
(Germantown, MD, EEUU). La tecnologia ActoBiotics dio lugar a otra cepa OMG
de L. lactis denominada AGO013 que secreta en el intestino la IL-10 humana para el

tratamiento de la IBD, en fase 2.

Dentro del uso tdpico, en aplicacion vaginal se ha desarrollado MucoCept
de Osel, una cepa modificada de Lactobacillus jensenii que expresa el gen que
codifica el receptor CD-4 al que se une el virus VIH para iniciar su infeccion. El
racional detrds del desarrollo es inhibir la infeccién viral. Este proyecto se
encuentra actualmente en fase 1. En el campo de la dermatologia destaca Xycrobe
Therapeutics, Inc. (San Diego, CA, EEUU) que trabaja a nivel preclinico con cepas
modificadas de Propionibacterium para que secreten in situ moléculas terapéuticas

tales como citoquinas y hormonas.

No hay que olvidar que la diversidad metabolica microbiana es tan amplia
que permite alcanzar objetivos similares al anterior sin emplear organismos
transgénicos. Tal es el caso de la estrategia de OxThera AB (Estocolmo, Suecia)
cuyo producto Oxabact, basado en la bacteria Oxalobacter formigenes, tiene como
objetivo introducir la ruta metabolizadora del acido oxdlico, ultimo metabolito
resultante de la degradacién del acido ascérbico, en el intestino de pacientes con
hiperoxaluria. Estos pacientes sufren cdlicos nefriticos de repeticion a causa de la
acumulacién de 4cido oxalico en sus rifiones. Este producto se encuentra en fase 3
de ensayos clinicos.

Aun considerando todo lo anteriormente expuesto, la opcién de terapias a

través de la microbiota con mas impulso empresarial es la basada en farmacos de

tipo convencional, generalmente moléculas pequefias. El ejemplo mas clasico se
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basa en el empleo de prebidticos o simplemente la ingesta de fibra. Ambos
enfoques tienen como objetivo promocionar el crecimiento de un amplio espectro
de microorganismos del intestino y la produccién de SCFA. Se estan utilizando
estrategias andlogas para afectar a espectros mas concretos de microorganismos.
Tal es el caso de Synthetic Biologics, Inc. (Rockville, MD, EEUU) con su producto
SYN-010, una forma modificada de la estatina lovastatina que tiene como objetivo
la inhibicion de determinados metabolismos de las arqueas metandgenas
intestinales, especialmente Methanobrevibacter smithii, para el tratamiento del IBS
asociado a diarrea y que se encuentra en fase 2. El candidato lider de la ya
nombrada Enterome, EB 8018, tiene un objetivo muy similar al de la terapia de
Intralytix y Ferring antes mencionada. La molécula pequena EB 8018 también
pretende reducir la carga de E. coli adherente-invasiva mediante la inhibicion de

adhesinas bacterianas para el tratamiento de la enfermedad de Crohn.

Tras décadas de intentos de obtener antibidticos activos frente al mayor
espectro de microorganismos posible, la tendencia en tiempos recientes es la
contraria. Por eso empresas como AvidBiotics Corp. (South San Francisco, CA,
EEUU) estan desarrollando terapias microbicidas mucho mas focalizadas que los
antibioticos tradicionales a partir de bacteriocinas, unas moléculas antibacterianas
con alto nivel de especificidad que son producidas naturalmente por una gran
cantidad de microorganismos. Por su parte, Eligo Bioscience S.A.S. (Paris,
Francia) utiliza como sistema antimicrobiano capsides de bacteridfagos dirigidas
contra bacterias concretas (388,389). También usa bacteriofagos modificados
EnBiotix, Inc. (Cambridge, MA, EEUU), ademds de otras estrategias basadas en
metabolitos potenciadores que, combinados con antibidticos, pretenden aumentar
la especificidad de estos ultimos. De forma andloga, la antes citada Synthetic
Biologics estd desarrollando el producto SYN-004, una forma oral de beta-
lactamasa que tiene como objetivo evitar el dafio a la microbiota intestinal por
parte de los antibidticos intravenosos mediante su degradacion en la luz del

intestino. Este dafio se asocia al desarrollo de infeccién por C. difficile.

Otro foco de interés es explorar como el metabolismo de las bacterias puede
afectar a la forma en la que el cuerpo humano procesa los farmacos. Uno de los
primeros casos en los que se puso de manifiesto fue la observacion de que la

bacteria intestinal Eggerthella lenta tiene la capacidad de reducir el medicamento
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oral utilizado en desordenes cardiovasculares digoxina a una forma inactiva
(390,391). Se ha demostrado ademas que este fendmeno puede modularse
mediante la modificacion de la dieta en roedores, y que la administracién de
antibioticos puede duplicar la concentracion de la forma activa del medicamento
en sangre en animales con este microorganismo en su aparato digestivo. Se
especula que casos como este justifiquen, al menos parte, la variabilidad en la

respuesta a la medicacion observada en humanos.

Los microorganismos pueden tener un papel indirecto en el metabolismo
del hospedador mediante la induccion de los sistemas de metabolismo de
xenobioticos, por ejemplo, el citocromo P450, la competicion por sistemas de
detoxificacion (392), o por una combinacion de ambos. Todos estos procesos
modifican las caracteristicas de absorcion, distribucion, metabolismo, excreciéon y
toxicidad de los farmacos (392,393). Un ejemplo de esto tultimo es la habilidad
para predecir la dindmica metabdlica individual del analgésico paracetamol
analizando el perfil de metabolitos presentes en una muestra de orina tomada de
forma previa a su administracion (394). Al aplicar esta estrategia se observa que
los individuos que excretan altas concentraciones de p-cresol sulfato antes de
tomar paracetamol tienden a excretar menos paracetamol sulfato y mads
paracetamol glucurdnido tras la ingesta de la dosis. El paracetamol y el p-cresol
son estructuralmente similares y compiten por la sulfatacion necesaria para su
detoxificacion. Por acaparar parte de la capacidad de sulfatacion del higado,
ademds de por otros mecanismos como el descenso en los niveles de glutatién
(395-397), la exposicién continuada al p-cresol da lugar a un higado mas
vulnerable a dafios inducidos por paracetamol. Lo importante es que el p-cresol,
un derivado del fenol formado en el metabolismo de aminoacidos aromaticos, no
es derivado de ningin metabolismo humano sino que lo producen
exclusivamente bacterias del intestino. Es entonces absorbido y distribuido por el
sistema circulatorio al higado, donde modifica el modo en el que el cuerpo
metaboliza los medicamentos. Es por eso que se especula con que el perfil
personalizado de toxicidad de un medicamento pueda ser determinado mediante
el estudio de la microbiota intestinal, y que consecuentemente dicha toxicidad
pueda ser prevenida mediante actuaciones sobre ella. De hecho el uso prolongado
de antiinflamatorios no esteroideos como el paracetamol estd ligado a efectos

toxicos en el tracto gastrointestinal inferior y a la aparicion de tlceras, IBS e
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inflamacion intestinal. Se ha identificado que la enzima beta-glucuronidasa
bacteriana, ampliamente distribuida en estos organismos, juega un papel
importante en la generacion de las formas tdxicas derivadas de estos farmacos. En
base a ello la empresa Symberix, Inc. (Durham, NC, EEUU) estd desarrollando
farmacos inhibidores selectivos de la beta-glucuronidasa bacteriana que no
afectan a la forma humana de la enzima (398). La aspiracion de estos
medicamentos en investigacion es la de convertirse en terapia adjunta a los
antiinflamatorios para reducir su toxicidad a largo plazo. La propia Symberix
afirma que este proyecto surgid a partir de su proyecto lider, también centrado en
la busqueda de inhibidores especificos de la beta-glucuronidasa bacteriana, que
aspira a convertirse en terapia adjunta a la quimioterapia contra el cancer. En este
caso la enzima reactiva es el irinotecan o CPT-1, un agente ampliamente usado en

el intestino que causa diarreas severas (399).

Se puede concluir este apartado afirmando que el hecho de que la enorme
cantidad de microorganismos que habitan el cuerpo humano y su amplia
variedad de metabolismos jueguen un papel importante en como los humanos
responden a los farmacos es una posibilidad contemplada por la comunidad
cientifica desde tiempos recientes y que atn no ha sido incorporada como
variable a la mayoria de los programas de desarrollo de farmacos. Es probable
que distintas composiciones de microorganismos, o incluso de binomios genético-
metabolicos o microbiota-hospedador, determinen el destino de las moléculas
terapéuticas una vez aplicadas al cuerpo humano y, por tanto, su perfil de
seguridad y eficacia. Existen ademds una gran cantidad de potenciales dianas
terapéuticas en la microbiota, especialmente relevantes en areas de la medicina
con necesidades no cubiertas, que tnicamente han empezado a ser exploradas.
Adicionalmente, es posible que la microbiota se revele como un importante factor

en el contexto de la medicina estratificada y personalizada.
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5.2.3.2.2 Clasificacion regulatoria actual de los microorganismos

terapéuticos

Los microorganismos con capacidad terapéutica estdn comercializados en
todos los paises de la UE desde hace décadas, si bien, bajo formas regulatorias
diferentes. Por lo reciente de su creacion y su bajo nivel de armonizacion, el
marco regulatorio europeo establece que la decision acerca de la aprobacion o
reprobacion y de la clasificacion regulatoria de los alimentos, los medicamentos y
los productos sanitarios recae sobre los estados miembro (EM) en lugar de sobre
un organismo centralizado. Este fenomeno es la razon de la disparidad de
criterios entre los distintos EM con respecto a la autorizacidon del cultivo de
plantas transgénicas, de que determinados compuestos sean considerados
medicamentos en unos paises y productos sanitarios en otros, requieran
prescripcion médica o no, o de que determinados medicamentos OTC (por las
siglas en inglés de “Over The Counter”) puedan venderse sin supervision de un

farmacéutico en algunos Estados.

La inmensa mayoria de los productos que contienen microrganismos vivos
destinados a consumo humano en Espafia, es decir, los cominmente llamados
probidticos en productos lacteos o en capsulas, se regulan como ingredientes
alimentarios o complementos alimenticios. No obstante, en Espafa existen cinco
productos con contenido de microorganismos vivos regulados como farmacos

que se detallan a continuacion.

El primero de ellos es Ultra-Levura. Es un medicamento OTC bioldgico no
sustituible por el farmacéutico comercializado por Laboratorios Zambon bajo
licencia de Biocodex, que contiene la levadura S. boulardii en capsulas. Esta
indicado para el tratamiento sintomatico de las diarreas agudas inespecificas en
pacientes mayores de doce afios y en la prevencion y tratamiento sintomatico de
los procesos diarreicos producidos por la administracion de antibidticos,
reemplazando la flora patdgena del intestino por otra similar a la fisioldgica. El
segundo es Casenfilus. Es un medicamento OTC bioldgico no sustituible por el
farmacéutico comercializado por Laboratorios Casen Recordati, que contiene la
bacteria L. acidophilus. Estd indicado para el tratamiento sintomatico de los
procesos diarreicos agudos o repentinos y la prevenciéon y tratamiento de las
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diarreas producidas por la administracion de antibidticos. El tercero es Infloran.
Es un medicamento OTC bioldgico no sustituible por el farmacéutico
comercializado por Laboratorio Farmacéutico S.I.T., que contiene las bacterias L.
acidophilus y Lactobacillus bifidus, nombre con el que colectivamente se conocia
antes de los anos 1960 al género Bifidobacterium, en capsulas. Esta indicado para el
tratamiento sintomadtico de los procesos diarreicos agudos o repentinos y la
prevencion y tratamiento de las diarreas producidas por la administracion de
antibidticos. El cuarto es Lacteol. Es un medicamento OTC biologico no
sustituible por el farmacéutico comercializado por Laboratorios Ramon Sala y
fabricado por Aptalis Pharma, que contiene bacterias muertas de la especie L.
acidophilus cepa Lacteol. En su prospecto identifican esta cepa con Lactobacillus
fermentum vy Lactobacillus delbrueckii. Esta indicado en el tratamiento sintomatico
de las diarreas inespecificas y en la prevencion y tratamiento sintomatico de los
procesos diarreicos causados por la destruccion de la flora intestinal. El tltimo es
Lactofilus. Es un medicamento OTC bioldgico no sustituible por el farmacéutico
comercializado por Instituto Llorente S.A., que contiene L. acidophilus para el
tratamiento sintomatico de los procesos diarreicos agudos o repentinos y la
prevencion y tratamiento de las diarreas producidas por la administracion de

antibidticos, restaurando la flora intestinal.

Existe también un producto sanitario en forma de gel tépico vaginal que
contiene diferentes microorganismos (Lactobacillus fermentum LF 11 y Lactobacillus
salivarius CLR 1328) llamado Ginegea Candida. Estd comercializado por
Laboratorios Menarini, y se indica como como coadyuvante en el tratamiento de
las vulvovaginitis por levaduras del género Candida. Su mecanismo de accién
consiste en la competicion fisica y bioldgica de los dos lactobacilos con otros
microorganismos cuyo sobrecrecimiento es potencialmente patdgeno, asi como la
produccion de acido que restablece el pH normal de la vagina, inhibiendo

especies patogenas.

En el mercado espafiol se pueden encontrar decenas de productos
conteniendo las mismas especies, o incluso cepas, que los enumerados como
medicamentos en el parrafo anterior, que estan clasificados como alimentos.
Ademsds, los productos basados en microorganismos vivos considerados

medicamentos en Espafa y antes citados no poseen una clasificacién uniforme
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entre distintos paises de Europa. Mientras que paises europeos del entorno de
Espana como Portugal, Francia, Alemania, Italia, Bélgica, Paises Bajos, Austria,
Suecia y Finlandia si los regulan como medicamentos en general, paises como
Reino Unido y los de la Europa del Este tienden a favorecer su clasificacion como

alimentos.

En lo referente a la clasificacion de los microorganismos como productos
sanitarios o dispositivos médicos a nivel europeo, existen diversos casos en los
que la falta de armonizacion ha llevado a disputas entre empresas y agencias
nacionales. Uno de los casos mas sonados fue el que enfrent6 a Laboratorios
Lyocentre y a la FIMEA (siglas en ingles de “Finnish Medicines Agency”) sobre el
producto de uso tdpico vaginal con lactobacilos vivos para el restablecimiento de
la flora vaginal GynOcaps (400). Dicho producto habia estado comercializado en
Finlandia como producto sanitario o dispositivo médico, con el marcado CE
propio de estos productos, desde el afio 1984 hasta 2008, cuando la FIMEA
observo que un producto similar a GynOcaps estaba siendo comercializado en
Finlandia como medicamento por otra compania. Este era también el caso de
Espana, Francia, Italia y Austria. Al revisar el dosier de GynOcaps, la Agencia
Finlandesa estim6 que el principal mecanismo de accion del producto era
“corregir o restablecer determinadas funciones fisioldgicas a través de una accion
metabdlica y farmacologica”. Asi descrito, se trata de un perfil correspondiente a
un medicamento y no a un producto sanitario, y por tanto requiere una
Autorizaciéon de Comercializacion en lugar del Marcado CE que el producto
ostentaba. Esta decision fue recurrida por la empresa titular del producto al
Tribunal Supremo Administrativo de Finlandia, que a su vez refiri6 al caso al

Tribunal de Justicia de la Union Europea (TJUE), que determiné que:

1) “La clasificaciéon de un producto, en un Estado miembro, como producto
sanitario [...] no se opone a que las autoridades competentes de otro Estado
miembro clasifiquen ese mismo producto, debido a su acciéon farmacoldgica,

inmunolégica o metabdlica, como medicamento

2) Dentro de un mismo Estado miembro, en principio [sic], no puede
comercializarse como producto sanitario [...] un producto que si bien no es
estrictamente idéntico a otro producto clasificado como medicamento, tiene

en comun un mismo componente y ejerce el mismo modo de accién que éste,
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salvo que otra caracteristica propia de ese producto [...] exija su calificacion
y comercializaciéon como producto sanitario, circunstancia que corresponde

comprobar al érgano jurisdiccional remitente”.

Con anterioridad a este caso, otros productos sanitarios en el limite, sin
microorganismos, basados en extractos de plantas y destinados a la prevencion y
al tratamiento de las infecciones urinarias (Urell de Pharmatoka y Cys-control de
Arkopharma) habian perdido su estatus de producto sanitario en Francia. En este
caso la Agence Nationale de Sécurité de Médicament et des Produits de Santé
(ANSM) habia obligado a reposicionarlos como farmacos o como complementos
alimenticios, eligiendo ambas empresas este tltimo mecanismo para continuar
con su comercializacion (401). También en el dambito de los productos limite, en
abril de 2016 la empresa ProbioTech elevd una peticion a la FDA para la
modificacion de la ley “Dietary Supplement Health and Education Act 1994” de
modo que la definiciéon de complemento nutricional incluyera a los supositorios
(402). La peticion alega que

“los probioticos que no estan en forma de pildora, capsula, pastilla o liquido

y que no encajan en la definicion de medicamento, producto sanitario o

biologico deberian ser considerados un complemento alimenticio”

La empresa consideraba que el supositorio rectal que aspira a comercializar

“no deberia ser considerado un nuevo medicamento ya que no pretende
diagnosticar, curar, mitigar, tratar o prevenir una enfermedad” y que por
tanto “no debe ser puesto en el oneroso proceso de solicitud y aprobacion de

un nuevo medicamento”.

En su blog legal (403), entre otras oposiciones preliminares a la peticion de

ProbioTech, la FDA expreso su politica general de que

“los articulos cuya finalidad no es ser ingeridos no pueden ser clasificados

como complementos alimenticios”
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5.2.3.2.3 Las declaraciones, alegaciones e intencionalidad como impulsores

de la regulacion aplicable y del posicionamiento de producto en Europa

Una de las principales intenciones de los desarrolladores vy
comercializadores de este tipo de productos en Europa, es que el marco legal
existente entre alimentos, fdrmacos y dispositivos médicos esté basado en la
intencion que el producto tiene, lo que determina el mensaje con fines comerciales

que éste puede enviar al consumidor.

El canal alimentario ha sido el elegido tradicionalmente por la mayoria de
los productores industriales de microorganismos para el lanzamiento de sus
productos. De acuerdo con el Reglamento (CE) 178/2002, un alimento o producto

alimenticio (404) es

“cualquier sustancia o producto destinados a ser ingerido por los seres
humanos o con probabilidad razonable de serlo, tanto si han sido
transformados entera o parcialmente como si no. Alimento incluye las
bebidas, la goma de mascar y cualquier sustancia, incluida el agua,
incorporada voluntariamente al alimento durante su fabricacion,

preparacioén o tratamiento”.

Por lo establecido en el Reglamento (CE) 1924/2006, los alimentos pueden

transmitir cuatro tipos de mensajes (405):

- Informacién nutricional y de contenido de ingredientes: “hace referencia
a la relativa a la presencia de valor energético y de determinados
nutrientes en los alimentos” y es obligatoria. Son mensajes como por
ejemplo “Contiene aceite de oliva”, “43 kcal/100g”, “1% de la ingesta

diaria de un adulto medio”.

- Declaracién nutricional: “declaracion que afirme, sugiera o dé a entender
que un alimento posee propiedades nutricionales benéficas especificas
con motivo del aporte energético que proporciona, que proporciona en
un grado reducido o incrementado, o que no proporciona, y/o de los
nutrientes u otras sustancias: que contiene, que contiene en proporciones
reducidas o incrementadas, o que no contiene”, como por ejemplo “Bajo
en grasas”, “Bajo en calorias”, “Bajo en sal”, “Rico en proteinas”, “Fuente

natural de potasio”.
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Las normas para la aplicabilidad de estos mensajes aparecen (406) en el
Anexo del Reglamento (CE) 1924/2006 modificado por el Reglamento (UE)
1047/2012.

- Declaracién de propiedades saludables: “declaracién que afirme, sugiera
o dé a entender que existe una relacién entre una categoria de alimentos,
un alimento o uno de sus constituyentes, y la salud”, como por ejemplo
“Los fitostanoles y fitosteroles contribuyen al mantenimiento de niveles

normales de colesterol en sangre” (407).

- Declaracién de reduccién del riesgo de enfermedad: “declaracion de
propiedades saludables que afirme, sugiera o dé a entender que el
consumo de una categoria de alimentos, un alimento o uno de sus
constituyentes reduce significativamente un factor de riesgo de aparicion
de una enfermedad”, como por ejemplo “Los esteroles y estanoles
vegetales han demostrado reducir el colesterol en sangre. Altos niveles
de colesterol suponen un factor de riesgo para el desarrollo de

enfermedades coronarias” (408).

Resulta evidente que los cuatro tipos de mensajes se encuentran ordenados
segin su fortaleza comercial y, por tanto, la mayoria de los desarrolladores y
comercializadores de productos alimenticios aspiran a utilizar los dos ultimos,
conocidos comun y colectivamente en la industria como declaraciones o

alegaciones funcionales o “claims” por su nombre en inglés.

Existe un registro positivo de 256 declaraciones especificas aprobadas por
EFSA (409) para determinados ingredientes alimentarios, desde el agua hasta los
polifenoles del aceite de oliva (410) o los flavonoles del cacao (411), pasando por

las vitaminas y muchos minerales y micronutrientes.

En este caso existe un mecanismo centralizado y canalizado a través de EFSA
para la obtencion del permiso para transmitir una nueva alegacion funcional sobre
un determinado ingrediente. Este procedimiento se encuentra definido en el
Reglamento 1924/2006 citado anteriormente y se basa en la aportacion de evidencia
cientifica sobre la eficacia de dicho ingrediente para la promocion de la salud o la
reduccion del riesgo de aparicion de una enfermedad en humanos. Este
procedimiento entr6é en vigor en el ano 2012 con el objetivo de proteger a los

consumidores de mensajes publicitarios engafiosos y, desde el punto de vista
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regulatorio, supuso un hito que marcé la introduccion del concepto de eficacia en
el sector alimentario. Este concepto tradicionalmente se habia centrado

exclusivamente en torno a la eficacia de los alimentos.

Independientemente de otras consideraciones que quedan algo alejadas del
ambito del presente trabajo, los mas de cien intentos de la industria alimentaria de
obtener la aprobacion de una declaracion funcional para un microorganismo o
consorcio concreto de microorganismos han resultado infructuosos. Unicamente
los cultivos vivos del yogur o leche fermentada han sido reconocidos con la
capacidad de “mejorar la digestion de la lactosa en individuos que tienen
dificultad digiriendo la lactosa” (412). Las causas que han llevado a este extremo
son multiples y varian entre: i) posibles errores procedimentales a la hora de
comunicar la informacion a EFSA por parte de la industria, ii) escasa fortaleza
cientifica de los dosieres presentados, y iii) posibles motivos politicos. La situacién
ha derivado en el extremo de que por la percepcion general del término, incluso la
palabra “probidtico” se considera una declaracion funcional, y se ha prohibido su

uso a la industria europea al no estar autorizada por EFSA (413).

Esta situacion ha dejado a la pujante industria europea de los probidticos en
una posicion complicada a la hora de posicionar sus productos en el mercado.
Como consecuencia, se buscan estrategias alternativas para la comunicacion

comercial de los productos con microorganismos.

En el mundo del medicamento la situacién es distinta. Como se indico
anteriormente, existen en determinadas jurisdicciones productos basados en
microorganismos comercializados como farmacos. De acuerdo con la Directiva
2001/83/CE/CE, un medicamento (414) es

“toda sustancia o combinacion de sustancias que se presente como
poseedora de propiedades curativas o preventivas con respecto a las

enfermedades humanas”

Es de destacar la marcada diferencia con cualquiera de las declaraciones
funcionales permitidas para alimentos. Como se ha detallado anteriormente
existen determinadas cepas, consorcios de ellas o productos con probidticos que
han demostrado su eficacia frente a determinadas indicaciones en programas
rigurosos de desarrollo en animales y en humanos. Ante la negativa de las

autoridades alimentarias a otorgar declaraciones funcionales a ningtin producto
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probiotico, algunos miembros de la industria de los probiodticos han considerado la
posibilidad de desarrollar productos farmacéuticos. Esta ruta regulatoria permite,
ademas, realizar alegaciones de curacion o prevencion de enfermedad, mucho mas
potentes desde el punto de vista mercadotécnico. No obstante, como se detallara
en la siguiente seccion, el camino para el registro de microorganismos vivos en el

entorno regulatorio farmacéutico actual plantea multiples desafios.

De forma adicional y muy relevante, cada vez se tiene una mayor evidencia
del papel potencialmente crucial que las microbiotas asociadas al ser humano
tienen en su salud y enfermedad. Este es, de hecho, el principal factor que conduce
tanto a la industria, principalmente farmacéutica, aunque también determinados
representantes de la alimentaria, y a las distintas agencias del medicamento a

interesarse por el desarrollo de microorganismos como nuevos farmacos.

Finalmente, en la parcela de los dispositivos médicos o productos sanitarios
hay que considerar la Directiva 93/42/CEE que define producto sanitario (415)

como

“cualquier instrumento, dispositivo, equipo, programa informatico, material
u otro articulo, utilizado sdélo o en combinacién, incluidos los programas
informaticos destinados por su fabricante a finalidades especificas de
diagndstico y/o terapia y que intervengan en su buen funcionamiento,

destinado por el fabricante a ser utilizado en seres humanos con fines de:

- diagndstico, prevencion, control, tratamiento o alivio de una
enfermedad,

- diagndstico, control, tratamiento, alivio o compensacién de una lesién o
de una deficiencia,

- investigacién, sustitucion o modificacion de la anatomia o de un
proceso fisioldgico,

- regulacién de la concepcion,

y que no ejerza la accidn principal que se desee obtener en el interior o en la

superficie del cuerpo humano por medios farmacologicos, inmunoldgicos ni

metabdlicos, pero a cuya funcion puedan contribuir tales medios”.

De dicha definicién pueden extraerse dos conclusiones. La primera es que
los productos sanitarios pueden ostentar alegaciones de prevencion, control,
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tratamiento o alivio de una enfermedad. La segunda que los microorganismos,
vivos o muertos, no estan explicitamente excluidos del alcance de la Directiva,
por lo que podrian ser clasificados como productos sanitarios siempre y cuando
“no ejerza[n su] accion principal... por medios farmacoldgicos, inmunoldgicos ni
metabolicos”. La conjuncion de estos factores, junto con la negativa del
reconocimiento de declaraciones para probidticos en el campo de la alimentacion
y las dificultades regulatorias en el sector farmacéutico, ha llevado a algunos
desarrolladores de microorganismos a seleccionar la ruta de los productos
sanitarios alegando que su principal mecanismo de accion era meramente fisico y
que no se ejercia a través de medios farmacoldgicos, inmunoldgicos ni
metabolicos. Aun asi hay que destacar que como se detallard mas adelante, hay en
fase de discusion un nuevo marco legal para los productos sanitarios que, a pesar
de contemplar la misma definiciéon que el actual para los productos sanitarios,

supondrd determinadas modificaciones muy relevantes con respecto a éste (416).

La mayoria de estos productos estan destinados al uso tépico vaginal para
salud femenina, aunque existen otros ejemplos de microorganismos usados como
dispositivos médicos en el mercado europeo. No se han dado casos similares en
EEUU. Uno de los ejemplos mas conocidos fuera del &mbito ginecoldgico es un
producto combinado con simeticona y la levadura S. boulardii para el tratamiento
de desdrdenes dispépticos, flatulencia e IBS (417). Cabe destacar que la simeticona
a su vez también se encuentra regulada de manera discrepante entre EM,
poseyendo el estatus de principio activo farmacéutico en algunos, y de producto
sanitario, en otros, lo cual estd amparado por la legislacion europea y las
decisiones del TJUE (400). Ambos ingredientes presentan un buen perfil de
seguridad por separado. Por ejemplo, ambos son medicamentos no sujetos a
prescripcion médica en Espafia y la simeticona se encuentra en el listado de
“especialidades farmacéuticas publicitarias” (418). Sin embargo, este producto
combinado se encuentra registrado como producto sanitario de clase Ila, de riesgo
medio debido a la duracién temporal de su interaccién con el cuerpo humano y
su invasividad dentro del organismo (419). Otro producto que recibio el estatus
de producto sanitario fue la cepa de L. johnsonii EU1 para el tratamiento de la
diarrea. En este caso el dispositivo fue clasificado, por los mismos motivos que el
anterior, como clase III de riesgo elevado (420).
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Como ultimo apunte de esta seccion acerca de las declaraciones y
alegaciones, cabe destacar la opinidn reciente del TJUE acerca de la aplicabilidad
de la regulacion de estas alegaciones de los productos también al ambito de las
transacciones comerciales entre empresas no limitando su alcance a la venta al
publico (421).

5.2.3.2.4 Regulacion de la aprobacion de nuevos alimentos, medicamentos y
productos sanitarios en Europa. Aplicacion y aplicabilidad a los

microorganismos.

En este apartado se debe diferenciar entre la comercializacién de un nuevo
alimento, de un nuevo producto sanitario o de un medicamento. Comenzando
con los nuevos alimentos, hay que recordar que la inmensa mayoria de los
microorganismos destinados a consumo o uso humano estdn registrados en
Europa como ingredientes alimentarios o complementos alimenticios. En general
la comercializacién de un producto alimenticio nuevo en Europa como los que
contienen probidticos se realiza mediante la notificacion basada en la equivalencia
sustancial del producto con otro preexistente. Para ello el producto ha de ser
aprobado por las autoridades nacionales competentes que pueden solicitar
consejo a EFSA en base a esa equivalencia sustancial. Una vez aprobado, la
compaiia solicitante ha de comunicar a la Comisiéon Europea su intenciéon de
comercializar el producto segtn lo establecido en el Reglamento (CE) 258/97 en
base a la decision de un EM (422). Para los productos alimenticios mas
innovadores, ese mismo Reglamento sobre nuevos alimentos y nuevos

ingredientes alimentarios establece el marco regulatorio para

“la puesta en el mercado en la Comunidad de alimentos y de ingredientes
alimentarios que, hasta el momento, no hayan sido utilizados en una medida
importante para el consumo humano en la Comunidad, y que estén
incluidos en las siguientes categorias: [...] alimentos e ingredientes
alimentarios consistentes en microorganismos, hongos o algas u obtenidos a

partir de éstos; [...]”



132 LUIS GOSALBEZ CISNEROS-MIRET

Este texto supone de facto que cualquier alimento o ingrediente, incluidos los
microorganismos, que no fuera consumido de forma significativa por humanos en
la UE con anterioridad al 15 de mayo de 1997 necesita someterse a evaluacion por
parte de EFSA (423). De acuerdo con ese mismo Reglamento, estos nuevos
alimentos han de ser “seguros para el consumidor y correctamente etiquetados

para no causar confusion”(422).

En el aspecto de la seguridad, EFSA publicé en 2008 una lista conocida
como QPS (por las siglas en inglés de “Qualified Presumption of Safety”) que
actualiz6 en 2013 en la que aparecen en la actualidad un total de ochenta y ocho
especies de bacterias y levaduras (424) (ANEXO III). De todas ellas existe
suficiente certeza sobre su seguridad para el consumo humano. De acuerdo con lo
establecido por EFSA, cualquier cepa identificada como perteneciente a una de
estas especies microbianas por el comercializador o desarrollador del alimento
estd automaticamente considerada como segura. Contrasta esta ligereza en la
asuncion de la seguridad con la rigidez en otras apreciaciones de EFSA, sobre
todo si se tiene presente que entre cepas de la misma especie pueden existir
variaciones gendmicas con claras repercusiones en la seguridad alimentaria, como

por ejemplo la presencia de genes de resistencia a antibioticos.

A pesar de que existe un procedimiento para la solicitud de inclusiéon de
nuevas especies en el listado QPS, los desarrolladores de microorganismos y
productos que los contienen estan utilizando preferentemente el procedimiento
de nuevo alimento o ingrediente alimentario para la comercializacion de sus
productos. Tales son los casos de los productos lacteos tratados térmicamente
fermentados con Bacteroides xylanisolvens DSM 23964 (425) o el procedimiento
actualmente abierto para el uso de Mycobacterium aurum, una bacteria ambiental e
intestinal, en leche y derivados, refrescos, panaderia y suplementos nutricionales,
con el objetivo de restablecer la exposicion natural a microorganismos
ambientales, una estrategia relacionada desde el punto de vista tedrico con la
hipotesis de la higiene (426).

El procedimiento de nuevos alimentos y nuevos ingredientes dura una
media de tres afios y medio. Ha sido ampliamente criticado desde la industria,
tanto por su lentitud como por sus costes y por la escasa proteccion de la
innovacion que ofrece. De hecho, y seguin fuentes oficiales (427) entre los afios
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1997 y 2015 solo se recibieron ciento ochenta solicitudes, de las cuales inicamente
fueron aprobadas ochenta. Esta falta de operatividad llevd a su revision, que
comenzd en 2008 y que culmind con el acuerdo entre el Parlamento Europeo y el
Consejo el 25 de noviembre de 2015 (423). El Reglamento entr6 en vigor el 31 de
diciembre de 2016 y se implantara (428) a partir del 1 de enero de 2018. A pesar de
su espiritu agilizador hay muchas voces en la industria que se han mostrado

escépticas sobre su posible efectividad cuando se implante (429).

En cuanto a los productos sanitarios, el actual entorno legislativo europeo
de dispositivos médicos estd compuesto por tres textos legales: la Directiva
93/42/CEE relativa a los productos sanitarios (415), la Directiva 90/385/CEE
relativa a los productos sanitarios implantables activos (430) y la Directiva

98/79/CE relativa a los productos sanitarios de diagnodstico in vitro (431).

La primera de ellas, conocida como la Directiva de los Dispositivos
Meédicos, es la mas relevante en términos de definicién del marco regulatorio
general. Como se explico anteriormente, dicha Directiva ha permitido, no sin
controversias, el registro de microorganismos y de otros productos, como los
extractos de ardndanos, como dispositivos médicos en el limite. Esas
controversias y la disparidad de criterios que propicia el actual entorno
regulatorio son las principales causas por las que las normas sobre los productos
sanitarios estdn en proceso de cambio significativo con el Reglamento de
productos sanitarios que esta en discusién (416). El primer cambio significativo
que introducira serd el unificar todo el marco regulatorio de estos productos en
dos textos en lugar de tres. El segundo serd permitir que ambos textos tengan la
naturaleza de Reglamento en lugar de Directiva, aumentando significativamente
el grado de armonizacion entre EM de la UE. Tras varios giros de redaccidn, el
primero de estos nuevos textos introduce también cambios cualitativos en la
regulacion de los dispositivos médicos ya que, entre otras cosas, limita el espectro
de productos que pueden ser considerados productos sanitarios y explicita, en el
Articulo 1 del primer Capitulo de su version mas reciente (septiembre de 2015)
que dicho

“Reglamento no sera aplicable a: [...]

(b) medicamentos tal y como estan definidos en la Directiva 2001/83/CE.

Para la decision acerca de si un producto se encontraria en el ambito de la



134

LUIS GOSALBEZ CISNEROS-MIRET

Directiva 2001/83/CE o en el de este Reglamento [refiriéndose a la propuesta

de Reglamento de productos sanitarios], particular atencién ha de prestarse

al principal mecanismo de accién del producto [...]

(ba) terapias avanzadas cubiertas por el Reglamento 1394/2007 [...]

(f) Productos [...] que contengan o consistan en sustancias u organismos

bioldgicos viables [...] incluyendo microorganismos vivos, bacterias, hongos

o0 virus para conseguir o dar soporte a la funcionalidad del producto

Es necesario volver a destacar que la propuesta ha sufrido pequenas

modificaciones a lo largo de su historia, algunas de las cuales podrian seguir

permitiendo el desarrollo de microorganismos como productos sanitarios. No

obstante, la ultima version antes descrita fechada el 21 de septiembre de 2015

parece descartar esa posibilidad.

Finalmente, si se considera el marco regulatorio de medicamentos comtn a

nivel europeo, se constata que ha ido desarrollandose desde la década de los 60

del siglo pasado y ha alcanzado un alto nivel de complejidad. Dado lo complejo

de la aprobacion de medicamentos, el marco regulatorio puede dividirse en los

siguientes apartados:

Mecanismos de autorizacion para la comercializaciéon, normas de
constante supervision tras su autorizacién, asi como reglas de
produccion, venta y publicidad de los medicamentos. Se encuentran
definidos en la anteriormente mencionada Directiva 2001/83/CE por la
que se establece un codigo comunitario sobre medicamentos para uso
humano y en el Reglamento (CE) 726/2004 por el que se establecen
procedimientos comunitarios para la autorizacion y el control de los
medicamentos de uso humano y veterinario y por el que se crea la

Agencia Europea de Medicamentos (432).

Otras normas especificas para ciertos tipos de medicamentos o areas
terapéuticas concretas. En este caso hay que considerar los
medicamentos huérfanos cuyas peculiaridades se encuentran reguladas
por el Reglamento (CE) 141/2000 (433), los medicamentos pediatricos,
enmarcados en el Reglamento (CE) 1901/2006 (434), los medicamentos

de terapia avanzada, cuyas particularidades estan reguladas en el
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Reglamento (CE) 1394/2007 (435) y los medicamentos tradicionales a
base de plantas, reguladas por la Directiva 2004/24/CE (436).

- Ensayos clinicos, es decir, las investigaciones en humanos destinadas a
descubrir o verificar los efectos de medicamentos de forma previa a su
autorizacion, regulados por el recientemente aprobado Reglamento
(UE) 536/2014 (437).

Existen otros textos y guias, con distinto nivel de cardcter vinculante,
emitidos por distintas autoridades para clarificar aspectos concretos del
desarrollo y registro de foirmacos a nivel comunitario o nacional.

Por otra parte, es muy relevante destacar que, atendiendo a criterios de
autoridad competente, existen tres procedimientos distintos para la obtencion de
la autorizacion de comercializaciéon de medicamentos (438). El procedimiento
clasico y atn vigente, que posibilita la comercializacion de un medicamento en un
tnico EM, es el conocido como procedimiento nacional. Esta es la ruta regulatoria
que siguieron todos los medicamentos aprobados en los paises europeos antes del
ano 1998 por parte de sus respectivas AN. En la practica, actualmente se utiliza
como primer paso en los procedimientos de reconocimiento mutuo y
reconocimiento descentralizado, respectivamente. Estos dos mecanismos son
facilitadores de la aprobacion de medicamentos en diferentes EM. El primero de
ellos, el reconocimiento mutuo, es aplicable a la mayoria de los productos
farmacéuticos convencionales y se basa en el principio de reconocimiento de una
autorizacion de comercializacion ya existente en un EM por parte de otro EM.
Desde el 1 de enero de 1998 este procedimiento es obligatorio para todos los
medicamentos que busquen ser comercializados en un pais diferente al de su
autorizacion inicial (denominado EM de referencia). Es un procedimiento
relativamente rapido por el que la autorizacién de un medicamento por parte de
un EM se aplica de forma automatica a otros EM, ya que por lo dispuesto en la
Directiva 2001/83/CE

“cada Estado miembro aceptara la primera autorizacién de comercializacién
concedida por el Estado miembro de referencia [salvo que] consider[e] que
existen motivos para pensar que la autorizaciéon de comercializacion del

medicamento puede presentar un riesgo para la salud ptblica”.
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En caso de falta de acuerdo entre los EM con respecto a la decision se pone
en marcha un procedimiento arbitrado por la EMA y similar al de reconocimiento
centralizado. En la practica es utilizado para obtener autorizaciones de
comercializaciéon de medicamentos ya aprobados en un pais para diferentes

paises.

Finalmente, el reconocimiento descentralizado fue introducido por la
Directiva 2004/27/CE (439), que modificaba la Directiva 2001/83/CE. Como en el
caso del reconocimiento mutuo, se basa en el principio de reconocimiento de las
respectivas agencias nacionales (AN) de las decisiones de agencias de diferentes
paises. En la practica se utiliza para la obtenciéon de la autorizacion de
comercializacion de un medicamento nuevo, no aprobado previamente por
ningan EM. Es, de hecho, un procedimiento muy similar al de reconocimiento

mutuo antes descrito.

Puede existir un cuarto tipo de sistema de autorizacion llamado
procedimiento centralizado, cuya estructura actual esté descrita en el Reglamento
726/2004 por el que se cre6 la EMA (432). Este procedimiento, que empezd a
funcionar en 1995, permite al solicitante obtener la autorizacion de
comercializacion de un medicamento para todos los EM mediante una sola
solicitud ante la EMA. Es un procedimiento obligatorio para determinados tipos
de farmacos y opcional para otros. Los que pueden acogerse de forma opcional al
mismo son, segun el Articulo 3 (2) de ese Reglamento, todos aquellos principios
activos no autorizados con anterioridad al 20 de mayo de 2004 (fecha de la
entrada en vigor del Reglamento 726/2004) o para productos que “constituy[an]
una innovacion significativa desde el punto de vista terapéutico, cientifico o
técnico, o [cuya] concesidén de una autorizacion [...] present[e] para los pacientes
[...] un interés en el ambito comunitario”. En estos casos la decision acerca del

procedimiento reside en el solicitante de autorizacion (440).

Por su parte, el Articulo 3 (1) de ese Reglamento define los productos que
deben obligatoriamente acogerse al procedimiento centralizado, remitiéndose al

Anexo I del mismo documento, que especifica:

“Medicamentos desarrollados por medio de uno de los siguientes procesos

biotecnolodgicos:
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- tecnologia de ADN recombinante, expresion controlada de genes
codificantes de proteinas bioldgicamente activas en procariotas y
eucariotas incluidas células de mamifero transformadas, hibridoma y
anticuerpos monoclonales”

- Medicamentos para uso humano con un nuevo principio activo que, a
la fecha de entrada en vigor de este Reglamento, no se encontraba
autorizado en la Comunidad, y para el que la aplicacién terapéutica es
el tratamiento de cualquiera de las siguientes enfermedades: SIDA,
cancer, enfermedades neurodegenerativas, diabetes, y con efecto desde
el 20 de mayo de 2008 enfermedades autoinmunes y otras disfunciones
inmunes y enfermedades viricas.

Medicamentos designados como Medicamentos Huérfanos”.

Este procedimiento centralizado supone el envio de una tnica solicitud a la
EM vy la revision tnica por parte del CHMP (por su acrénimo en inglés). Permite
la comercializacion en todos los EM y es preferido por los solicitantes por la
simplificacion que supone. En ultima instancia la elegibilidad de un medicamento

para el mismo es decidida caso por caso por parte de las autoridades.

Como ya se ha adelantado, el principal texto del marco regulatorio europeo
es la Directiva 2001/83/CE, que regula “los medicamentos para uso humano
producidos industrialmente y destinados a ser comercializados en los Estados
miembros”. En su Articulo 6 (1) establece la necesidad de todo medicamento
nuevo de obtener una autorizacién para su comercializacidn y en los Articulos 8,
10, 11 y Anexo I, que se analizaran mas adelante, marcan el procedimiento para
obtener dicha autorizacion y la informacidon a presentar para la su obtencion.
Ademas, esta Directiva establece las bases legales de los distintos procedimientos
existentes para solicitar la autorizacién de comercializacién en sus articulos 8 (3) y
10. El Articulo 8 hace referencia al Anexo I en términos de documentacién a
presentar a la hora de solicitar la autorizacion para un nuevo medicamento,
también conocida como solicitud completa. Excluyendo los meramente

administrativos y legales, estos requisitos son los siguientes:

“I..]

b) denominacion del medicamento;
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c) composicion cualitativa y cuantitativa de todos los componentes del
medicamento, de acuerdo con la terminologia ordinaria, excluyendo las
férmulas quimicas empiricas, y con la denominacién comun internacional
recomendada por la Organizaciéon Mundial de la Salud, cuando exista tal

denominacion;
d) descripcién del modo de fabricacion;
e) indicaciones terapéuticas, contraindicaciones y reacciones adversas;

f) posologia, forma farmacéutica, modo y via de administracién y periodo o

plazo de validez previsto;

g) si ha lugar, las razones por las cuales han de tomarse medidas de
precaucion o de seguridad al almacenar el medicamento, al administrarlo a
los pacientes y al eliminar los productos residuales, junto con la indicacién
de cualquier riesgo potencial que presente el medicamento para el medio

ambiente;

i) resultado de las pruebas:
- fisicoquimicas, biologicas o microbioldgicas;
- toxicologicas y farmacoldgicas;

- clinicas; [...]”

El Articulo 10 regula las solicitudes genéricas, biosimilares e hibridas. De
acuerdo con este articulo un solicitante no necesita proporcionar informacion
preclinica ni clinica si puede demostrar que su medicamento es un genérico de
otro medicamento de referencia con una antigiiedad de comercializacion no

inferior a ocho anos en algiin EM. Define medicamento genérico como

“todo medicamento que tenga la misma composicion -cualitativa y
cuantitativa en sustancias activas y la misma forma farmacéutica, y cuya
bioequivalencia con el medicamento de referencia haya sido demostrada por

estudios adecuados de biodisponibilidad”

En cualquier caso, ningin producto queda exento de los requisitos de
calidad. Segun el Articulo 10(3), introducido por la Directiva 2004/27/CE, se

definen los medicamentos que no puedan estrictamente ser incluidos
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“en la definicién de medicamento genérico [...] o cuando la bioequivalencia
no pueda ser demostrada por medio de estudios de biodisponibilidad o en
caso de que se modifiquen las sustancias activas, las indicaciones
terapéuticas, la dosificacion, la forma farmacéutica o la via de
administracion con respecto a las del medicamento de referencia, deberan

facilitarse los resultados de los ensayos preclinicos y clinicos adecuados.”

Estas solicitudes suelen justificarse parcialmente en datos del medicamento
de referencia y en datos preclinicos y clinicos nuevos. Reciben el nombre de

solicitudes hibridas.

El Articulo 10 bis (conocido como 10a en el texto en inglés), por la
modificacion de la Directiva 2001/83/CE por parte de la Directiva 2004/27,

establece de manera andloga a lo anterior que

“el solicitante no tendra obligacién de facilitar los resultados de los ensayos
preclinicos y clinicos si puede demostrar que las sustancias activas del
medicamento han tenido un uso médico bien establecido al menos durante
diez afios dentro de la Comunidad y presentan una eficacia reconocida, asi

como un nivel aceptable de seguridad”.

Este concepto, ligeramente diferente del de medicamento genérico, es
conocido como uso médico bien o claramente establecido. El Articulo 11 detalla la
informacion a proporcionar acerca de las caracteristicas del producto (no se
detalla la informacion legal-administrativa ni la relativa a otros productos como
radiofarmacos):

“I...]

1) denominacion del medicamento;

2) composicion cualitativa y cuantitativa en sustancias activas y en

componentes del excipiente cuyo conocimiento sea necesario para una

buena administracion del medicamento; se emplearan las denominaciones
comunes o las denominaciones quimicas;

3) forma farmacéutica;

4) propiedades farmacoldgicas y, en la medida en que dichas informaciones

sean utiles para la utilizacion terapéutica, elementos de farmacocinética;

5) informaciones clinicas:
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5.1. informaciones terapéuticas,
5.2. contraindicaciones,
5.3. reacciones adversas (frecuencia y gravedad),
5.4. precauciones particulares de empleo, [...]
5.5. utilizacion en caso de embarazo y lactancia,
5.6. interacciones con otros medicamentos y otras formas de interaccioén,
5.7. posologia y modo de administracion para adultos y, en la medida en
que ello sea necesario, para nifios,
5.8. sobredosis (sintomas, socorros de urgencia, antidotos),
5.9. advertencias especiales,
5.10. efectos sobre la capacidad de conducir y de usar maquinas;
6) informaciones farmacéuticas:
6.1. incompatibilidades mayores,
6.2. duracion, si fuera necesario tras la reconstitucién del medicamento o
cuando el acondicionamiento primario sea abierto por primera vez,
6.3. precauciones particulares de conservacion,
6.4. naturaleza y contenido del acondicionamiento primario,
6.5. precauciones especiales para eliminar medicamentos no utilizados o

en su caso, residuos derivados de dichos medicamentos; |[...]”

La modificacién de esta Directiva por la Directiva 2004/27 introdujo ademas,
en el Articulo 2, que

“en caso de duda, cuando, considerando todas las caracteristicas de un
producto, éste pueda responder a la definicion de medicamento y a la
definicion de producto contemplada por otras normas comunitarias, se

aplicara la presente Directiva”

Este apartado es de especial relevancia para los microorganismos como
farmacos, dada la discrepancia regulatoria con respecto a ellos entre distintos EM.
De hecho, en la Sentencia de 3/10/2013 respectiva al caso de Laboratoires
Lyocentre (Asunto C-109/12) antes citado, el TJUE aludi6 a este Articulo para

justificar su decision. En ella se define “sustancia” como

“cualquier materia, sin distincién de origen, pudiendo ser éste:

- humano, como: la sangre humana y sus productos derivados;
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- animal, como: los microorganismos, animales enteros, partes de
organos, secreciones animales, toxinas, sustancias obtenidas por
extraccion, productos derivados de la sangre;

- vegetal, como: los microorganismos, plantas, partes de plantas,
secreciones vegetales, sustancias obtenidas por extraccion;

- quimico, como: los elementos, materias quimicas naturales y

productos quimicos de transformacion y de sintesis”
Define también “medicamento inmunoldgico” como

“todo medicamento consistente en vacunas, toxinas, sueros y alérgenos:
a) las vacunas, toxinas o sueros, que comprenden en particular:
i) los agentes utilizados para provocar una inmunidad activa como la
vacuna anticolérica, el BCG, la vacuna antipoliomelitica, la vacuna
antivariolica;
ii) los agentes utilizados para diagnosticar el estado de inmunidad, en
particular la tuberculina y la tuberculina PPD, las toxinas utilizadas en
los tests de Schick y de Dick, la brucelina;
iii) los agentes utilizados para provocar una inmunidad pasiva, como la
antitoxina diftérica, la globulina antivaridlica, la globulina antilinfocitica;
b) los productos alergénicos comprendiendo cualquier medicamento
destinado a detectar o provocar una alteracion adquirida y especifica en la

respuesta inmunoldgica a un agente alergizante”

Sus Articulos 70 y 71 establecen que corresponde a las autoridades
competentes

“especifica[r] la clasificaciéon del mismo como: medicamento sujeto a receta

médica [0o] medicamento no sujeto a receta médica”, estipulando que “los

medicamentos estardn sujetos a receta médica cuando:

- puedan presentar un peligro, directa o indirectamente, incluso en
condiciones normales de uso, si se utilizan sin control médico, o

- se utilicen frecuentemente, y de forma muy considerable, en
condiciones anormales de utilizacién, y ello pueda suponer, directa o

indirectamente, un peligro para la salud, o
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- contengan sustancias o preparados a base de dichas sustancias, cuya
actividad y/o reacciones adversas sea necesario estudiar mas
detalladamente, o

- se administren por via parenteral, salvo casos excepcionales, por

prescripcion médica.

- que el medicamento contenga [...] una sustancia clasificada como
estupefaciente o psicotropo [...] o

- que el medicamento pueda ser objeto, en caso de utilizaciéon anormal,
de riesgo considerable de abuso medicamentoso, pueda provocar
toxicodependencia o ser desviado para usos ilegales, o

- que el medicamento contenga una sustancia que, por su novedad o
propiedades, pudiera considerarse como perteneciente al grupo

contemplado en el segundo guion, como medida de precaucién.

- que el medicamento, a causa de sus caracteristicas farmacoldgicas o por
su novedad, o por motivos de salud publica, se reserve para
tratamientos que sélo pueden seguirse en medio hospitalario, que el
medicamento se utilice en el tratamiento de enfermedades que deban
ser diagnosticadas en medio hospitalario, o en establecimientos que
dispongan de medios de diagnostico adecuados, aunque Ia
administracion y seguimiento pueda realizarse fuera del hospital, o

- que el medicamento esté destinado a pacientes ambulatorios, pero cuya
utilizacién pueda producir reacciones adversas muy graves, lo cual
requiere, si es preciso, una receta médica extendida por un especialista

y una vigilancia especial durante el tratamiento”.

Como se indicé anteriormente, los Articulos 8, 10, 11, junto con el Anexo I,
establecen la informacion que el solicitante de wuna autorizacién para
comercializacion de un medicamento ha de presentar a las autoridades
competentes. El Anexo I contiene

“secciones de caracter general, cuyas disposiciones se aplican a todas las

categorias de medicamentos a las que se afiaden secciones que definen

disposiciones especiales adicionales aplicables a los radiofarmacos y a los
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medicamentos bioldgicos [...].Las disposiciones especiales adicionales para
medicamentos bioldgicos se aplicardn también a los medicamentos
obtenidos mediante los procedimientos mencionados en la parte A y en el
primer guion de la parte B del Anexo del Reglamento (CEE) no 2309/93 del
Consejo”. [Este Reglamento fue derogado por el Reglamento 726/2004 del
Parlamento Europeo y del Consejo de 31 de marzo de 2004 por el que se
establecen procedimientos comunitarios para la autorizacién y el control de
los medicamentos de uso humano y veterinario y por el que se crea la

Agencia Europea de Medicamentos]”

Establece, en primer lugar, la obligatoriedad de incluir en el dosier del

medicamento

“toda la informacion util para la evaluacion del medicamento, tanto si
resulta favorable al producto como si no. En particular, se proporcionaran
todos los datos pertinentes sobre toda prueba o ensayo, farmaco-toxicologico

o clinico, incompleto o abandonado en relacién con el medicamento”.

El grueso de su texto se centra en detallar minuciosamente la estructura,
forma de presentacion y contenido del expediente a presentar a la hora de
solicitar la autorizacién de un nuevo medicamento. Las grandes secciones de ese
expediente son el resumen del expediente, las pruebas quimicas, farmacéuticas y
bioldgicas, las pruebas toxicologicas y farmacoldgicas y la documentacion clinica.
Cada una de estas secciones contiene multiples apartados y matizaciones que
aparecen en el ANEXO IV.

En cuanto a los medicamentos bioldgicos, hay que destacar que no existe una
definicion concreta y especifica de medicamentos bioldgicos. La mas precisa es la
que aparece en la Directiva 2003/63/CE/CE, que modificaba la Directiva
2001/83/CE, que define “medicamento bioldgico” como

“un producto cuyo principio activo es bioldgico. Una sustancia bioldgica es
aquélla que se produce o se extrae a partir de una fuente bioldgica y que
necesita, para su caracterizacién y determinacion de su calidad, una
combinaciéon de ensayos fisico-quimico y biolégico junto con el proceso de
produccién y su control”.

Segun este documento los bioldgicos abarcan, sin limitarse a:
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- medicamentos inmunoldgicos: “todo medicamento consistente en vacunas,
toxinas, sueros y alergenos:
a) las vacunas, toxinas o sueros, que comprenden en particular:
i) los agentes utilizados para provocar una inmunidad activa como la
vacuna anticolérica, el BCG, la vacuna antipoliomelitica, la vacuna
antivaridlica;
ii) los agentes utilizados para diagnosticar el estado de inmunidad, en
particular la tuberculina y la tuberculina PPD, las toxinas utilizadas en
los tests de Schick y de Dick, la brucelina;
iii) los agentes utilizados para provocar una inmunidad pasiva, como
la antitoxina diftérica, la globulina antivaridlica, la globulina
antilinfocitica;
b) los productos alergénicos comprendiendo cualquier medicamento
destinado a detectar o provocar una alteracién adquirida y especifica en
la respuesta inmunologica a un agente alergizante”
- medicamentos derivados de sangre y plasma humanos: “medicamentos a
base de constituyentes sanguineos preparados industrialmente por
establecimientos publicos o privados; dichos medicamentos comprenden, en
particular, albtimina, factores de coagulacion e inmunoglobulinas de origen
humano”
- Medicamentos en el ambito de la Parte A del Anexo del Reglamento
2309/93 (derogado por el Reglamento 726/2004):
“1. Medicamentos de uso humano desarrollados por medio de uno de los
siguientes procesos biotecnoldgicos:
— técnica del ADN recombinante
— expresion controlada de codificacion de genes para las proteinas
bioldgicamente activas en procariotas y eucariotas, incluidas las
células de mamifero transformadas
— métodos del hibridoma y del anticuerpo monoclonal.
[...]
3. Medicamentos de uso humano que contengan una sustancia activa
nueva que, en la fecha de entrada en vigor del presente Reglamento, no
estuviera autorizada en la Comunidad y cuya indicacion terapéutica sea

el tratamiento de alguna de las enfermedades siguientes:
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— el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
— el cancer
— los trastornos neurodegenerativos
— la diabetes,
— las enfermedades autoinmunes y otras disfunciones inmunes
— las enfermedades viricas.
4. Los medicamentos designados como medicamentos huérfanos de
conformidad con el Reglamento (CE) no 141/2000 del Parlamento
Europeo y del Consejo de 16 de diciembre de 1999.”.
- Los medicamentos de terapia avanzada, definidos en la Parte IV de esa
Directiva (2003/63/CE) como aquéllos que
“se basan en procesos de fabricacién que se basan en diversas moléculas
biolégicas producidas por transferencia genética y/o en células terapéuticas
modificadas bioldgicamente avanzados como sustancias activas o parte de
las mismas”.
En el caso de los medicamentos de terapia avanzada, el Reglamento (CE)
1394/2007 “establece normas especificas para la autorizacion, la supervision y la
farmacovigilancia de los medicamentos de terapia avanzada”. Adicionalmente a

la definicién de la Directiva 2003/63/CE antes citada, este Reglamento establece:

“Por «medicamento de terapia avanzada» se entendera:
— un medicamento de terapia génica, tal como se define en el anexo I,
parte IV, de la Directiva 2001/83/CE/CE, [texto que por su modificacion
sufrida (441)por la Directiva 2009/120/CE, define medicamento de
terapia génica como “un medicamento biologico con las caracteristicas
siguientes:
a) incluye un principio activo que contiene un acido nucleico
recombinante, o esta constituido por él, utilizado en seres
humanos, o administrado a los mismos, con objeto de regular,
reparatr, sustituir, afiadir o eliminar una secuencia génica;
b) su efecto terapéutico, profildctico o diagndstico depende
directamente de la secuencia del acido nucleico recombinante que
contenga, o del producto de la expresion genética de dicha

secuencia.
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Los medicamentos de terapia génica no incluyen las vacunas
contra enfermedades infecciosas.”]

— un medicamento de terapia celular somatica, tal como se define en el

anexo I, parte IV, de la Directiva 2001/83/CE/CE, [texto que, por su

modificacién sufrida (441) por la Directiva 2009/120/CE, define
medicamento de terapia celular somatica como “un medicamento
biolégico con las caracteristicas siguientes:
a) contiene células o tejidos, o esta constituido por ellos, que han
sido objeto de manipulaciéon sustancial de modo que se hayan
alterado sus caracteristicas bioldgicas, funciones fisioldgicas o
propiedades estructurales pertinentes para el uso clinico previsto,
o por células o tejidos que no se pretende destinar a la misma
funcién esencial en el receptor y en el donante;
b) se presenta con propiedades para ser usado por seres humanos,
o administrado a los mismos, con objeto de tratar, prevenir o
diagnosticar una enfermedad mediante la accién farmacologica,
inmunoloégica o metabolica de sus células o tejidos.

A efectos de la letra a), no se consideraran manipulaciones sustanciales

las enumeradas en concreto en el anexo I del Reglamento (CE) no

1394/2007.” {Dicho anexo cita las siguientes manipulaciones: Corte,

trituraciéon, moldeo, centrifugacién, imbibicion en disoluciones

antibioticas o antimicrobianas, esterilizacién, irradiacién, separacidn,
concentracion o purificacion celular, filtrado, liofilizacidn, congelacion,
criopreservacion, vitrificacion.}]

— un producto de ingenieria tisular [...]: que contiene o estd formado
por células o tejidos manipulados por ingenieria, y del que se alega
que tiene propiedades, se emplea o se administra a las personas para
regenerar, restaurar o reemplazar un tejido humano. Un producto
de ingenieria tisular podra contener células o tejidos de origen
humano, animal, o ambos. Las células o tejidos podran ser viables o
no. Podra también contener otras sustancias, como productos
celulares, biomoléculas, biomateriales, sustancias quimicas, soportes

o matrices.”
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En cuanto a los medicamentos huérfanos, desde el afio 1983 en EEUU, 1993
en Japon y 2000 en Europa, existen marcos regulatorios especificos para
medicamentos y diagnosticos destinados a afecciones poco frecuentes, y que
histéricamente han sido poco atendidas por la industria farmacéutica por sus
elevados costes de desarrollo y reducido nimero de pacientes. Son las llamadas
enfermedades huérfanas y medicamentos huérfanos, respectivamente. En el caso
europeo, este marco estd definido en el Reglamento 141/2000. Este texto, que
prevé importantes incentivos para los desarrolladores de este tipo de medicinas,
establece que un medicamento puede ser declarado “huérfano” si su promotor

puede demostrar que dicho producto:

“a) se destina [...] una afecciéon que ponga en peligro la vida o conlleve una
incapacidad crénica y que no afecte a mas de cinco personas por cada diez
mil en la Comunidad en el momento de presentar la solicitud; o [...] una
afeccién que ponga en peligro la vida o conlleve grave incapacidad, o de una
afeccion grave y cronica, y que resulte improbable que, sin incentivos, la
comercializacion de dicho medicamento en la Comunidad genere suficientes

beneficios para justificar la inversion necesaria;

y

b) que no existe ningtin método satisfactorio autorizado en la Comunidad,
de diagnostico, prevencion o tratamiento de dicha afeccion, o que, de existir,
el medicamento aportara un beneficio considerable a quienes padecen dicha

afeccion.”

Para el caso de los medicamentos pediatricos, el Reglamento 1901/2006 tiene
como objetivo facilitar el desarrollo y la accesibilidad de medicamentos a la
poblacién pediatrica, entre el nacimiento y los 18 afios, asi como adecuar estos
farmacos a dicho grupo en términos de seguridad y eficacia, por ejemplo, en lo
relativo a la dosificacion, sin someter a la poblacion pediatrica a ensayos clinicos o
de otro tipo innecesarios. Finalmente, en el caso de los medicamentos
tradicionales a base de plantas, la Directiva 2004/24 modifico a la Directiva

2001/83/CE en lo relativo a medicamentos tradicionales a base de plantas, que
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“cuentan con una larga tradicién, pero no retinen los requisitos de un uso
farmacologico experimentado [...] por lo cual no se les puede conceder la

autorizacion de comercializacion.”

Para mantener esos productos en el mercado, esta Directiva establecio un
procedimiento especial de registro simplificado para determinados medicamentos
tradicionales cuya larga tradicion de uso permite deducir su eficacia, reduciendo
la necesidad de ensayos clinicos y su seguridad, y haciendo innecesarias las
pruebas preclinicas. Estos hechos han de ser demostrados por el solicitante

aportando literatura cientifica publicada
Esta Directiva introdujo las definiciones de:

- Medicamento a base de plantas: “cualquier medicamento que contenga
exclusivamente como sustancias activas una o varias sustancias
vegetales o uno o varios preparados vegetales, o una o varias sustancias
vegetales en combinacion con uno o varios preparados vegetales”

- Sustancias vegetales: “todas las plantas [...], las partes de plantas, algas,
hongos y liquenes no tratados, normalmente en forma seca pero a veces
frescos”

- Medicamento tradicional a base de plantas: “medicamento a base de
plantas que cumpla [los requisitos para un procedimiento de registro
simplificado (ver mas abajo)]”

- Producto equivalente: [...] “se caracteriza por contener las mismas
sustancias activas, independientemente de los excipientes utilizados,
tener la misma o similar finalidad, poseer una posologia o dosis
equivalente y la misma o similar via de administracion que los del

medicamento objeto de la solicitud”

Este procedimiento de registro simplificado, andlogo al de los genéricos,
biosimilares y medicamentos con uso médico bien establecido y regulado por el
Articulo 16bis y siguientes de la Directiva 2001/83/CE, es aplicable a

“los medicamentos a base de plantas que cumplan los requisitos siguientes:

a) que tengan indicaciones apropiadas exclusivamente para medicamentos

tradicionales a base de plantas que, por su composicién y finalidad, estén



CAPITULO V: RESULTADOS 149

destinados y concebidos para su utilizacion sin el control de un facultativo
médico a efectos de diagndstico o de prescripcién o seguimiento de un
tratamiento;

b) que se administren exclusivamente de acuerdo con una dosis o posologia
determinada;

¢) que se trate de preparados para uso por via oral, externo o por inhalacion;
d) que haya transcurrido el periodo de uso tradicional [minimo de 30 afios
anteriormente a la fecha de la solicitud, de los cuales al menos 15 anos en la
Comunidad];

e) que la informacién sobre el uso tradicional del medicamento sea
suficiente, en particular que el producto demuestre no ser nocivo en las
condiciones de uso especificadas y la accién farmacoldgica o la eficacia del
medicamento se puedan deducir de su utilizacidén y experiencia de larga
tradicién”

Este  procedimiento, entre otros requerimientos, solicita

principalmente

“referencias bibliograficas [...] en 1[a]s que se demuestre que el
medicamento en cuestion o un producto equivalente ha tenido un uso
farmacoloégico durante un periodo minimo de 30 afos anteriormente a la
fecha de la solicitud, de los cuales al menos 15 afios en la Comunidad. [El
Apartado 4 del Articulo 16 gquater recoge supuestos especiales para
productos con historia de comercializacién en la Comunidad menor a quince
anos pero que cumplan el resto de los requisitos, que pasan por la

elaboracion de monografias].”

Con objeto de hacer mas facil el registro de determinados medicamentos
tradicionales a base de plantas y de ampliar la armonizacion, esta Directiva se
apoya de forma importante en la creaciéon de documentos elaborados por un
Comité de medicamentos a base de plantas (HMPC, por su acrénimo en inglés)

cuya creacion también se contempla en el texto. Estos documentos son:

- Listas comunitarias de sustancias y preparados vegetales y
combinaciones de ellos que cuentan con un uso farmacoldgico durante

un tiempo suficientemente largo, y en las que figuran la indicacion, la
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dosis y la posologia especificadas, la via de administracion y cualquier
otra informacion necesaria para un uso seguro de la sustancia vegetal
como medicamento tradicional

- Monografias comunitarias sobre plantas medicinales para los
medicamentos a base de plantas

- La exencidn de presentacion de documentacion preclinica y clinica, asi
como la posibilidad de aprobacion por reconocimiento mutuo también
quedan supeditadas a la inclusion de las plantas o sustancias en estas
listas y monografias. En cualquier caso, ningtin producto queda exento

de los requisitos de calidad.

El HMPC comenzo a elaborar una lista que amplia periddicamente (442).
También ha publicado hasta la fecha mas de ciento ochenta monografias (443)
sobre sustancias y preparados vegetales. La diferencia entre ambas radica en que,
mientras que las monografias son opiniones cientificas no vinculantes acerca de la
seguridad, la eficacia y el uso de sustancias vegetales, la lista es un documento
vinculante que ha de ser aceptado por todas las autoridades comunitarias a la
hora de otorgar una autorizacion de comercializacion de un medicamento a base
de plantas. La solicitud de una sustancia vegetal reflejada en una lista es, por
tanto, mas sencilla que la de una sustancia vegetal para la que tinicamente existe
una monografia, al no tener la primera que presentar documentacion o

bibliografia relativa al uso médico o tradicional de esa sustancia.

Esto es relevante para los microorganismos. porque el HMPC hizo un
requerimiento de informacion cientifica a todas las partes interesadas en el afo
2014, para incluir la levadura S. cerevisiae/S. boulardii como una entrada en la lista
comunitaria y/o para la elaboracién de una monografia para ella (444). Cualquiera
de esas dos acciones, especialmente la primera, facilitaria el registro de productos

con S. boulardii como medicamentos en los distintos paises de la Union.

Existen otros documentos de relevancia mas practica para la industria que
legislativa. Por ejemplo la monografia que la Farmacopea Europea esta
elaborando para los LBP. Aunque todavia no se conocen sus contenidos al ser por
el momento confidencial, a buen seguro este trabajo tendra un impacto en el
entorno farmacéutico europeo al recoger este tipo de productos por primera vez

en un documento oficial.
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Como se menciono antes hay guias, especialmente en términos de calidad
de producto, tanto a nivel nacional, europeo e internacional que pueden ser
relevantes para determinados aspectos del desarrollo de microorganismos como
farmacos. La FDA americana publico en septiembre de 2010 un documento, que
actualizo6 en febrero de 2012, denominado “Guia para la industria sobre ensayos
clinicos tempranos” con LBP (445), en el que establece recomendaciones no
vinculantes y particularmente centradas en aspectos de calidad para los
solicitantes de permisos para la realizacion de ensayos clinicos IND (siglas en
inglés de “Investigational New Drug”) con LBP en EEUU. Tal y como especifica la
propia Agencia, este documento también es relevante para “LBP legalmente
comercializados como alimentos, convencionales o complementos alimenticios,
[siempre y cuando los estudios con ellos no estén dirigidos a] evaluar su
capacidad para modificar la estructura o alguna funcion del cuerpo”, en cuyo
caso entrarian dentro de la legislacion aplicable a alimentos aspirando a una
declaracién funcional. No obstante, destaca que la exencion de IND no aplicaria si
el uso que se pretende hacer del alimento es propio de un medicamento
(diagnosticar, curar, mitigar, tratar o prevenir una enfermedad). También detalla
que bajo la secciéon 201 (ff)(3)(B)(ii) de la FDA Act (446), si un complemento
alimenticio o alimento comercializado con anterioridad se investiga como
farmaco bajo un IND puede seguir comercializandose independientemente de la

investigacion bajo IND.

A pesar de no ser aplicable en la legislacion europea, este documento tiene
una gran importancia por ser el primero especificamente generado para los LBP a
nivel mundial, y es utilizado como apoyo por otras agencias, incluyendo la
europea, para la elaboracion de guias o textos regulatorios relativos a estos
productos. Un aspecto muy relevante de la Guia es la definicién que establece
para LBP:

“producto biologico que: 1) contiene organismos vivos, como bacterias; 2) es
aplicable para la prevencién, tratamiento o cura de una enfermedad o

condicién de seres humanos y 3) no es una vacuna”.

Excluye especificamente virus filtrables, bacterias oncoliticas y terapias
génicas y aclara que estos productos son “generalmente no administrados

mediante inyeccion”. Pone como ejemplo de LBP un producto con “una o mas
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cepas de lactobacilos administrados de forma oral para tratar pacientes con colitis
ulcerosa, o administrados vaginalmente para prevenir la vaginosis bacteriana”.
Adicionalmente a esta definicion, la Guia proporciona ejemplos de LBP, dosis,
formas de administracion, mecanismos de accion, areas terapéuticas de aplicacion

y poblaciones-diana:

“microorganismos aislados de hospedadores humanos, y/o modificados
para poseer funciones o caracteristicas mejoradas. Las dosis y rutas de
administracion pueden variar desde preparaciones con la apariencia de un
alimento o una bebida tradicional o aplicadores vaginales. Los mecanismos
de accidn propuestos son generalmente la interferencia con el crecimiento de
un microorganismo patdgeno o potencialmente patdgeno en el cuerpo o la
estimulacion de procesos celulares potencialmente beneficiosos como
resultado de su permanencia transitoria y/o de su colonizacién a largo plazo
con los microorganismos contenidos en el LBP. Los objetivos de las
investigaciones varian entre prevencion o tratamiento, o como terapia tinica
o adjunta con otra terapia (antimicrobiana, por ejemplo). Por ejemplo,
indicaciones potenciales incluyen el tratamiento de vaginosis bacteriana en
combinacién con antibidticos, la prevencion de la enterocolitis necrotizante,
prevencién de la rinitis alérgica y el mantenimiento de la remisiéon de la
pouchitis aguda. Las poblaciones de estudio varian desde neonatos
prematuros a adultos mayores, y desde individuos sanos en riesgo de una
enfermedad a individuos afectados con condiciones o enfermedades

precisas”.
También especifica la definicion para LBP recombinante:

“LBP compuesto de microorganismos que han sido modificados
genéticamente mediante la adicion, delecion o modificacion deliberada de
material genético. Es probable que [estos productos] requieran
consideraciones adicionales y que por ello tengan que informacién adicional

con su solicitud IND”.

Con respecto a aspectos de calidad, establece la necesidad de describir el

LBP por sus caracteristicas fisicas, quimicas o bioldgicas, incluyendo:

- “Nombre bioldgico y designacion de cepa
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- Fuente original de las células a partir de las cuales el medicamento se
desarrolld

- Historia de cultivo de las cepas. Si las cepas fueron obtenidas de un
espécimen clinico, una descripcion de la salud clinica del/de los
donante(s), si se conoce (mera obtencidon de un proveedor comercial no
es adecuado)

- Resumen del fenotipo y genotipo de las cepas del producto, con
especial atencion a la actividad bioldgica o loci genéticos que puedan
indicar actividad o potencia; y

- Documentacién y resumen de las modificaciones, si las hubiera,
[realizadas] al LBP, €j. introduccién intencionada de genes foraneos o

mutaciones, junto con detalles de la construccion genética”
Ademas incide en la necesidad de caracterizar el principio activo, incluyendo

“una descripcién de los limites aceptables y métodos analiticos usados para
asegurar la identidad, potencia, calidad y pureza de la sustancia

medicamentosa [como los siguientes]:

- Identificacién de las células utilizadas para el establecimiento del Banco
de Células (MCB), [...] al nivel e especie y de cepa. Recomienda uso de
dos métodos complementarios de identificacidn, por ejemplo bioquimica

y genética.

- Determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias o bactericidas
para un panel de antibidticos propuestos por el investigador y
determinar si las cepas de producto son sensibles o resistentes a [ellos].
Puede ser necesario el disefio de un ensayo para determinar si, o hasta
qué punto, la resistencia antibidtica es transmisible desde el producto a
flora  microbiana relevante. Cuando se haya introducido
intencionalmente una resistencia antibidtica en la(s) cepa(s) del producto
para la seleccién o el mantenimiento de modificaciones genéticas, debe

discutirse la necesidad de dicho gen y posibles enfoques alternativos.

- Deben proporcionarse los métodos empleados para atenuar cepas de otro
modo virulentas, asi como documentacion acerca de la estabilidad de

dicha atenuacion.
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- Si la habilidad de la la(s) cepa(s) del producto de cruzar la barrera
mucosa es un punto de preocupacion critico, debe usarse un ensayo
reproducible para translocacién, preferentemente en un modelo animal

adecuado, como animales libres de gérmenes para productos orales.

- Si el mecanismo de accion del producto es conocido, debe acompanarse
el IND con datos que [lo] sustenten. Investigar el mecanismo de accion
puede ser valioso para desarrollar criterios de calidad. Por ejemplo, si se
identifican un nimero limitado de genes que puedan ser indicadores de
la potencia, se recomienda investigar la estabilidad genética de esos

genes.

[...]

Especificaciones de la sustancia medicamentosa: deben proporcionarse las
especificaciones preliminares los tests para cada sustancia medicamentosa,
que deben incluir, sin limitarse a: identidad, pureza, contaminacién
microbiolégica [segin la US Pharmacopoeia 31 USP <61>], potencia y/o
medidas bioquimicas o fisicoquimicas que se piense que puedan predecir la
potencia y, cuando proceda, medidas de estabilidad. Se recomienda incluir
limites superiores e inferiores de variabilidad, asi como una justificacién
para la eleccion de dichos limites. Es probable que las especificaciones se
hagan mas estrictas cuando se gane experiencia en el proceso de produccion
y de forma previa a los primeros estudios para la licencia.

La identidad de cada cepa microbiana presente en la sustancia
medicamentosa [...] determinada wusando un ensayo especifico y
reproducible. El testeo puede basarse en métodos bioquimicos como perfiles
de fermentacion, o genotipicos, incluyendo aquellos como ribotyping, RFLP,
0 ambos. Adicionalmente, si uno o mas loci genéticos, tanto naturales como
fruto de ingenieria, han sido identificados como criticos para la actividad
bioldgica, se recomienda el desarrollo de un ensayo especifico.

La potencia de productos microbianos vivos se mide generalmente como
células viables por unidad o dosis, es decir, ufc. Medidas adicionales de la
potencia del producto pueden ser aplicables en funcidon de la(s) cepa(s)

especifica(s) y del conocimiento del mecanismo de accion.
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Los tests de pureza de un LBP pueden incluir una evaluacién del contenido
de endotoxinas, antibidticos residuales y/o la cuantificacién de componentes

toxicos residuales o contaminantes introducidos durante la produccién”.

Atendiendo ya no a la sustancia activa sino al producto medicinal

terminado:

“Otros ingredientes necesarios, activos o inactivos, pueden incluir

adyuvantes, estabilizantes y/o excipientes

1. Composicion: Una lista de todos los componentes del producto [...]
incluyendo los limites superiores e inferiores aceptables de ufc de la[s]

cepa[s] del producto
2. Produccién: [...] incluyendo el procesado, la liofilizacién y el envasado

3. Especificaciones del producto medicamentoso: [...]
- Identidad
- Potencia
- Ensayo de potencia: durante el desarrollo clinico temprano, el ensayo de
potencia puede ser una evaluacién de ufc. Con el avance del desarrollo,
un ensayo de potencia alternativo o adicional puede utilizarse. Cuando
sea posible, evidencias de que el ensayo de potencia seleccionado
correlaciona con la actividad o la eficacia observada en ensayos clinicos
debe proporcionarse.
- Pureza
- Contaminacién microbiana
- Test General de Seguridad
- Apariencia visual
- Cuando proceda, tests adicionales o modificaciones de los mismos, tales
como porcentaje de células viables, determinacion de materia
particulada, test de pirogenicidad en conejo (USP 31 <151>), tests de pH
y/o humedad residual
4. Estabilidad: Antes de la solicitud IND, debe desarrollarse un protocolo
de estudio de estabilidad del producto demostrando la integridad del
producto en investigacién para la duracion planeada de la investigacion

clinica. Para los productos liofilizados, debe desarrollarse [...] un protocolo
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de estabilidad adicional que examine la estabilidad tras la reconstituciéon. Si
el producto es congelado, deben generarse datos demostrando la estabilidad
del producto a un ndamero de ciclos de congelado-descongelado
determinado. El protocolo de estudio de la estabilidad debe incluir, sin
limitarse a: potencia, numero de células viables, contaminacion
microbiolédgica, pH y humedad residual, si procede.

[...]

6. Evaluacion ambiental [...] probablemente requerido para organismos
virulentos, organismos que estén ecoldégicamente mejor adaptados que sus
homologos salvajes o para organismos cuya erradicacion es problematica o

dificil de documentar.”
En cuanto a la informacién no clinica o preclinica, establece que

“Debe enviarse informacion adecuada sobre estudios farmacolégicos y
toxicolégicos del LBP en animales de laboratorio, o in vitro, para sustentar
un ensayo clinico propuesto [...]. Se recomienda resumir la informacion
disponible [...] también en la literatura. Conclusiones basadas en datos
obtenidos [con] la formulacién clinica o con ingredientes individuales
presentes en la formulacién clinica, por contra de [con] formulaciones
similares o desconocidas, son siempre mas [relevantes para apoyar] el

ensayo clinico propuesto.”

Dependiendo del producto y del ensayo clinico propuesto, se recomienda
abordar: toxicidad general; drganos o sistemas-diana; potencial teratogénico,
carcinogénico o mutagénico de cualquier ingrediente del producto;
cualquier relacion de la dosis y la duracién con la respuesta toxica y la

actividad farmacolégica.”

Con respecto a la informacion clinica, indica la necesidad de proporcionar
informacion tanto como de la experiencia previa en humanos como de los

estudios clinicos propuestos:

“La experiencia previa en humanos varia desde ensayos clinicos
prospectivos a reportes de casos. Del mismo modo, distintos grados de
caracterizacion pueden reportarse en los estudios. Extraer conclusiones o

hacer asunciones sobre la relevancia de estudios previos puede ser dificil o
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imposible sin la adecuada informacion sobre calidad. En general, la
relevancia de la experiencia previa en humanos para sustentar un estudio
propuesto se basa en la similaridad del/de los producto(s) en estudio, asi
como el disefio del estudio, objetivos y endpoints, el nimero de individuos
expuestos, el nivel y la duracién de la exposicidn, [...] y la recolecciéon y el
analisis de los datos.

[...]

Los datos de seguridad obtenidos de la administracion de un producto en
investigacién a voluntarios sanos puede ser importante para identificar
eventos adversos comunes asociados al producto antes de proceder a
estudios en poblaciones mas vulnerables [...]. Los estudios propuestos para
evaluar los efectos de un tratamiento deben incluir la definicion de
enfermedad y criterios para empeoramiento, mejora, recaida, etc., aplicables

a la enfermedad y a la poblacion estudiadas.”

Con posterioridad a esa Guia para LBP, la FDA publicé otro documento
también no vinculante, llamado “Guia para investigadores clinicos,
patrocinadores, y paneles de revisidn institucionales — Solicitudes para
medicamentos en investigacion: determinar si estudios de investigacién con
humanos pueden conducirse sin IND” (447) en el que describen cuando el largo,
complejo y costoso procedimiento IND es necesario.

El texto especifica que el IND es necesario en medicamentos e
investigaciones clinicas, aclarando que el concepto de medicamento “no se limita
a compuestos con aspiracion terapéutica”, entendida ésta como “diagndstico,
cura, mitigacion, tratamiento y prevencion de una enfermedad”, sino que también
incluye a “compuestos cuya intencion es afectar estructuras o funciones en el
cuerpo, independientemente de que de que el compuesto tenga como objetivo
influir en un proceso patologico o no”. Apunta, sin embargo, que los suplementos
nutricionales tinicamente dirigidos a afectar estructuras o funciones del cuerpo no
son considerados como poseedores de intencion terapéutica. Con respecto a las
investigaciones clinicas, aclara que solo son aquellos “experimentos en los que un
medicamento, aprobado o no, es administrado” a seres humanos. Sin embargo, el
punto mas relevante para los LBP reside en la seccién dedicada a los organismos

vivos, en los que incluye “virus, bacterias u hongos, tanto modificados como
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silvestres”. Establece que el proceso IND se requiere para estudios en los que
cualquier organismo vivo sea administrado a sujetos para estudiar su
patogénesis, la respuesta del hospedador al mismo, o su colonizacion en relacion
con el tratamiento o la prevencion de una enfermedad con un desorden
autoinmune crénico. Especifica que incluso cuando el organismo no tenga una
intencion terapéutica, se considerara que aspira a alterar estructuras o funciones
en el organismo y que, por tanto, sera un medicamento bioldgico seguin la seccion
21 CFR 600.3 (h)(1)) y que, por lo tanto requerirda IND a no ser que sea un
ingrediente en un complemento alimenticio, un alimento o una bebida. El texto
también establece que los ensayos con ingredientes alimentarios sdlo requeriran
el procedimiento IND cuando estén “dirigido[s] a sustentar una nueva

declaracion de beneficio de la salud.

Existe también una reflexion en este documento acerca de los compuestos
enddgenos, no definidos como tales pero ejemplificados con moléculas como la
bradiquinina, la histamina o la angiotensina. En cuanto a la mencién a los
productos medicamentosos basados en organismos vivos, hay en este documento
dos hechos relevantes. El primero su mera presencia, ya que este tipo de
productos no habian sido considerados en los textos regulatorios
norteamericanos. El segundo, el hecho de que el principal precedente de exencion
de IND que llevo a la elaboracion del documento fue el caso del FMT (a pesar de
que este tipo de productos no aparecen nombrados en el texto).

Un caso aparte es el de los FMT. Al resurgir el FMT, en mayo de 2013 la
FDA se posicion6 respecto a este tipo de productos estableciendo que “la
microbiota fecal para trasplante como producto, cuando tuviera como objetivo
curar, tratar, mitigar o prevenir una enfermedad, cumplia las definiciones tanto
de medicamento como de medicamento bioldgico”. También estimaba que, al
usar medicamentos biologicos en investigacion, los ensayos de FMT requeririan
someterse al procedimiento IND para garantizar la seguridad de los pacientes y la
calidad del tratamiento. La Agencia también expresd su opinion de que el proceso
de fabricacion debia incluir desde el momento de la donacion hasta su
almacenamiento. Ademds reconocia que la definicién y caracterizacién del
producto presentaba dificultades, aunque se habian resuelto desafios similares en

el pasado como determinados productos basados en sangre y en células humanas.
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La situacion ideal seria identificar los microbios en el material fecal responsables
de los efectos beneficiosos para llegar a productos eficaces y definidos para
enfermedades especificas.

Esta decision de considerar un IND necesario para el FMT fue criticada por
la industria, por los médicos y por las asociaciones de pacientes. Los primeros
esgrimieron que la complejidad quimica y biologica de un producto para FMT
hacia imposible su caracterizaciéon al nivel que un dosier de IND requiere. Los
otros adujeron que la decision imposibilitaria el acceso a un tratamiento tan
altisimamente efectivo (380) para pacientes cuya vida podia correr peligro. Por
ello, en julio de 2013, la agencia americana reaccioné mediante la expedicion de
una “Guia para la industria” (448) estableciendo que continuaria requiriendo un
IND para los ensayos con FMT, aunque haria una excepcién con aquéllos con
pacientes con infeccion por C. difficile sin respuesta al tratamiento estandar. Los
tratamientos con FMT para C. difficile quedan regulados, por lo tanto, como un

procedimiento similar a un trasplante de un 6érgano o un tejido, en EEUU (371).

En otro borrador de Guia (449) liberado en 2014, la FDA se reafirmo en su
decision de no exigir un IND para los FMT indicados para infeccion por C. difficile
que no responden a terapias convencionales, pero matizé que esto podria ser asi
siempre y cuando se cumpliera que el facultativo obtuviera el consentimiento
legal del paciente, que el material fecal fuera obtenido a partir de un paciente
conocido bien por el paciente, bien por el facultativo, y que el donante y el
material fecal fueran estudiados bajo la direccion del facultativo para el

tratamiento de su paciente

En un tercer documento al respecto, la FDA en su version definitiva (450),
publicada muy recientemente en marzo de 2016, vuelve a ratificarse en lo
esencial, pero establece mayores restricciones en términos de donaciones,
sustituyendo el punto antes citado por “el producto FMT no es obtenido de un
banco de heces”. Reconoce que el cambio responde a las criticas recibidas por el
requerimiento de que el facultativo o el receptor del FMT conocieran al donante.

Define, a su vez, “banco de heces” como
“un establecimiento que recolecta, prepara y almacena productos FMT para

su distribucion a otros establecimientos, personal sanitario, u otras entidades

para su uso en terapia para pacientes o en investigacion clinica. Un
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establecimiento que recolecta o prepara productos FMT tnicamente bajo la
direccién de facultativos con el propdsito de tratar a sus pacientes (por
ejemplo, un laboratorio de hospital) no se considera un banco de heces [...].
La FDA no tiene intencién de eximir del IND a los bancos de heces que
distribuyan productos FMT. Dichas distribuciones son objeto del
requerimiento de que un sponsor, tipicamente el banco de heces, tenga un
IND en regla antes de la distribucion del producto FMT a los
investigadores”. Afiade que “la produccion centralizada en bancos de heces
representa un problema de seguridad al administrarse FMT desde un
numero limitado de donantes a un gran nimero de pacientes, [tales como]
transmision de agentes infecciosos y otros potenciales riesgos no

identificados relativos a los cambios en el microbioma [sic]”.

La Agencia dice mostrarse abierta, no obstante, a comentarios sobre esta
decision, asi como sobre otros usos del FMT que no debieran regularse bajo IND
(451). En ninguno de sus documentos la FDA ha establecido normas para la via de

administracion del FMT (colonoscopia, sonda naso-entérica o capsula oral).

Por el momento ninguna institucion europea se ha pronunciado
oficialmente acerca del FMT, aunque de forma extraoficial autoridades del Reino
Unido, Francia y Alemania, asi como la propia EMA, se han posicionado a favor
de regularlo como un medicamento en lugar de como un procedimiento médico,

cualquiera que sea su indicacion.

Por ultimo se debe citar un caso relevante en lo relativo a la relacion entre
cuerpos regulatorios y la microbiota. Se trata de una de las primeras evidencias
del nivel de discusion que la microbiota estd alcanzando en programas de
desarrollo de farmacos. En noviembre de 2011, el Comité Asesor de Evaluacion e
Investigacion de Medicamentos de la FDA se reunié con representantes de la
empresa Salix Pharmaceuticals, Inc. (Raleigh, NC, EEUU). Esta empresa esta
especializada en el desarrollo de medicamentos de indicaciéon gastrointestinal.
Pretendian discutir aspectos del programa clinico de la rifaximina, un antibiotico
que se administra oralmente y no es absorbido por el torrente sanguineo, de
forma que permanece en el lumen del tracto digestivo para y es eficaz en el
tratamiento del IBS (452). Como se ha discutido anteriormente, se piensa y existen

evidencias de que la microbiota puede jugar un papel en la etiologia o en las
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manifestaciones del IBS. La discusion se centraba concretamente en el disefio de
los ensayos clinicos para evaluar la seguridad, la eficacia y la duraciéon de la
respuesta con tratamientos repetidos de Xifaxan, una rifaximina presumiblemente
eficaz en el tratamiento de colon irritable con diarrea. Esta reunién fue una de las
primeras ocasiones en las que la FDA se mostré abiertamente interesada por la
microbiota, afirmando que “se necesitaban mas datos acerca del mecanismo de
accion [...] y su potencial para alterar la microflora entérica”, recomendando
“incluir un estudio para evaluar como distintas dosis afectan a la microbiota”,
sugiriendo el uso de “marcadores del microbioma [sic] como potenciales
biomarcadores para identificar pacientes que responderian a la terapia” dada la
escasa utilidad de los biomarcadores fisioldgicos utilizados por norma general,
insinuando que el uso continuado del tratamiento podria ocasionar “cambios en
la microflora del intestino que podrian atenuar la respuesta al medicamento pero
que podrian resultar también en exacerbacion” y que esos cambios “podrian
resultar en efectos adversos para la salud del paciente”, recomendando “estudios
con métodos avanzados para evaluar estos cambios en la microflora del

intestino”.
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VI - DISCUSION

Este apartado contiene toda la documentacion necesaria para abordar
el segundo y tercer objetivo secundario de esta tesis consistentes en analizar
la legislacion en torno a la comercializacion de los productos basados en la
microbiota y definir la categoria regulatoria a la que se deberian adscribir y
estudiar la problematica ligada a la comercializacion de los mismos.

6.1 CLASIFICACION REGULATORIA DE CADA ENFOQUE DE TERAPIAS DE LA
MICROBIOTA

En cualquier marco legislativo, los productos del tipo de las terapias de la
microbiota se regulan por la intenciéon de su uso. Este hecho sigue siendo objeto
de confusion y de debate entre la industria del sector alimentario y las
autoridades. Por un lado estd la existencia de la figura de las declaraciones
funcionales para alimentos y las multiples situaciones limite que supone. Por otro
el hecho de que cualquier producto cuya intencion sea la de diagnosticar, curar,
mitigar, tratar o prevenir una enfermedad sea tratado legalmente como un
medicamento o un producto sanitario y no como un alimento. Por eso resulta mas
obvio pensar en el uso farmacéutico de estos productos que en su uso alimentario.
Tomando en consideracidon esta reflexion, se discutird exclusivamente el uso

farmacolégico.

En la seccién de “Resultados” se han descrito los multiples enfoques que la
industria biofarmacéutica estd planteando para el uso de la microbiota como
estrategia terapéutica en los seres humanos. Dichos enfoques pueden clasificarse
desde multiples puntos de vista que se detallan a continuacion.

En primer lugar se puede considerar la diana de intervencion. Es un error
comun pensar en la microbiota inicamente como estrategia terapéutica por medio
de la administracion de microorganismos vivos destinados a colonizar un habitat
concreto del cuerpo del hospedador para desarrollar su actividad beneficiosa. Si
bien ese es uno de los enfoques mas extendidos y clasicos, no es, ni mucho menos,
el unico. Las intervenciones con o sobre la microbiota pueden dividirse en dos

grandes grupos con respecto a la diana de la intervencién. El primero, el mas
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intuitivo, consiste en centrar el objetivo directamente en la microbiota para
modificarla cualitativa y/o cuantitativamente y que ese cambio afecte de manera
positiva a la salud del hospedador. Esa es la meta de la administracion de LBP,
incluyendo los de tipo FMT o LBP modificado, de antimicrobianos especificos o
de moléculas modificadoras de determinados metabolismos microbianos.
Obviamente la segunda opcion se centra en el hospedador. Las actuaciones sobre
¢l pueden ser mediante moléculas obtenidas de la microbiota, los llamados
postbiodticos, o de otro tipo. Por ejemplo, en las enfermedades en las que se
especula con la implicacidon de anticuerpos contra componentes de la microbiota
intestinal como la enfermedad de Crohn (453-455), la administracion de
inmunosupresores al hospedador tiene como objetivo, de forma mas o menos
indirecta, disminuir la beligerancia del mismo contra su microbiota normal.

Como en casi todos los casos en este campo, especialmente dada la
incertidumbre mecanistica que aun se tiene, existe la posibilidad de que una
misma estrategia afecte tanto al hospedador como a su microbiota. Tal es el caso
de los salicilatos empleados para el tratamiento de la colitis ulcerosa que son
prescritos como antiinflamatorios. Dada la relacién sugerida entre esta
enfermedad y la excesiva produccion de H:S por parte de la microbiota intestinal
(226), es probable que parte de su eficacia también se deba a su capacidad de
inhibir el metabolismo sulfatorreductor que lleva a la produccion de ese acido
(456).

Cabe destacar también que las intervenciones farmacoldgicas, muchas de las
cuales ejercen un impacto sobre la microbiota, pueden tener consecuencias
positivas para el hospedador de forma inmediata pero modificar la microbiota en
una direccion que no sea beneficiosa para la salud del mismo a medio o largo
plazo, como se estudia en el caso de los antibioticos.

Siguiendo con el razonamiento del comienzo de este apartado, también es
posible considerar la localizacion de la diana de la intervencion. Se han descrito
implicaciones de la microbiota en procesos patoldgicos que afectan todas las
partes del cuerpo, por lo que intervenciones sobre o a través de ella pueden ser
necesarias en cualquier localizacion. Es importante recordar que, debido al
caracter ecosistémico y holobidntico del organismo humano, puede no ser
necesario intervenir sobre la microbiota de una localizacién para obtener

resultados en esa misma localizacion. Por ejemplo, en el campo de la
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dermatologia existen estrategias clinicas orientadas a la actuacion sobre la
microbiota de la piel a nivel topico pero también a nivel de la microbiota
intestinal para obtener, igualmente, resultados clinicos dermatoldgicos. Ocurre lo
mismo en el caso de las alergias y el asma en las que, como se ha dicho, se cree
implicada la microbiota intestinal.

Generalmente la legislacion no establece diferencias entre medicamentos
segun su ruta de administracion. No obstante, en el caso de la microbiota hubo en
EEUU una primera aproximacion a hacer distinciones entre microorganismos
vivos destinados a ser ingeridos o a ser aplicados de forma tdpica. A esta tltima
clase se le llama “Live Topical” (457), aunque todo parece indicar que estos

productos seran tratados como LBP sin mds matices.

Uno de los aspectos mas interesantes desde el punto de vista cientifico es
considerar el mecanismo de accion del producto. No obstante, y a pesar de que
este asunto se tratard extensamente en el apartado dedicado a la potencia de los
LBP, este aspecto no tiene por qué influir en la categoria regulatoria de ningun
farmaco, con la excepcion de que éste sea una vacuna, en cuyo caso quedaria
excluido del ambito de los LBP incluso tratdndose de un microorganismo vivo. La
via de administracion por inyecciéon y un mecanismo de accién basado en la
generacion de inmunidad adquirida son aspectos generalmente excluidos en toda

definicion de LBP, lo que enlaza con el punto anterior.

En cuanto a la procedencia del producto de la intervencion, se sabe que las
intervenciones a través de la microbiota pueden realizarse con productos de
origen diverso, desde sustancias disenadas de novo por el hombre a
microorganismos vivos obtenidos de muestras no humanas, pasando por
compuestos mas o menos sencillos producidos originalmente por miembros de
flora normal y microorganismos completos procedentes de la misma.

En el caso de las moléculas simples, como ocurre con todos los farmacos,
por motivos econdmicos, técnicos y regulatorios la industria convierte, siempre
que sea posible y desde su fase preclinica tardia, la sintesis de moléculas
pequefias en procesos industriales de tipo estrictamente quimico,
independientemente de su origen. Salvo por la diferencia entre su fabricacion por
medios biotecnoldgicos frente a quimicos, la normativa no contempla matices

regulatorios para ninguna clase de farmaco, independientemente de su origen.
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Los diferentes tipos de productos se clasificaran, por tanto, en funciéon de su
naturaleza bioquimica y su forma de fabricacion.

En cuanto a la naturaleza quimica, bioldgica, taxondmica o bioquimica de la
intervencion, esta caracteristica es en general la mas determinante a la hora de
clasificar los farmacos a grandes rasgos y es, de hecho, el criterio mas relevante en
el caso particular de las estrategias terapéuticas a través de la microbiota.
Independientemente de la diana terapéutica y su localizacion pueden hacerse tres
grandes grupos de intervenciones a través de la microbiota de acuerdo a su
naturaleza quimica, bioldgica o bioquimica: “moléculas pequefias”, “bioldgicos y
estructuras intermedias” y “microorganismos y virus”.

El término “moléculas pequefas” tiene un alto grado de ambigiiedad, dado
que no existe una definicion formal, ni cientifica ni legal, de los que es una
molécula pequefia. En el ambito farmacéutico el término surgié por
contraposicion a los biologicos, medicamentos mucho mas complejos y grandes
que los cldsicos generados por métodos quimicos. En general se habla de
moléculas pequenias cuando un farmaco no ha sido fabricado por métodos
biotecnoldgicos, su estructura quimica es sencilla y su peso molecular no excede
los 900 Da (458). La inmensa mayoria de los medicamentos disponibles hoy en dia
son moléculas pequefias, como también lo son muchos de los que la industria esta
favoreciendo para actuar a través de la microbiota. Por ejemplo SGM-1019 de
Second Genome que acttia sobre la interaccion entre una proteina secretada por
un miembro de la microbiota y el hospedador como tratamiento de la enfermedad
de Crohn, EB 8018 de Enterome, para la misma dolencia pero atacando a las
adhesinas de E. coli, SYN-010 de Synthetic Biologics, que inhibe el metabolismo
metanogénico para tratar el IBS o los postbidticos de tipo molécula pequefia que
se buscan en bases de datos metagenomicas (386). Sea cual sea su diana
terapéutica o su mecanismo de accion, los farmacos de tipo molécula pequefia no
mereceran ni requeriran, en principio, un tratamiento regulatorio especial con

respecto a cualquier otro farmaco no centrado en la microbiota.

En cuanto a los “biologicos y estructuras intermedias”, se ha hablado antes
de la posibilidad de que un postbiotico sea de tipo peptidico en lugar de una
molécula pequena. Salvo los péptidos mas pequenos como la insulina, las

proteinas terapéuticas se producen por medios biotecnoldgicos y son reguladas
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como medicamentos bioldgicos. Incluso determinados compuestos, por ejemplo
de naturaleza sacaridica o glicoproteica, cuya estructura es muy compleja y
requiere de una sintesis por medios biotecnologicos podrian ser regulados como
biologicos. Este podria ser el caso de moléculas inspiradas en oligosacaridos de
leche materna administradas para provocar el crecimiento selectivo de

determinados componentes de la flora intestinal del paciente.

Finalmente, si se habla de “microorganismos y virus”, se puede comenzar
describiendo los consorcios de microorganismos de composicion total o
parcialmente desconocida. Deberian incluirse aqui el FMT y todas sus variantes
en las que la composicion del material a trasplantar no esta totalmente definida
desde el punto de vista microbiologico salvo por la confirmacion de la ausencia
de agentes patdgenos. Como se detall6 anteriormente, en EEUU, inicamente en el
caso de que vayan dirigidos a resolver una infeccién por C. difficile, este tipo de
intervenciones se estan regulando como procedimientos médicos, de forma
analoga al tratamiento regulatorio que recibe un trasplante de un dérgano. Para
otras indicaciones seran considerados medicamentos de tipo LBP con las
complicaciones en términos de calidad y reproducibilidad que ello acarrea.
Aunque posible, se antoja bastante improbable que Europa tome una decision
similar a este respecto. De hecho incluso en EEUU RBX2660 de Rebiotix y SER-109
de Seres Therapeutics han sido considerados LBP, otorgandoles la categoria de
huérfanos, a pesar de tener una composicion no totalmente definida y estar
destinados al tratamiento de la diarrea por C. difficile. En Europa, distintas
autoridades han expresado de forma extraoficial su opiniéon de que el FMT debe
ser regulado como un farmaco (es decir, como cualquier otro LBP),

independientemente de su aplicacion terapéutica.

Si se consideran microorganismos aislados o consorcios de
microorganismos de composicion definida, los grupos de microorganismos
disefiados in vitro en lugar de aislados de muestras sujetas a variabilidad, como
SER-301 de Seres Therapeutics o VP20621 de Viropharma, y los productos
constituidos por cepas aisladas como Oxabact de OxThera, cuyo tunico
componente microbiano es la bacteria Oxalobacter formigenes, son a priori los
productos basados en microorganismos mas sencillos desde el punto de vista

regulatorio, en los que por el momento mas esfuerzo se esta poniendo en regular
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y los que realmente necesitan matices en la legislacion por sus especiales
caracteristicas. Es en este contexto donde surge la figura de los LBP, por ahora
sOlo reflejada en guias y otros documentos no vinculantes legalmente, y que se
discutirdn ampliamente en la siguiente secciéon. No hay que olvidar que en la
mayoria de los casos el FMT sera tratado como un LBP, por las razones antes
expuestas. Considérese ademads que la mayoria de los LBP en los que la industria
estd trabajando son nativos, aunque existe un gran interés y potencial en el
desarrollo de OMG terapéuticos, como SYN2010 y SYNB1010 de Synlogic para la
microbiota intestinal; AG013 para la oral; MucoCept de Osel para la vaginal; y los
conceptos de Xycrobe para la cutdnea. Como se discutird también en el siguiente
punto, este tipo de LBP estdn siendo catalogados, al menos hasta el momento,
como terapia génica a ambos lados del Atlantico.

En referencia a los microorganismos muertos o probioticos fantasma, aparte
de los dos productos Lacteol y Nyaditum resae de Manremyc, el segmento de los
microorganismos inactivados no estd demasiado desarrollado fuera de la
industria alimentaria, donde se pueden considerar un ingrediente mas y no sujeto
a las limitaciones del listado de especies QPS de la EFSA para los probioticos al no
tener capacidad metabdlica ni replicativa. Inicialmente cabria esperar que los
reguladores farmacéuticos no asumieran la idea de que microorganismos
completos pero en estado no viable, por ejemplo tras un choque térmico, se
convirtieran en medicamentos. Cabria esperar que demandaran la elucidacién del
mecanismo de accién y con él la identificacion de la(s) molécula(s) responsables
del mismo, que podrian ser reguladas en funcién de sus caracteristicas
bioquimicas y su modo de fabricacion.

No obstante, es también cierto que muchas vacunas son productos
conceptualmente similares. Ademds, los reguladores estdn mostrando gran
receptividad hacia las terapias a través de la microbiota y comprension hacia la
falta de conocimiento sobre el mecanismo de accion de estos productos. Hay que
apuntar, sin embargo, que los microorganismos muertos no estan contemplados
en los borradores de documentos que estan siendo discutidos por el momento,
que se centran en microorganismos vivos. Es mas, la respuesta a la solicitud de
recomendacion cientifica de septiembre de 2014 de la EMA a la empresa
SporeGen Ltd. (Egham, Reino Unido), que esta desarrollando un producto a base

de esporas inactivadas de Bacillus subtilis que expresan un antigeno no toxigénico
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de C. difficile para la prevencion de la infeccidon por este tltimo en ancianos, fue la
de que su producto no se encuentra en el &mbito de la definiciéon de medicamento
de terapia avanzada (459), en el que se han clasificado todos los LBP restantes en
Europa. Es probable que, en este caso particular, la EMA considere este producto
como mas similar a una vacuna oral o sublingual que a otra modalidad de
farmaco.

Como en muchas otras ocasiones con productos de dificil clasificacion, el
camino regulatorio deberia discutirse caso por caso con las autoridades, que mas
que probablemente calificaran un producto de esas caracteristicas como un
biolégico de algun tipo, tal y como esta catalogado Lacteol a dia de hoy en Espana
y otros paises europeos. Aunque ambos enfoques son cualitativamente muy
diferentes, el hecho de que FMT de composicion bastante indefinida como
RBX2660 hayan sido admitidos como farmacos (LBP) sienta un precedente que
invita al optimismo con todo el resto de farmacos de composicion compleja, como
lo serian estos probidticos fantasma.

Finalmente han de considerarse los bacteriéfagos. Las guias para el
desarrollo de microorganismos como medicamentos tienden a centrarse de forma
especial en microorganismos de tipo celular. Los virus, sin embargo,
especialmente los bacteridfagos, no se encuentran contemplados en estas
regulaciones probablemente debido a que no son considerados seres vivos sino
entidades bioldgicas acelulares. No obstante, existe un gran interés en la industria
por desarrollar algunos de ellos como farmacos. La terapia con fagos ha sido
usada desde los afios 20 del siglo pasado en la Unién Soviética (460), aunque no
han estado muy presentes en la medicina occidental reciente. Han sido utilizados
desde hace afios, de forma regulada, en el sector alimentario, tanto americano
como europeo, para el control de Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7 y
Salmonella en carne y lacteos (460,461). De hecho Intralytix, antes nombrada por
su proyecto con bacteridfagos para el tratamiento de la enfermedad de Crohn,
surgié en 1998 como actor en este sector.

La limitada experiencia que se tiene con fagos como productos terapéuticos
permite conocer que las autoridades los consideran productos bioldgicos a pesar
de no encontrarse especificados en la normativa (462). No obstante, el caso de las
vacunas que contienen virus vivos o atenuados es similar y estos productos no

encuentran en la regulacion mayores complicaciones. Es en este campo de las
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vacunas donde los fagos pueden encontrar su precedentes regulatorios mads
valiosos. Un caso claro es FluMist de AstraZeneca (Cambridge, Reino Unido). Es
una vacuna intranasal contra la gripe que contiene tres o cuatro cepas de virus
vivos y que es reformulada cada afio para ser efectiva contra las cepas mas
presentes en cada temporada de gripe. Para este producto las autoridades, en
lugar de regular el contenido exacto sometiéndolo a ensayos clinicos cada afo,
establecen normas sobre el proceso por el que el producto se manufactura (463).
En el caso de las estrategias con fagos antes nombradas, lo mas probable es que
estos productos se clasificaran también como bioldgicos, aunque no LBP en
principio.

Esta estrategia de regular procesos en lugar de productos es, de hecho, el
enfoque que las autoridades han tomado para la regulacion del FMT. Seria
posible una estrategia andloga para los productos a base de bacteriéfagos. Por
tanto, y a pesar de la ausencia de guias al respecto por el momento, es mas que
probable que las autoridades farmacéuticas tengan una actitud receptiva con

respecto a estos farmacos al ser consultadas caso por caso.
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6.2 CLASIFICACION Y RUTA REGULATORIA DE LOS LBP

Existen distintas definiciones de LBP. En su “Guia para la industria sobre

ensayos clinicos tempranos con LBP” de 2010 y 2012, la FDA los define como

“producto bioldgico que:

1) contiene organismos vivos, como bacterias;

2) es aplicable para la prevencion, tratamiento o cura de una enfermedad o
condicion de seres humanos y

3) no es una vacuna”.

Excluye especificamente virus filtrables, bacterias oncoliticas y terapias
génicas y aclara que estos productos son “generalmente no se administran
mediante inyeccion”. Pone como ejemplo de LBP un producto con “una o mas
cepas de lactobacilos administrados de forma oral para tratar pacientes con colitis

ulcerosa, o administrados vaginalmente para prevenir la vaginosis bacteriana”.

Por su parte, el Pharmabiotic Research Institute (PRI), un grupo de interés
regulatorio en el desarrollo de microorganismos vivos como farmacos con sede en

Aurillac (Francia), los define como un producto que

“contiene microorganismos bioterapéuticos vivos formulados con otros
ingredientes necesarios que pueden ser usados sobre o administrados a seres
humanos con el objetivo de restaurar, corregir o modificar funciones
fisiologicas mediante acciones farmacoldgicas, inmunologicas o metabolicas,
o haciendo un diagnoéstico médico. Otros ingredientes necesarios, activos o
inactivos, pueden incluir adyuvantes, estabilizantes y/o excipientes, y
pueden también encontrarse separados de [la sustancia], como por ejemplo

los diluyentes para su reconstitucion”.

En cualquier caso son productos de distinto nivel de complejidad en su
composicion que contienen microorganismos vivos y que tienen como objetivo

curar, mitigar, tratar o prevenir una enfermedad.

La primera disyuntiva regulatoria que ha de solventarse para estos
microorganismos es si pertenecen por naturaleza a la clase de los alimentos o de

los farmacos. Hay que destacar que esta disyuntiva se circunscribe a Europa, ya
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que en EEUU no existen microorganismos como farmacos, salvo los que forman
parte de las vacunas, regulados como algo diferente de los ingredientes o
complementos alimenticios. Como se explicd anteriormente, en cualquier marco
legislativo los productos de este tipo se regulan por la intencién de su uso. A
pesar de que en el sector alimentario sigue siendo objeto de confusion y de debate
entre la industria y las autoridades, cualquier producto cuya intencion sea la de
“diagnosticar, curar, mitigar, tratar o prevenir una enfermedad” debe ser tratado

como un medicamento o un producto sanitario y no como un alimento.

Como se detalld en el apartado de “Introduccion”, los productos basados en
microorganismos, no soélo de uso tépico sino también destinados a ser ingeridos,
han logrado alcanzar el estatus de producto sanitario en distintos EM. Esta
situacidn ha sido forzada por la industria para poder etiquetar sus productos con
mensajes mas potentes desde el punto de vista comercial. Ha llevado a
situaciones extremas desde el punto de vista judicial que han finalizado con
enfrentamientos entre la industria y EM dirimidos en el TJUE. Las discusiones
han sido rocambolescas desde el punto de vista técnico, con microorganismos
probidticos de reconocida inocuidad declarados productos sanitarios de alto

riesgo por su nivel de invasividad y de permanencia en el cuerpo del paciente.

A pesar de que desde el punto de vista estrictamente juridico esto fuera
posible, es mas que discutible que lo fuera desde el punto de vista técnico, ya que
la normativa establece que los productos sanitarios no deben ejercer su “accion
principal [...] en el interior o en la superficie del cuerpo humano por medios
farmacologicos, inmunologicos ni metabolicos”. En el caso de los
microorganismos destinados a colonizar el intestino y catalogados en su dia como
productos sanitarios, a saber S. boulardii y L. johnsonii EU1, debid haber existido al
menos la duda razonable, que debia haber llevado a su falta de aceptacion como
productos sanitarios, dado que existen multiples evidencias en la literatura
cientifica que indican que es posible una interaccién inmunoldgica entre la
microbiota y muchos microorganismos (45,464—469). Dado que en ambos casos el
objetivo del producto es que los microorganismos alcanzaran su estado viable en
el intestino, colonizdndolo durante un tiempo indefinido, la simple reflexion
acerca de la capacidad de S. boulardii de fermentar azticares a etanol deberia

haberse tenido en cuenta (470), por poner un ejemplo trivial.
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En los productos con microorganismos para uso topico vaginal el
mecanismo de accion se supone tnicamente fisico y estd basado en la exclusion
de patdgenos de la superficie de la mucosa vaginal o quimico fundado en la
acidificacion del medio. Aunque de forma menos clara que en el caso anterior, la
ausencia de interaccion inmune y/o metabdlica con el cuerpo es también
discutible (471) y por tanto la figura de producto sanitario tampoco parece 6ptima

para ellos.

Tras estos acontecimientos, y en aras de la armonizacioén, el Reglamento de
productos sanitarios actualmente en discusion pretende excluir a los
microorganismos de su ambito de aplicacion. Por tanto, ademds de su uso clasico
en alimentacién como probiodticos, los microorganismos que aspiren a “curar,
mitigar, tratar o prevenir una enfermedad” parecen abocados al ambito

farmacéutico.

Por consiguiente, la siguiente pregunta es si la regulacion farmacéutica
contempla a los microorganismos como candidatos a medicamentos. En este caso
la respuesta es afirmativa. En cualquier caso, ademds, lo que la Directiva
2004/27/CE si explicita es que “en caso de duda, cuando [un producto] pueda
responder a la definicion de medicamento y a la definicion de producto
contemplada por otras normas comunitarias, se aplicard la [legislacion
farmacéutica]”, por lo que, aun por mero descarte, los productos limite como los
microorganismos deberian ser regulados como medicamentos. A nivel nacional,
como se detalld en el apartado de “Resultados”, los criterios de las autoridades de
los distintos EM a la hora de catalogar los microorganismos han sido dispares. A
nivel europeo, sin embargo, la Directiva 2001/83/CE define medicamento como:

“toda sustancia o combinacion de sustancias que se presente como

poseedora de propiedades curativas o preventivas con respecto a las

enfermedades humanas”. A su vez, por su modificacion por la Directiva

2004/27, sustancia queda definido como “cualquier materia, sin distincién de

origen, pudiendo ser éste:

- humano, como: la sangre humana y sus productos derivados;

- animal, como: los microorganismos, animales enteros, partes de

organos, secreciones animales, toxinas, sustancias obtenidas por

extraccion, productos derivados de la sangre;
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- vegetal, como: los microorganismos, plantas, partes de plantas,
secreciones vegetales, sustancias obtenidas por extraccion;
- quimico, como: los elementos, materias quimicas naturales y productos

quimicos de transformacion y de sintesis”

Estas definiciones, ademds de reforzar la importancia de la intencién del
uso de un producto a la hora de clasificarlo como medicamento, aclaran la
actitud de la normativa farmacéutica al considerar los microorganismos como
medicamentos, a pesar de que cientificamente la inclusiéon de los mismos en
animales y vegetales, sobre todo en el primer grupo, sea confusa. Como se
adelanta desde la definicidn, el origen de la sustancia medicamentosa, asi como
su naturaleza bioquimica, son de vital importancia para su catalogacion dentro

del reino de los productos medicinales.

La Directiva 2003/63/CE/CE, que modificaba la Directiva 2001/83/CE, define

medicamento bioldgico como

“un producto cuyo principio activo es bioldgico. Una sustancia bioldgica es
aquélla que se produce o se extrae a partir de una fuente bioldgica y que
necesita, para su caracterizacién y determinacién de su calidad, una
combinacién de ensayos fisico-quimico y biolégico junto con el proceso de

produccién y su control”

Esta categoria regulatoria es aplicable tradicionalmente a farmacos complejos
como anticuerpos monoclonales o proteinas de fusion cuya produccion se realiza
por métodos biotecnoldgicos en cultivos celulares y cuya caracterizacion no es
posible por métodos quimicos. A pesar de que estos farmacos siguen siendo
considerados complejos, el nivel de complejidad bioldgica y bioquimica de los
medicamentos como los LBP es muy superior no sélo por su tamafio sino
también por tratarse de células vivas con capacidad metabdlica y replicativa. Esa
misma Directiva 2003/63/CE establece que la categoria de medicamentos
bioldgicos abarca, sin limitarse a:

- Medicamentos inmunoldgicos: vacunas, toxinas, sueros y alergenos

- Medicamentos derivados de sangre y plasma humanos

- Medicamentos desarrollados por ADN recombinante, expresion

controlada de proteinas y anticuerpos monoclonales
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- Medicamentos de terapia avanzada, que por el Reglamento (CE)

1394/2007 incluyen:

o Medicamento de terapia génica, que incluye un principio activo
que contiene un &cido nucleico recombinante, o estd constituido
por él, utilizado en seres humanos, o administrado a los mismos,
con objeto de regular, reparar, sustituir, afiadir o eliminar una
secuencia génica del cual depende su efecto terapéutico,
profilactico o diagnostico

o Medicamento de terapia celular somatica, que contiene células o
tejidos, [...] que han sido objeto de manipulacion sustancial (corte,
trituraciéon, moldeo, centrifugacion, imbibicion en disoluciones
antibioticas o antimicrobianas, esterilizacion, irradiacion,
separacion, concentracidon o purificacion celular, filtrado,
liofilizacidn, congelacion, criopreservacion, vitrificacion.)

o Producto de ingenieria tisular, [...] que contiene o esta formado por

células o tejidos manipulados por ingenieria

La experiencia previa y la logica cientifica y regulatoria apuntan a que los
microorganismos vivos pueden ser regulados como farmacos también en el
entorno normativo europeo actual, siempre que su intencion sea la de tratar o
prevenir una enfermedad de los seres humanos. Es importante recordar que el
actualmente ya existen productos a base de microorganismos catalogados como
medicamentos en distintos paises europeos. Corresponden a mecanismos de
aprobacion antiguos, regidos por estandares muy diferentes a los existentes

actualmente.

Dentro de los productos medicinales los LBP encajan a la perfeccién dentro
de los medicamentos bioldgicos por sus caracteristicas bioquimicas y sus métodos
de manufactura, cualesquiera que estos sean en cada caso particular. Es también
dentro de los medicamentos bioldgicos donde la FDA sittia a los LBP. Dentro de
los medicamentos bioldgicos, y mas por eliminacion que por encaje directo, los
LBP estan mejor clasificados dentro de los medicamentos de terapia avanzada, un
pequeno cajon de sastre donde se incluyen muchos medicamentos bioldgicos
inclasificables o complejos. Es de hecho en esta categoria donde la EMA ha

posicionado cuantas solicitudes de orientacidon que ha recibido, con el tinico matiz
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de que todos los casos presentados ante ella hasta la fecha (472) han sido LBP
modificados, por lo que los ha clasificado en la subcategoria terapia génica dentro

de la categoria medicamentos de terapia avanzada.

Conviene recordar que los LBP modificados o, en lenguaje de la FDA, LBP
recombinantes, definidos como “LBP compuesto de microorganismos que han
sido modificados genéticamente mediante la adicion, delecion o modificacion
deliberada de material genético” estaban explicitamente excluidos del ambito de
aplicacion de la guia FDA de 2010 y 2012, aludiendo al hecho de que ese tipo de
productos requieren consideraciones adicionales no contempladas en dicha guia.
Los tres casos con informacion publicada son los dos productos de ActoGeniX,
constituidos por cepas de L. lactis modificadas para expresar el factor trébol
humano 1 y la IL-10 humana, respectivamente, y AEZS-120 de Aeterna Zentaris
(Charleston, SC, EEUU), que contienen la cepa Salmonella typhi Ty21a modificada
para expresar el antigeno prostatico especifico para el tratamiento del cancer de

prostata.

Es en el marco de la terapia génica donde estos productos encajan mejor
desde el punto de vista regulatorio. Cabe destacar que, por el momento, los
proyectos mas avanzados en este segmento son microorganismos modificados
para expresar metabolitos humanos. Sin embargo no es descabellado pensar en la
posibilidad de utilizarlos como agente terapéutico. Para ello se precisard un
microorganismo cuya ingenieria molecular sea sencilla y que ademds tenga
buenas capacidades de colonizar el intestino. Los candidatos obvios son E. coli, L.
lactis o Salmonella. Pero también existe la posibilidad de que la modificacion
genética sufrida por el LBP sea distinta a la clonaciéon o recombinacion y resida
simplemente en la alteracidon de su informacion genética con un fin distinto al de
expresar una proteina heterdloga, en cuyo caso y, en sentido estricto, el epiteto
recombinante no seria adecuado. Es mas, a la luz de las nuevas tecnologias como
CRISPR-Cas9, que permiten la modificaciéon de organismos sin convertirlos, en
términos legales, en OMG, el término “modificados genéticamente” podria no
englobar todas las posibilidades técnicas. Es por ello mas aconsejable el uso de un
término mds ambiguo y a la vez inclusivo como LBP modificado. En cualquier

caso, todos los enfoques con LBP modificados, recombinantes, modificados
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genéticamente en sentido estricto o no, habrian de ser considerados terapia
génica.

Dado que los organismos terapéuticos tienen la capacidad de, abandonar el
cuerpo del paciente en un estado viable, los LBP modificados tendran que
enfrentarse adicionalmente a una regulacion estricta, especialmente en el caso
europeo, sobre la liberacion intencional en el medio ambiente de organismos
modificados genéticamente (Directiva 2001/18/CE). Desde el punto de vista
técnico, la mitigacion de riesgo ambiental se enfoca mediante el disefio de

microorganismos auxotrofos (473,474), como se discutird en un punto posterior.

El grueso de los LBP que la industria tiene en mente son, sin embargo,
organismos no modificados genéticamente o consorcios de ellos, por lo que no
encajarian dentro de la categoria de terapia génica. De hecho, no encajan en
ninguna de las categorias de terapias avanzadas existentes actualmente. No
pueden considerarse un producto de ingenieria tisular al no estar sus células
manipuladas por ingenieria ni estar destinadas a regenerar, restaurar o
reemplazar un tejido humano. El procesamiento que sufren los LBP para su
produccion no es considerado manipulacion por ingenieria por el anexo I del
Reglamento (CE) 1394/2007, e incluso en el caso en el que los LBP estén
destinados a repoblar la microbiota humana, ésta no puede ser considerada un
tejido humano. Tampoco pueden considerarse medicamentos de terapia celular
somatica ya que, de forma similar al caso anterior, las células bacterianas no son
células somaticas humanas ni los LBP son manipulados segtin lo establecido en el
anexo I del Reglamento (CE) 1394/2007. Es por todo esto que se cree necesaria la
creacion de una cuarta subcategoria para los LBP dentro de las terapias
avanzadas. Se trataria de un paraguas bajo el cual todas las opiniones coinciden
que deberian estar (FIGURA 2). A pesar de que desde el punto de vista
normativo no es estrictamente necesario generar una categoria regulatoria
especifica para cada tipo de farmaco, su creacion facilitaria los desarrollos de
microorganismos como farmacos y causaria un efecto muy beneficioso en la
inversion dedicada a la investigacion en esta drea. Una alternativa a esto seria, del
mismo modo que se hizo con los radiofarmacos (Directiva 89/343/CEE), emitir un
documento legislativo, de tipo Directiva o Reglamento, en el que se adopten

disposiciones complementarias a la regulacién vigente especificas para los LBP
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y/u otras estrategias terapéuticas centradas en la microbiota. Como se dijo
anteriormente, en EEUU el FMT para el tratamiento de la infeccién por C. difficile
puede ser regulado como un procedimiento médico, considerandose un LBP en
todos los demas casos. No obstante, cabe esperar que la inmensa mayoria de los
FMT acaben siendo regulados como LBP, situacion que de hecho se esta dando en

EEUU y que parece la mas probable en Europa.

Biolégicos

Cualquier farmaco
de este tipo
independiente de su
mecanismo de
accion

Péptidos, Medicamentos de
anticuerpos, etc Terapia Avanzada
Postbidticos
Producto de Terapia Celular S (IR
- Py Terapi ni LBP
Ingenieria Tisular Somatica erapiaiGenica

* LBP (definidos y
LBP modificados CONSorcios)

+ LBP tdépicos
*« FMT (no indicados
para C. difficile)

FIGURA 2. Localizacion de las distintas estrategias terapéuticas a través de la microbiota
dentro del marco regulatorio europeo. Se sugiere la creacion de la categoria de LBP

dentro de los medicamentos de terapia avanzada. Las denominaciones moléculas pequerias,

al igual que péptidos, anticuerpos no se corresponden con ninguna categoria regulatoria

y se incluyen con fines ilustrativos
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Dentro de la industria, particularmente la alimentaria, existen opiniones
que defienden que determinados productos a base de microorganismos deberian
poder regularse como medicamentos tradicionales a base de plantas y/o que
pueda alegarse para ellos un uso médico suficientemente comprobado. Los
defensores de esta postura alegan que existen especies microbianas que llevan
siendo utilizadas como probidticos desde hace décadas, mucho mas de los quince
anos requeridos por la ley para alegar uso tradicional o suficientemente
comprobado. También que en casi todos los casos su perfil de seguridad es
conocido y positivo. A pesar de que ese argumento es cierto, no puede ser
considerado suficiente para permitir el registro de microorganismos como
medicamentos tradicionales a base de plantas o bajo el amparo de un uso médico
suficientemente comprobado. En primer lugar, porque los microorganismos
distintos de las algas microscdpicas no pertenecen al reino vegetal, por lo que no
pueden ser considerados plantas. En segundo lugar, porque es muy probable que
la gran mayoria de los LBP no cumplan con los requisitos de los productos que
pueden acogerse a este procedimiento al no estar destinados a indicaciones
apropiadas exclusivamente para medicamentos tradicionales a base de plantas ni
tampoco estar destinados y concebidos para su utilizacion sin el control de un
facultativo. Por ultimo, porque la principal caracteristica de un medicamento ha
de ser su eficacia, estando su perfil de seguridad relativizado y supeditado a
dicha caracteristica. Si bien es cierto que algunos microorganismos tienen una
larga historia de eficacia en el tratamiento de determinadas dolencias, estos casos
son la excepcion. Como se indicd en el apartado de “Introduccion”, la mayoria de
la evidencia clinica acerca de la eficacia de los microorganismos probidticos es
poco sdlida desde el punto de vista cientifico. Ademas, se sabe que distintas cepas
de la misma especie de microorganismo, e incluso la misma cepa en funcién de
diversos factores como el mecanismo de su produccion, pueden tener perfiles de
eficacia muy dispares. Es por estos mismos motivos por los que el uso médico

suficientemente comprobado tampoco es una figura adecuada para los LBP.

El problema se acrecienta cuando se tiene en cuenta que las causas de esta
variabilidad en la eficacia son muy desconocidas y que por lo tanto los andlisis del
producto no podrian, en la mayoria de los casos, reducirse a un sencillo analisis

quimico de sus componentes, como si puede ocurrir con los extractos de plantas.
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La opinion del HMPC es que para determinados microorganismos si existe
evidencia suficiente como para ser incluidos bajo este paraguas regulatorio. Esta
posicidn se puso de manifiesto en el afio 2014, cuando se solicitd informacion a las
partes interesadas para incluir a S. boulardii en una monografia o lista. Esta
levadura es una de las contadas excepciones en las que podria considerarse que el
conocimiento de una cepa microbiana en términos clinicos es suficiente como
para incluirla en un procedimiento simplificado. El desarrollo de esta iniciativa es

confidencial, pero es evidente que no ha prosperado ni se ha llevado a término.

Independientemente de la terminologia cientifica usada y los aspectos
teoricos, los caminos regulatorios de los medicamentos tradicionales a base de
plantas o con uso médico suficientemente comprobado son inadecuados para los
LBP por dos motivos derivados del hecho de que estos procedimientos son de los
llamados simplificados. El primero, que como todo procedimiento simplificado
estan disefiado para productos muy bien conocidos por los reguladores. Ademas
de no ser este el caso, incluso para los productos con mas historia de
comercializacion, es igual de cierto para la propia industria, sobre todo teniendo
en cuenta que la practica totalidad de los microorganismos que se desarrollaran
como LBP serdan especies diferentes de las actualmente utilizadas como
probidticas, sin ninguna historia de consumo, o incluso especies desconocidas
hasta hoy. Por lo tanto, no pueden reducirse los microorganismos aceptables a
ninguna lista positiva ya que la mayoria de los integrantes de esa lista pueden ser
aun desconocidos. En segundo lugar porque un procedimiento simplificado tiene
el objetivo de ser, como su nombre indica, simple. El problema es que en el caso
de tecnologias no dominadas, como es el caso de los LBP, esta actitud puede
tornarse simplista, comprometiendo incluso la salud de los pacientes. Es por eso
que los LBP deben incluirse en una categoria regulatoria, propia o no, que dote a
la industria de flexibilidad y garantice la eficacia de los productos y la seguridad

de los pacientes.

Un aspecto interrelacionado con la categoria regulatoria de los LBP es su
mecanismo o via de aprobacion como farmacos. Como se ha dicho en repetidas
ocasiones, los farmacos a base de microorganismos actualmente existentes en los
diferentes EM fueron aprobados hace décadas por sus respectivos procedimientos

nacionales. No obstante, en el marco normativo actual los microorganismos
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podrian tener que aprobarse por una ruta diferente. El procedimiento de
autorizacion centralizado permite al solicitante obtener la autorizacion de
comercializacion de un medicamento para todos los EM mediante una sola
solicitud ante la EMA, con la revision tnica por parte del CHMP y permite la
comercializacion en todos los EM. Es un procedimiento obligatorio para
determinados tipos de farmacos y opcional para otros, aunque es el preferido por
los solicitantes por su simplificacion. No obstante, en ultima instancia, la
elegibilidad de un medicamento para el mismo es decidida caso por caso por
parte de las autoridades.

Siguiendo lo expuesto en el apartado de “Introduccion”, los medicamentos

que de forma obligatoria han de seguir el procedimiento centralizado son:

- Medicamentos desarrollados por tecnologia de ADN recombinante,
expresion de proteinas biologicamente activas en procariotas y
eucariotas incluidas células de mamifero transformadas, hibridoma y
anticuerpos monoclonales

- Medicamentos para uso humano con un principio activo novedoso
indicado para SIDA, cdncer, enfermedades neurodegenerativas,
diabetes, enfermedades autoinmunes y otras disfunciones inmunes y
enfermedades viricas

- Medicamentos huérfanos

Por otra parte, pueden acogerse a este procedimiento los productos que
constituyan una innovacidn significativa desde el punto de vista terapéutico,
cientifico o técnico, o cuya autorizacién presente un beneficio para los pacientes.
A pesar de lo que en muchas ocasiones se dice, no todos los medicamentos
biologicos tienen obligatoriamente que someterse al procedimiento centralizado,
si bien la mayoria de los existentes hasta ahora si han tenido que hacerlo. Por no
estar especificados en la normativa los LBP son uno de estos casos en los que este
procedimiento no es estrictamente necesario para ellos por su mera naturaleza
bioquimica o taxonémica o por su método de produccion. Este no es el caso de los
LBP modificados ya que su desarrollo si implica tecnologia de ADN

recombinante.

No obstante, atendiendo a otros criterios, también seria el procedimiento

indicado para determinados LBP nativos. Por el area terapéutica en la que se
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encuentran, productos que se desarrollaran para combatir o prevenir el SIDA o el
cancer también requeririan la revision por parte de la EMA. Los medicamentos
catalogados como huérfanos como RBX2660 y SER-109 también deben someterse
al procedimiento centralizado. El resto de los LBP pueden acogerse al
procedimiento por su condicion de medicamentos que constituyen una
innovacion terapéuticamente significativa y, en muchas ocasiones, también por su
beneficio para los pacientes. En cualquier caso, y con independencia de su
obligatoriedad, el procedimiento centralizado es el mas conveniente, y

generalmente el elegido, para cualquier farmaco y los LBP no son una excepcion.

Por ultimo, y debido tanto a su novedad, a su mas que probable limitada
historia de uso clinico en el momento de su aprobacion y al tipo de condiciones
de la salud a la que van dirigidos, es mds que probable que la préctica totalidad
de los LBP sean considerados medicamentos de uso hospitalario y bajo

prescripcion médica.
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6.3 ASPECTOS PRACTICOS DE LOS PROGRAMAS DE DESARROLLO DE FARMACOS
BASADOS EN LA MICROBIOTA

Los dosieres a presentar a las autoridades tienen como objetivo presentar toda la
informacion relevante a considerar a la hora de autorizar un nuevo farmaco, tanto
beneficiosa como no beneficiosa para su aprobacidon. Como se indico
anteriormente han de estar divididos en tres grandes bloques: pruebas quimicas,
farmacéuticas y bioldgicas, pruebas toxicologicas y farmacologicas y
documentacion clinica. Como fdrmacos, la informacion generada en los
desarrollos de los LBP y de cualquier otro producto basado en una estrategia
terapéutica a través de la microbiota debe ser presentada del mismo modo. En la
mayoria de los aspectos los fadrmacos que actian a través de la microbiota no
seran diferentes del resto de medicamentos en sus consideraciones. Sin embargo
en otros casos, y debido tanto a la idiosincrasia como a la novedad de este tipo de
enfoques clinicos, podran ser necesarias determinadas matizaciones relativas a
determinados conceptos del desarrollo farmacéutico cldsico o al tipo de
informacidn a generar, su relevancia y la forma de presentarla. Una vez mas los
LBP, por su particular naturaleza y complejidad bioquimica, son los que
probablemente mads consideraciones especiales requieran. A continuacion se
discuten las matizaciones mas importantes que han de ser tenidas en cuenta
desde muy temprano en el desarrollo de estos productos, y cuya idoneidad para
cada caso individual ha de ser discutida y consensuada con las autoridades. La
TABLA 3 ofrece un resumen de todas las consideraciones especiales para las

estrategias terapéuticas a través de la microbiota.
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6.3.1 Identidad y denominacion de la sustancia medicamentosa

El nombre de las sustancias medicamentosas o ingredientes activos
contenidos en un medicamento es una de sus caracteristicas descriptivas mas
basicas. La legislacion indica que las sustancias deben denominarse segun la
terminologia ordinaria, por el nombre en el que figuren en una farmacopea
europea o de un EM, por la denominaciéon comun internacional recomendada por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) o, en su defecto, por la denominacion

cientifica exacta. También afiade que

“los productos que carezcan de denominacion comun internacional o de
denominacion cientifica exacta se designardan mediante referencia a su
origen y al modo de obtencién, completandose estos datos con cualquier

otra observacion de utilidad”

En todas las guias para el desarrollo de LBP se coincide en que los
organismos deben ser denominados, inequivocamente, por su género, especie,
subespecie (si es el caso) y su cepa. Ante la falta de referencias a su respecto por
parte de las farmacopeas o de la OMS, este criterio que puede parecer sencillo,
esconde dificultades en el momento en que se ahonda minimamente en los

aspectos practicos de la microbiologia.

Los métodos clasicos de clasificacion taxondmica de microorganismos se
han basado en aspectos fenotipicos, metabdlicos y bioquimicos, siguiendo
criterios como la capacidad de crecimiento en determinados medios selectivos y/o
con determinadas moléculas como tinica fuente de carbono, en concentraciones
diferentes o en ausencia de oxigeno, la posesion de determinadas enzimas, la
respuesta de su pared a diferentes tinciones, su capacidad para formar esporas, su
morfologia al microscopio o su morfologia macroscdpica al crecer en colonias. Las
guias también recogen la recomendaciéon de utilizar para esa identificacion, de
forma adicional a las anteriores, técnicas de genética molecular como PCR (por las
siglas en inglés de “Polymerase Chain Reaction”) especificas o RFLP (por las
siglas en inglés de “Restriction Fragment Length Polymorphism”), lo que es muy
adecuado ya que afiade un grado de certeza en la identificacion.
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No obstante, la experiencia esta demostrando que ni siquiera la
combinacion de técnicas cldsicas con técnicas genéticas es suficiente, en muchas
ocasiones, a la hora de identificar inequivocamente un microorganismo. Es aqui
donde las técnicas genodmicas, de base molecular basadas en la secuenciacion
genomica masiva aportan una mayor certeza. Todas las guias recomiendan que el
genoma(s) del (los) microorganismo(s) que compone(n) la sustancia activa estén
completamente secuenciado(s). Ademas de ayudar a su identificacion, esta labor
permite realizar andlisis adicionales sobre el (los) microorganismo(s) en términos
de seguridad y probablemente de eficacia. Para ello tanto su informacion
cromosdmica como la contenida en plasmidos, no incluidos en las guias, deberian

analizarse.

Cabe destacar la importancia creciente de las técnicas de citometria de flujo,
que permiten no so6lo la cuantificacion de microorganismos sino también su
identificacion a nivel de cepa y la determinacion acerca de su viabilidad. Todos
estos métodos, salvo este ultimo, aparecen en las guias como criterios de
identificacion de los microorganismos que constituyen la sustancia activa del LBP

y para constatar su presencia como criterio de calidad.

A pesar de que la combinacién de técnicas fenotipicas, morfoldgicas,
bioquimicas, genéticas y gendmicas puede otorgar un alto grado de seguridad
acerca de la identidad de un microorganismo, la certeza puede no ser completa, al
menos al nivel que puede requerirse en el mundo farmacéutico. Como se comento
anteriormente, se sabe que existe una diversidad microbiana enorme, estimada en
mas de un millén de “tipos” de microorganismos procariotas, de la cual se conoce
solo una pequena fraccion. (475). Es mas, a pesar de que se han realizado distintas
propuestas (476), no existe una definicion oficial o totalmente aceptada acerca del
concepto de especie para los microorganismos, y las especies microbianas que
hoy se manejan han sido definidas con criterios diferentes segtin la época de su
descubrimiento, de la disciplina de trabajo de su descubridor o el campo de
aplicacion del microorganismo (clinica, ambiental, industrial). El criterio
generalizado es realizar la clasificacion como proponen las guias para LBP, en
base a andlisis fenotipicos y genotipicos, siendo el criterio genotipico
determinante el que dos organismos tengan al menos un 70% de identidad de

secuencia para ser catalogados como de la misma especie (477,478). La
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comprobacion del porcentaje de identidad de secuencia se hace por comparacion
con secuencias depositadas en bases de datos de dominio publico, que son
ampliamente reconocidas como incompletas (479). Hay expertos que incluso
defienden que el concepto de especie no significa nada y que por tanto no deberia
ser aplicado en al mundo microbiano (480). Para afiadir un nivel mds de
complejidad, dentro de wuna misma especie microbiana pueden existir
subespecies, cepas y biotipos, para cuya definicion los criterios no estan
demasiado claros. Las deficiencias en la clasificacion no son de una importancia
menor, especialmente cuando se conoce la tremenda diversidad de los
microorganismos. Simplemente como ejemplo ilustrativo, Martin Blaser en su
libro “Missing microbes” (481), citando el trabajo de Norman Pace en Science en
1997, afirma que segun el criterio actual de especie microbiana, el ser humano y el
maiz estdn taxondmicamente mdas proximos que las bacterias E. coli y Clostridium
(482).

Esta confusion se ha plasmado a lo largo de la historia de la microbiologia
en reclasificaciones y redenominaciones de tipos microbianos muy frecuentes,
incluso en casos de bacterias cuyo uso es muy comun en clinica o alimentaciéon y
en tiempos recientes. Es el caso de la unificacién en el afio 2002 bajo el nombre de
Bifidobacterium longum de lo que eran tres especies distintas, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium infantis y Bifidobacterium suis, (483) y su posterior
separacion en el afio 2008 (484). También de la denominacion inicial de
Bifidobacterium bifidum como Bacillus bifidus communis, la clasificacion inicial de H.
pylori como Campylobacter pyloridis o las multiples reasignaciones de especies del
género Lactobacillus. En este ultimo ejemplo Lactobacillus bavaricus paso a ser
Lactobacillus sakei, Lactobacillus cellobiosus es ahora Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus casei ssp. rhamnosus constituye ahora su propia especie, Lactobacillus
rhamnosus y Lactobacillus yamanashiensis se ha convertido en Lactobacillus mali. Es
mas, existen multiples casos de cambio de género. Por ejemplo, Lactobacillus
carnis, Lactobacillus divergens, Lactobacillus maltaromicus y Lactobacillus piscicola
pertenecen ahora al género Carnobacterium, Lactobacillus rimae al género Atopobium
y Lactobacillus confusus, Lactobacillus kandleri, Lactobacillus minor, Lactobacillus
viridescens y Lactobacillus halotolerans al género Weissella. Lactobacillus xylosus se
clasifica actualmente como Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactobacillus minutus y

Lactobacillus fructosus como Leuconostoc fructosum y Lactobacillus uli como Olsenella
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uli (485). Incluso productos aprobados como medicamentos poseen. Un ejemplo
ya ha sido citado anteriormente, es Infloran, un medicamento OTC biologico no
sustituible por el farmacéutico, que dice contener Lactobacillus bifidus, nombre con
el que colectivamente se conocia antes de los afios 1960 al género Bifidobacterium.
Por su parte Lacteol indica en su prospecto que contiene Lactobacillus acidophilus
cepa Lacteol, nombre que mads tarde equipara a Lactobacillus fermentum vy

Lactobacillus delbrueckii.

La incertidumbre con respecto a la clasificacion taxonomica y los volimenes
de informacion que se generan en el analisis de comunidades microbioldgicas
complejas han llevado a los investigadores a generalizar el uso del concepto de
OTU, que sirve igualmente para designar una especie o cualquier otra categoria
taxonomica. A su vez, los criterios para asignar dos lecturas gendmicas a una
misma OTU son arbitrarios, aunque tipicamente se usa el 97% de identidad de

secuencia (486).

Otra tendencia existente en el sector es la del uso de denominaciones
taxonomicas que podrian ser catalogadas como laxas. Los clostridios, que
incluyen especies del género Clostridium y de otra docena de ellos, son de una
enorme importancia en la ecologia y por ende en la fisiologia de la microbiota
intestinal y de hecho algunos son la sustancia activa de medicamentos en
investigacion. A pesar de la existencia y disponibilidad de métodos moleculares
que permitirian su clasificacion y de la severidad regulatoria del mundo
farmacéutico, algunos desarrollares de LBP manejan en la documentacion de sus
desarrollos la nomenclatura de las especies propuesta hace mas de 20 afios (487),
y que clasifica estos microorganismos en diecinueve grupos (I-XIX). Por ejemplo
Vedanta y Janssen declaran que su VE202 contiene clostridios de los grupos IV y
XIVa sin mas detalle. Estos dos grupos comprenden casi veinte especies distintas
cuya presencia o ausencia no se especifica en los documentos, o al menos en

aquellos de dominio publico y dirigidos a la comunidad cientifica.

Por lo tanto, y aunque suponga un caso excepcional en el mundo
farmacéutico, la denominacién de la sustancia activa tal y como se enfoca
cientificamente en la actualidad (género, especie, subespecie) puede no ser
siempre adecuada, y la denominacion per se puede suponer un factor poco
importante en los LBP. No hay que olvidar que en el campo de la microbiota,
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donde un gran porcentaje de los microorganismos son desconocidos, los criterios
para la clasificacion pueden variar. Es mas, como se discutira en detalle mas
adelante, es posible que la nomenclatura que se adopte en algunos casos no sea
mediante epitetos arbitrarios, sino que responda a funciones ecoldgicas,
fisioldgicas o incluso biogeoquimicas llevadas a cabo por el microorganismo
mediando el efecto del LBP. Por ejemplo AOBiome centra sus investigaciones en
las bacterias nitrificantes de la piel, con atencion especial a Nitrosomonas eutropha.
En un caso distinto al enfoque LBP, pero andlogo y también ilustrativo, SYN-010
de Synthetic Biologics es una molécula pequena dirigida contra el metabolismo
metanogénico, si bien la empresa especifica el nombre de la bacteria
Methanobrevibacter smithii en su literatura por ser una de las mas destacadas
arqueas con esa capacidad en el intestino. Este fendmeno podria darse a llamar
clasificacion por “funcionomia” en contraposicion a la clasificacion por

taxonomia.

Dejando la discusion terminoldgica para la identificacion, es importante
exigir la puesta a punto de métodos, fruto de la combinacion de técnicas
bioquimicas, fenotipicas, genéticas y gendmicas que permitan identificar
inequivocamente las sustancias activas microbianas y localizarlas y cuantificarlas
en el producto final (LBP) o en el cuerpo tras su administracion. La
recomendacion de utilizar sélo dos métodos complementarios recogida en la Guia
para LBP de la FDA se antoja insuficiente. Declarar ademas la fuente de origen
del microorganismo (ambiental, humano, animal), asi como su modo de
obtencion, puede ser importante y supone cumplir con las instrucciones de la
Directiva 2001/83/CE.

Como se detallard mas adelante, es igualmente importante poner a punto
estos métodos para la identificacion y cuantificacion fiable de biomarcadores de
tipo microbiano relacionados con la seguridad o la eficacia de todos los farmacos
que utilicen la microbiota humana como estrategia terapéutica, sean éstos LBP o
cualquier otro de los discutidos. No obstante, conviene recordar que toda la
discusion realizada acerca de la nomenclatura es aplicable tinicamente a los
farmacos de tipo LBP o bacteridfagos, ya que cualquier otro tipo de estructura

bioquimica farmacoldgica, desde las moléculas pequenias a los bioldgicos, deberia
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regirse en base a los criterios de nomenclatura propios de los productos de su

misma naturaleza bioquimica.
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6.3.2 Caracterizacion y composicion del medicamento: la dosis, la potencia y la

importancia del mecanismo de accion

La correcta caracterizacion del medicamento como producto final en
términos de composicion tanto cualitativa como cuantitativa, y en referencia tanto
a su(s) principio(s) activo(s) como al resto de sus componentes es un criterio de
calidad muy importante. En este sentido vuelve a tomar gran relevancia todo lo
dicho acerca de la necesidad de métodos adecuados para la correcta e inequivoca
identificacion de las sustancias activas en los productos de tipo LBP o virus. Para
el resto de los productos discutidos la situacion no es diferente de la de otros de la
misma naturaleza quimica y cuyo mecanismo de acciéon no sea mediado por la
microbiota. Ademas es importante destacar la enorme importancia de la
capacidad de dichos métodos para cuantificar, en las unidades adecuadas la

potencia de la sustancia activa dentro del producto.

Es igualmente importante garantizar que sdlo los microorganismos que se
pretende que estén en el medicamento son los que se encuentran en él. Mientras
que en farmacos de tipo molécula pequefia o péptido lo importante es su
esterilidad, el equivalente en LBP o FMT es la agenia o axenia, es decir, la
ausencia de formas de vida no intencionadas en el producto. Para garantizar esto
es igual de importante disponer de los marcadores que permitan la identificacion
inequivoca del organismo e cuestion y que permitan diferenciarlo de otros no
deseados, asi como de las técnicas lo suficientemente sensibles como para detectar
cantidades muy pequenas de contaminantes. Esto es especialmente importante en
los casos en los que se utilicen como farmacos cepas microbianas
taxondmicamente proximas a otras con capacidad toxigénica (C. difficile y E. coli,
por ejemplo). Habra casos en los que garantizar la ausencia de microorganismos
distintos del principio activo no sea posible. Es mas, hay algunos productos, como
SER-109 de Seres Therapeutics en el que el principio activo no estd plenamente
definido, ya que el farmaco estd compuesto por esporas de cincuenta especies de
un conjunto de dos mil Firmicutes en la que la inica que estd siempre presente es
Collinsella aerofaciens. En el caso del FMT, en principio, no hay una composicion de
producto definida, dependiendo ésta en gran medida del donante del material

fecal. En estos casos el enfoque se centra en garantizar la ausencia de especies,
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cepas o metabolitos, como C. difficile toxigénico, E. coli enterocolitica y sus toxinas,
E. coli O157:H7, Salmonella, Shigella y sus toxinas, Campylobacter, Yersinia, H. pylori,
Giardia, Cryptosporidium, S. aureus meticilin-resistente, Vibrio y Listeria. En estos
casos complejos el enfoque que probablemente adopten las autoridades sera el de
regular no el producto en si, sino el proceso de fabricacion del mismo. Este es un
enfoque que ya se utiliza en otros medicamentos de gran complejidad, como son
los biologicos, los biosimilares y los bacteriéfagos en sus aplicaciones
alimentarias. Los fabricantes de estos productos terapéuticos de composicion
indefinida deberdn disefiar y validar protocolos estandarizados y estrictos para la
seleccion de donantes, recogida y preparacion del material, andlisis que permitan
descartar la presencia de patdgenos y otros factores de riesgo, conservacion,
transporte, aplicacion y seguimiento de los pacientes, ya que de eso dependera la

autorizacion de sus tratamientos.

Tradicionalmente, en los productos con microorganismos en el campo de la
alimentacion la potencia y la dosis se han tratado como conceptos practicamente
sindnimos y unificados bajo el pardmetro de recuento de ufc presentes en el
producto. Esta practica sigue siendo habitual en los ensayos preclinicos y clinicos
con LBP de todo tipo, incluyendo los FMT, pero se antoja insuficiente por si sola
para los estandares de los desarrollos farmacéuticos del nivel que estos productos
demandan. Una de las ideas més arraigadas en el mundo de la microbiota es que,
en general, el factor mas importante es la cantidad. Al nivel de la investigacion
esto se manifiesta en la forma de que la practica totalidad de los estudios se
centran en el andlisis de la composicion de las categorias taxondmicas
dominantes. Por ejemplo, un criterio muy extendido por motivos practicos es
estudiar solo la composicion de la microbiota intestinal por sus taxones
bacterianos que suponen al menos un 1% de las lecturas gendmicas (488—-490). A
pesar de los multiples estudios que destacan la importancia ecofisioldgica de
otros elementos muchisimo menos abundantes como bacterias menos
representadas (141), asi como las levaduras (491) o los hongos filamentosos (466),

las investigaciones se siguen centrando en las bacterias mas abundantes.

Existe una gran demanda en el mundo de los probioticos por productos que
contengan mezclas de muchas bacterias en las mas altas concentraciones posibles.

Tipicamente son combinaciones de lactobacilos, bifidobacterias y S. thermophilus.
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La OMS recomienda una dosis diaria de al menos 10° ufc, y los productos
comerciales se mueven entre ese limite y el orden de 10" ufc por dosis y por dia,
muy raramente especificando cdmo cada especie bacteriana contribuye a ese
recuento. A pesar de la magnitud de esas cifras, es necesario reflexionar acerca de
lo que suponen en el conjunto del organismo o de la microbiota intestinal. Aun
asumiendo que la totalidad de las bacterias ingeridas en el producto de mayor
potencia colonizaran el intestino grueso, ésto supondria una cantidad de células
del mismo orden de magnitud del que existe en un solo gramo de heces en el
colon (12,144). Si se asume que los probidticos o que los LBP tienen capacidad
para ser efectivos en modelar la salud humana, habra que asumir también que es
posible que en algunos casos esa capacidad no venga mediada tinicamente por la
cantidad de ufc.

La prueba definitiva desde el punto de vista clinico de la relacion del efecto
terapéutico con la cantidad de producto ingerido son los ensayos de dosis-
respuesta. No es posible extraer demasiadas conclusiones acerca de la respuesta a
cantidades variables de microorganismos utilizando lo publicado en el sector
alimentario con los probidticos como aproximacion a lo esperable en los LBP en
términos de dosis, ya que estos estudios de dosis-respuesta generalmente no
existen (492,493). En los pocos casos en los que estos ensayos se han realizado se
han obtenido resultados discordantes. Hay otros en los que se observan
determinados efectos dependientes de ella (494,495). Atendiendo a los ensayos
conducidos en humanos con LBP también es dificil extraer conclusiones por la
escasa disponibilidad de informacion clinica. Hay que destacar que mucha de la

informacion a este respecto es confidencial de las respectivas empresas.

Uno de los programas mas avanzados, el de Oxabact de OxThera que se
encuentra ya en fase 3, ha oscilado en potencias de entre 107 y 10° ufc por dosis,
administradas dos veces al dia durante periodos de 6 a 10 semanas en distintos
ensayos, decantdndose finalmente por una dosis de no menos de 10”7 ufc de O.
formigenes administrada durante 8 a 10 semanas, dos veces al dia. La empresa no
detalla como ha llegado al calculo de esa dosis ni si ha detectado efecto dosis-
respuesta en los distintos ensayos. Por su parte Osel probd en humanos su
producto Lactin-V topico vaginal a tres potencias diferentes, 5x108, 10° y 2x10° ufc,

aplicadas una vez al dia durante 5 dias consecutivos, seguidas de una aplicacion
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semanal durante dos semanas, resultando las tres dosis igual de seguras en el
ensayo fase 1, en el que no se consideraron objetivos de eficacia (370). Por esa
razon en su ensayo subsiguiente (367), de fase 2, la empresa optd por utilizar la
concentracion mas alta antes citada. En ensayos preclinicos con monos (Macaca

nemestrina), la dosis empleada habia sido de 10® ufc (496).

Para comprobar la seguridad y algunos biomarcadores preliminares
(sustitutos o también llamados “subrogados” por traduccion directa del inglés
surrogate endpoints) de eficacia para su NTCD-M3, Shire realizé dos ensayos. En el
primero (497), de fase 1, se administr6 oralmente a ochenta pacientes diferentes
potencias (104, 10¢ o 10% esporas) en dosis unica, o repartidas en una dosis diaria
durante catorce dias o en dos dosis diarias durante cinco dias. A uno de los
grupos se le realizd un pretratamiento con vancomicina durante cinco dias, y
todos los grupos tuvieron un control por placebo. Ninguno de los individuos que
recibi6 una tnica dosis del producto, independientemente de la concentracion de
esporas, poseia la cepa M3 en sus heces en los veintiocho dias posteriores a su
administracién. En los pacientes que recibieron el producto en diez dosis (dos
diarias durante cinco dias a la maxima concentracion, 10%), la cepa M3 se detectd
durante los primeros dias tras el fin del tratamiento pero dejo de detectarse nueve
dias después. En los individuos pretratados con antibidticos, que ademads
recibieron el tratamiento durante catorce dias, e independientemente de la
concentracion recibida, se observo colonizacion por la cepa en estudio en el 44%
de ellos siete y catorce dias tras el fin del tratamiento, valor que se redujo al 22%
tras un mes y al 0% tras tres meses. En el segundo de los ensayos, de fase 2, y para
definir la potencia y dosis Optimas, se utilizaron tres regimenes de
administracién, todo ellos diarios: 10* esporas durante siete dias; 107 esporas
durante siete dias o 10”7 esporas durante catorce dias. Utilizando la colonizacion
del intestino del paciente, medida a través de la presencia de la sustancia activa
en heces, como biomarcador sustituto de eficacia para la prevencion de la
recurrencia de la diarrea por C. difficile se observd que los pacientes recibiendo 107
esporas durante siete dias eran colonizados en un 86% de los casos, mientras que
los que recibian 10* esporas durante el mismo tiempo lo eran en un 68% de los
casos. En los pacientes a los que se administré la potencia en ufc mas alta y
durante el mayor periodo de tiempo, 107 esporas durante catorce dias, esta cifra

sOlo llego al 73%, traduciéndose ademds en una tasa de recurrencia de la diarrea
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por C. difficile mayor que la observada en régimen de 107 esporas durante siete
dias (497,498).

Fuera de los LBP mas sencillos como los anteriores, en los LBP modificados,
existen los ejemplos de AG013 de Oragenics, en el que el L. lactis expresando el
factor trébol humano se administr6é a una potencia constante de 2,03x10" ufc/ml
en un colutorio bucal a dosis constantes de 15 ml, marcandose la dosis diaria total
como el nimero de veces al dia que el paciente utiliza los 15 ml prescritos (de una
a seis veces al dia, resultando en dosis diarias efectivas de 2,03x10", 6,03x10", y
1,23x10" ufc, respectivamente). En la publicacion de su ensayo fase 1b la empresa
reconoce haber usado una dosis ligeramente superior a la empleada en el modelo
de hamster y que no se considerd una dosis minima por lo limitado en el tiempo
de la exposicion y la seguridad de AG013 observada con anterioridad (499). Con
otro LBP modificado de uso tdpico, esta vez vaginal, MucoCept de ActoGeniX-
Intrexon, fueron utilizados a dosis entre las 9,4x10° y las 10" ufc (500), sin

conclusiones acerca de la dosis mas efectiva.

En el ambito del FMT la definicion de la potencia se complica al ser su
composicion también bastante incierta, por lo que suele medirse la dosis en
gramos de material trasplantado. Con este criterio OpenBiome realiz6é un ensayo
con diecisiete pacientes a los que administré dos dosis diferentes de su FMT
Capsule G3, observando una tasa de eficacia para ambas dosis del 70%.
Evidentemente, para el caso de otras estrategias terapéuticas como las moléculas
pequenas, este debate no se da, ya que su potencia es determinable por métodos
clasicos independientemente de su diana terapéutica. Por lo tanto, y resultando
patente que existen pocos datos, es muy dificil extraer conclusiones acerca de la
existencia de efectos potencia o dosis-respuesta en los ensayos en los que
componentes de la microbiota, ya sean LBP nativos, modificados o FMT, sean

administrados.

La reflexién importante es la consideracién de que la potencia, y por tanto la
dosis y la dosis diaria, de un LBP, de un LBP modificado o de un FMT puede no
residir tnicamente en el recuento de ufc, que es la vision reinante hasta el
momento. Aunque evidentemente puede resultar un factor fundamental, es
necesario considerar factores adicionales a las ufc para describir la potencia del

farmaco. Para esto es crucial el conocimiento, al menos en parte, del mecanismo
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de accion de la sustancia activa. Es ademas necesario recordar que, en caso de que
los microorganismos administrados tengan la capacidad de colonizar el cuerpo
humano, éstos se reproducirdn pudiendo alcanzar tamafios poblacionales
diferentes a los inicialmente administrados y a los que inicialmente se asentaron
en el organismo. Es por este motivo por el que otro aspecto adicional a considerar
al medir la potencia del farmaco pueda estar relacionado con su capacidad de
division o su tiempo de generacion, entre otros. No deja de ser sorprendente, sin
embargo, que en la inmensa mayoria de los ensayos en los que se utilizan
cantidades conocidas de microorganismos, e independientemente de si
pertenecen al sector alimentario o farmacéutico, del area terapéutica, de la parte
del organismo a la que estén destinados, o incluso de si se realizan sobre
humanos adultos o nifios o sobre animales, las dosis escogidas se mueven en el
rango de 108-10" ufc, obteniéndose resultados de seguridad y eficacia similares en
todos los casos. Por ejemplo NTCD-M3 de Shire fue administrado en un ensayo
preclinico en hdmsters en una dosis tnica de 10¢ esporas, mientras que las dosis
totales efectivas empleadas en los ensayos clinicos en humanos subsiguientes fue
de entre 7x10*y 1,4x108 ufc (501).

Como se describid en el apartado de “Introduccion”, existen multiples
estrategias para medicar la microbiota o el cuerpo humano a través de ella. Esto
resulta de las multiples interacciones y vias de comunicacion bidireccionales
existentes entre los miembros que la componen y el hospedador (ecoldgicas,
fisico-estéricas inmunitarias, metabdlicas, neuroendocrinas, etc.) y que pueden
alcanzar niveles de complejidad muy altos. Es por tanto posible que si el
mecanismo de accidn de un agente terapéutico es principalmente de tipo fisico, la
cantidad en gramos o las ufc sean relevantes para mediar su eficacia. Este es por
ejemplo el caso esperable en las terapias destinadas a competir ecolégicamente
con C. difficile por invasién masiva, tales como los FMT. De hecho se ha
demostrado que uno de los principales predictores del éxito del FMT contra C.
difficile es la capacidad de los microorganismos del FMT de colonizar el intestino
del paciente. En este aspecto el factor temporal, tanto el ntiimero de dosis
administradas por unidad de tiempo como el tiempo total del tratamiento,
también puede ser importante, lo que deberia determinar la posologia. Este es un
caso especial, ya que el terapéutico se aplica sobre un intestino practicamente

desprovisto de microflora por cursos previos de antibioticos, en el que el
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recubrimiento fisico rapido puede determinar el éxito. Es probablemente la causa
del éxito de la terapia FMT Capsule G3 de OpenBiome, en la que tan sdlo treinta
capsulas conteniendo muchos miles de millones de ufc cada una son necesarias
para mediar el efecto. Esto también se comprob6 en uno de los ensayos con
NTCD-M3 de Shire, ya que la maxima tasa de colonizaciéon por la cepa
terapéutica se alcanzo en aquellos pacientes a los que se pretratd con antibidticos
para desproveer al intestino de microbiota, facilitando el asentamiento de la cepa
M3.

Sin embargo, si el mecanismo de accidon no reside en el aspecto meramente
fisico pueden jugar un papel muy importante otros factores. Sin abandonar la
aplicacion de diarrea por C. difficile, se ha detallado en el mismo caso de NTCD-
M3 que la forma optima de administracion era un curso de siete dias con dosis
diarias de capsulas de una potencia de 107 ufc. El numero final de ufc
administradas en este régimen es de tan sélo 7x107 ufc, muy inferior en nimero,
pero igualmente efectivo, que el enfoque masivo por FMT. La causa de este
fendmeno reside con total seguridad en el diferente mecanismo de accion de cada
uno, siendo en el caso de NTCD-M3 la exclusion fisica y metabdlica de C. difficile.
Mientras que en un FMT poco definido como el de OpenBiome, existen multiples
tipos microbianos, en el producto de Shire sdlo existe el tipo preciso que mejor
compite ecometabolicamente con el agente patogeno, siendo por tanto una terapia
mucho mas dirigida y optimizada. Seria, por tanto, un error medir la potencia de
ambos medicamentos del mismo modo, reduciéndose tiinicamente a las ufc o a los

gramos que pesen las capsulas que los contienen.

Existen multiples casos en los que la administracion de determinados
probioticos ha resultado en la modulacion del sistema inmune incluso a nivel
sistémico. Teniendo en cuenta que estos ensayos suelen hacerse en poblacion con
una microbiota intestinal normal en la que la colonizacién masiva por un agente
exogeno no es sencilla, y ademas con dosis propias de la industria alimentaria de
entre 10° y 10" ufc/dia, todo lleva a pensar que lo importante no es la cantidad de
células sino las cualidades de las mismas. Por ejemplo, es muy probable que las
cepas que provocan la estimulacion del sistema inmunitario estén expresando en
su superficie o secretando al medio determinadas moléculas que son capaces de

comunicarse con el hospedador. Por tanto, de forma adicional a las ufc, un
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mecanismo de medicion de la potencia podria ser la cantidad de esas moléculas

en la superficie o sus niveles de expresidn a nivel transcriptomico.

Si el mecanismo de accion del LBP es de tipo metabdlico, como en el caso
del degradador de acido oxalico O. formigenes de OxThera, la capacidad del
microorganismo de desarrollar esa actividad de forma constante, duradera y
eficaz en el intestino es fundamental. Por lo tanto, otra forma adicional de medir
la potencia podria ser, como se indicé anteriormente, medir los niveles de
expresion de las enzimas implicadas en ese metabolismo, o incluso también el de
moléculas relacionadas con la capacidad de la bacteria de adherirse a la capa
mucosa del intestino, donde tiene que residir. Este altimo punto es también muy
claro si se traduce al mundo de los LBP modificados, en los que el metabolismo
degradador de fenilalanina o del ciclo de la urea o el producto transgénico elafina,
IL-10, o el factor trébol humano tienen que ser expresados de forma continuada y
duradera en el tiempo. Adicionalmente para estos productos, se podria
determinar el nimero de copias de los transgenes o de los plasmidos que los

contuvieran.

Un aspecto sumamente importante a este respecto es la necesidad de la
sustancia activa de estar viva o no. En general, y salvo el caso excepcional de los
probidticos fantasma, se asume que todos los LBP, nativos o modificados, median
su eficacia inicamente cuando estdn vivos. Es por tanto necesario tener en cuenta
la viabilidad de los microorganismos contenidos en un LBP, modificado o no, a la
hora de medir la potencia del farmaco. Aunque la medicion del nimero de células
viables por unidad de masa es algo que se realiza de forma rutinaria en el sector
alimentario, tanto por motivos de calidad en el caso de los probidticos como de
seguridad en el resto de los alimentos, los métodos utilizados de forma mas
generalizada estan basados en diluciones y cultivo. Aunque son baratos, no son
rapidos ni, mds preocupantemente para el mundo farmacéutico, suficientemente
precisos. Es por ello que el uso de técnicas mas avanzadas, como la citometria de
flujo o las basadas en la PCR en tiempo real, se hacen necesarias. Modificaciones
de estas técnicas (502) permiten la determinacion tnica de células vivas, lo que es

absolutamente necesario para LBP en los que la viabilidad sea requerida.

La viabilidad de la sustancia activa del producto es el factor mas importante
para la determinacion de su estabilidad. A pesar de que los microorganismos
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liofilizados tienen una buena resistencia a lo largo del tiempo, ésta puede no ser
suficiente para los estandares farmacéuticos. En el mundo alimentario se
considera aceptable, por una parte, que el recuento de células vivas caiga uno o
dos o¢rdenes de magnitud tras 12 6 24 meses y, por otra, realizar una
sobredosificacion inicial para paliar el efecto de la pérdida de viabilidad. Ninguno
de estos dos aspectos seria facilmente aceptado por las autoridades en el ambito
clinico. Por lo tanto es fundamental establecer todas las medidas necesarias para
evitar la pérdida de viabilidad de las sustancias activas y determinar con
precision la dindmica de pérdida de viabilidad de las mismas a lo largo del
tiempo, estableciendo los periodos maximos de almacenamiento de estos

productos.

Un aspecto especificado en la normativa es el de las desviaciones maximas
tolerables del contenido de la sustancia activa en el producto acabado, que son en
términos generales del +5% en el momento de fabricacion. Esto es tremendamente
complicado en el caso de los LBP por dos motivos. El primero, porque incluso los
métodos mas fiables de recuento de microorganismos tienen un margen de error
muy superior al de los métodos quimicos, debido a los érdenes de magnitud
manejados en microbiologia. Por eso los altos niveles de incertidumbre son una
constante. El segundo, porque incluso optimizando los métodos de conservacion
y reduciendo los tiempos de almacenamiento de los LBP, la sobredosificacion
puede ser necesaria. Del mismo modo que la normativa contempla margenes de
desviacion diferentes y mas laxos (del +10% de contenido de radiactividad) para
los radiofdrmacos, los limites adecuados para los microorganismos deberian

establecerse.

Todas estas consideraciones podrian también ser enmarcadas en el contexto
de las unidades de actividad bioldgica de cada sustancia activa citadas en la
normativa para la caracterizacion cuantitativa del medicamento, que especifica
que éstas deben ser empleadas en las sustancias que no pueden definirse en
términos quimicos, como es el caso de los LBP. Desgraciadamente, no existen
dichas unidades determinadas por la OMS para estos productos, luego éstas

deberan ser acordadas caso por caso con las autoridades.
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6.3.3 Ensayos preclinicos: pruebas in vitro y en modelos animales

De forma previa a su administracion a seres humanos, y sobre todo en el
caso de medicamentos novedosos, es necesario realizar pruebas in vitro e in vivo
para evaluar aspectos sobre la seguridad y la eficacia del producto. Esta
metodologia afecta del mismo modo a todos los farmacos que acttien a través de
la microbiota, independientemente de su naturaleza bioquimica, su via de

administracion o su mecanismo de accién.

En el caso concreto de los microorganismos, y adicionalmente a los ensayos
centrados en la seguridad que se tratardn con detalle en el siguiente punto, en el
mundo alimentario éstos se han sometido de forma clasica a pruebas tempranas
sobre su resistencia a las duras condiciones del tracto digestivo, principalmente
tolerancia al pH acido del estomago y a las sales biliares. Aunque estos factores
son importantes en los alimentos, que ofrecen poca proteccion al microorganismo
frente a condiciones externas, se antoja menos crucial en el campo farmacéutico
donde las técnicas de encapsulacion permiten liberar el ingrediente en la parte

deseada del tracto digestivo.

El aspecto mds importante en esta seccion es el de los modelos animales,
cuyo uso a nivel preclinico es obligatorio, que especifica ademas la necesidad de
ensayar los farmacos en al menos en dos modelos, de los cuales uno debe ser no
murino. La relevancia, representatividad y en ultimo término la utilidad de los
modelos animales en el desarrollo de farmacos estd permanentemente en
entredicho, incluso de forma independientemente de las consideraciones éticas.
Dado que los dmbitos de aplicacion de la microbiota en la salud humana son
multiples, habria que discutir practicamente cada uno de los modelos animales
utilizados en todos ellos. No obstante, independientemente de que algun dia se
comprendan las relaciones a nivel neuroendocrino a través del eje intestino-
cerebro, o de que se revelen conexiones entre la microbiota y el desarrollo o la
evolucion de enfermedades como el cancer, las aplicaciones en el corto y medio
plazo de la microbiota parece pasar por dos érganos del cuerpo y sus respectivas

microbiotas: el intestino y el aparato reproductor femenino.

En primer lugar conviene recordar que, al igual que los agentes que infectan

y causan enfermedad a cada especie animal, las microbiotas de cada una, incluso
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dentro del grupo de los vertebrados o los mamiferos, son muy caracteristicas y
con diferencias notables. Mientras que en humanos las microbiotas en su conjunto
tienden a estar dominadas por Firmicutes, Bacteroidetes y actinobacterias, en los
ratones este ultimo clado practicamente no se detecta y son mucho mas
abundantes las proteobacterias. En el caso del pez cebra, las microbiotas estan
compuestas casi exclusivamente por proteobacterias y fusobacterias en idénticas
cantidades. En D. melanogaster se encuentran dominadas por proteobacterias y
Firmicutes (503-506). Si cabe destacar que, independientemente de la composicion
de las microbiotas nativas de cada especie, y debido a la importancia del sistema
inmune en las interacciones con las microbiotas asi como del metabolismo, los
modelos preferidos siempre son los vertebrados al ser mas proximos en ambos

aspectos al ser humano.

Los modelos animales de microbiotas distintas a la intestinal estan poco
desarrollados. Por ejemplo para estudios con la microbiota del tracto
reproductivo femenino es necesario recurrir a modelos de primates (Macaca
mulatta, Macaca nemestrina), poco usuales fuera de los ensayos con medicamentos
para el sistema nervioso central, debido a las limitaciones que ofrecen. La causa
principal es que los mamiferos mas pequefios, como los ratones, las ratas, los
hamsters, los perros y los cobayas tienen un bajo nimero de lactobacilos
vaginales, contrariamente a lo que ocurre en humanos y demads primates. Ademas
los mamiferos distintos de los primates no poseen un ciclo menstrual sino estral,

lo que puede interferir con la interpretacion de resultados (507).

La microbiota intestinal es la mas beneficiada en términos de disponibilidad
de modelos animales, siendo el modelo murino el mas usado y especialmente el
de ratdn. Es preferido sobre el de rata por motivos practicos, logisticos y por el
hecho de que las ratas carecen de vesicula biliar, lo que conlleva una secrecién
constante de bilis que provoca unas condiciones ecoldgicas determinadas en el
tracto intestinal. No obstante existen diferencias anatomicas relevantes entre
ratones y humanos, entre otras la estructura del estomago, el tamano de las
microvellosidades del intestino delgado, el gran tamafio relativo del ciego y la
ausencia de apéndice en ratones, asi como la distribucion espacial de las
estructuras del sistema inmune asociado a mucosas. También hay razones

etologicas, destacando la conducta coprofagica en los ratones. A pesar de que su
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microbiota intestinal es ligeramente diferente en términos taxondmicos, puede
seguirse considerando comparable (508,509) y también sujeta a cambios por
distintas enfermedades (508). Los ratones también son convenientes por el gran
control que existe sobre su genética, muy util para el estudio de interacciones
transreino u hologenomicas o para la modelacion de enfermedades. Conjuntando
estas técnicas con intervenciones de tipo dietético o quimico-farmacoldgico, se
logra disponer de excelentes modelos de enfermedad. Otra gran ventaja que
poseen los ratones es su larga historia de uso en condiciones libres de gérmenes,
con poblaciones microbianas definidas (gnotobidticos), o con composiciones de la
microbiota intestinal humanizadas en términos de composiciéon taxondmica
(510,511).

Aun asi, las ratas son utilizadas como alternativa de forma creciente. Hay
modelos libres de gérmenes (508), asi como microbiotas humanizadas (512).
También se usa el perro dado que aunque su composicion taxondmica difiere con
respecto a la del hombre, a nivel de género es mucho mas proxima en términos de
funciones metabolicas (513). Otra opcion es el cerdo, de hecho es el modelo mas

pujante debido a sus enormes similaridades anatomicas, fisioldgicas e
inmunoldgicas con el hombre (504,508,514,515).

En su “Guia para el desarrollo de LBP”, la FDA recomienda explicitamente
el uso de animales libres de gérmenes para los ensayos preclinicos,
particularmente para los fdrmacos cuya administracion es oral. Es cierto que el
uso de los animales libres de gérmenes es una practica sumamente extendida en
la investigacion en el mundo de la microbiota. Los experimentos con ellos han
permitido confirmar el papel de la microbiota en la extracciéon de energia y
nutrientes de la dieta (139) y realizar la observacion sorprendente sobre la
capacidad del trasplante fecal de contagiar la obesidad a través de la microbiota
de animales obesos a animales delgados libres de gérmenes (221). Existen
estudios similares en los que la microbiota intestinal de humanos obesos es capaz
de transferir el sobrepeso a estos animales, mientras que la de sus gemelos no
obesos no lo hace (222) y en los que la microbiota intestinal de mujeres en el tercer
trimestre de embarazo les induce una mayor adiposidad y resistencia a la insulina
que la de mujeres en su primer trimestre de gestacion (186). A pesar de su

innegable utilidad como modelos para el estudio de interacciones microbiota-
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hospedador, el hecho de que los experimentos con animales libres de gérmenes
rindan frecuentemente resultados espectaculares hace plantearse su

representatividad real como modelo animal a nivel preclinico.

Los animales libres de gérmenes han nacido en un entorno estéril de madres
sin microbiota de ningun tipo, cuyas madres y padres a su vez habian sido
criados en esas mismas condiciones. Como ya se ha dicho, estos animales sufren
alteraciones funcionales a causa de esta condicién (324-329). De acuerdo con la
teoria holobiontica de la evolucion, que afirma que la microbiota es un caracter
adaptativo que se transmite de padres a hijos de un modo andlogo a los genes, es
probable que el hecho de proceder de un linaje mantenido sin microbiota durante
generaciones haya causado alteraciones significativas en la fisiologia de estos
animales, probablemente mediadas por marcadores epigenéticos y de otros tipos.
El hecho de que los humanos a los que van dirigidos los productos testados en
ellos no sean libres de gérmenes es otro factor que juega en contra del abuso de
estos animales como justificacion de su seguridad y eficacia en los desarrollos mas

tardios o proximos a la clinica.

Existen también otros modelos que surgen a partir de los libres de gérmenes
que son los gnotobidticos, animales cuya microbiota tiene una composicion
definida por los investigadores. Estos modelos son también muy dutiles para
observar interacciones entre numeros reducidos y definidos de tipos
microorganismos. Como en el caso anterior, su utilidad para el descubrimiento de
nuevas estrategias terapéuticas y para el apoyo de su mecanismo de accion es
enorme, pero los resultados en términos de seguridad y eficacia han de ser
tomados con cautela y no deben suponer argumentos fundamentales en los
dosieres cientificos de los farmacos de la microbiota, ya que la complejidad de sus
ecosistemas microbianos es mucho menor, siendo éstos por ello mucho mas

facilmente perturbables.

Independientemente de la infinidad de ventajas e inconvenientes de cada
uno de estos modelos, la principal pregunta es cdmo de informativos, predictivos
o relevantes son los modelos animales para el estudio de la microbiota, como han
de interpretarse los resultados y como se han de traducir éstos a futuras
intervenciones en humanos. Dado que los indicadores de seguridad y de eficacia

estan bastante bien definidos, la discusidn se centra en gran parte en como se
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traducen las potencias y dosis de los medicamentos con microorganismos
empleadas en ensayos con animales a futuribles ensayos con humanos. Ya se ha
adelantado que en la practica las potencias y las dosis medidas en ufc que se
emplean suelen ser muy similares en ambos casos, rondando los 108-10"! ufc para
animales de tamanos tan diferentes como un hombre y un ratén, lo que despierta
sorpresa en los reguladores, que demandan criterios estandarizados para este
proceso de escalado como existen en otros tipos de medicamentos o enfoques
terapéuticos (516). Segin uno de los criterios mas extendidos, el de dosificar en
proporcion a la superficie corporal del animal, la relacion entre un hombre y un
raton deberia de ser la de 0,08, es decir, que una dosis de 10° en humanos en un
raton deberia de traducirse en una dosis de 8x107. Sin embargo, este método es
utilizado para medicamentos que se distribuyen por todo el volumen del
organismo, caso muy diferente del de los LBP. Es por eso que quizéds fuera mas
conveniente utilizar un factor de conversion centrado en la superficie del intestino
de cada uno de ellos, con lo que se obtendria una razén de 0,04 de dividir los 1,41
m? de superficie del intestino de un ratén (517) de laboratorio frente a los 32 m?
que tiene un humano (178). Este método reduciria una dosis de 10° en ratén a una
menor que la obtenida por el método anterior, aunque del mismo orden de
magnitud, 4x107 ufc. Esta metodologia puede aplicarse al intestino de todos los
mamiferos y a humanos de diferentes edades. Aunque cualquier método no sea
mas que una aproximacion, si resulta logico pensar que animales de tamanos y
superficies muy diferentes requieran dosis Optimas diferentes, como ocurre en
todos los demas medicamentos y en el caso de los nifios. Estas férmulas asumen,
ademas, que el microorganismo tiene que distribuirse y asentarse por la superficie
del intestino para ser efectivo, cosa que, como se ha discutido antes, puede no ser

cierta en muchas ocasiones.

Es importante destacar que el clasico paradigma procedente del mundo de
los probioticos de que la sobredosis de microorganismos nunca llega a ser
deletérea, no puede ser aceptado por las autoridades farmacéuticas, ademas de
haberse demostrado potencialmente falso. A pesar de que en muchos ensayos no
se observan relaciones dosis-respuesta, en el caso de NTCD-M3 ocurre, y ademas,
el medicamento administrado en su maxima potencia de ufc y durante el periodo
mas prolongado llega a tener una eficacia menor que una dosis inferior. Esto, que

en el caso de cualquier otro medicamento no hubiera sido sorprendente y se
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hubiera denominado dosis supradptima o incluso toxicidad, supone una
excepcion dentro del campo de los microorganismos como farmacos. Una posible
explicacion a este fendmeno puede ser que el mecanismo de accion de NTCD-M3
resida en una contencion ecoldgica del C. difficile toxigénico limitada en el tiempo
para dar oportunidad al resto de la microbiota, dafiada por los antibidticos, a
recuperarse. Dado que es evidente que NTCD-M3 es altamente eficaz
colonizando el intestino, es posible que un exceso de colonizaciéon por su parte

pueda resultar en un impedimento para el resto de la microbiota.
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6.3.4 Biomarcadores, seguridad, toxicidad, eficacia clinica e interacciones

Con todo, el principal desafio al que se enfrenta el sector farmacéutico de la
microbiota, cualquiera que sea su enfoque, desde moléculas pequenas hasta el
FMT, es el del desconocimiento de lo que debe considerarse normal en términos
de composicion de la microbiota. Proyectos multimillonarios como el HMP o
MetaHIT, ademas de los multiples llevados a cabo de forma privada por
empresas, tienen como objetivo principal precisamente la definicion de la
normalidad. Como se ha descrito anteriormente, tan solo se tienen indicios sobre
las especies cuya presencia o margenes pueden considerarse normales en la
microbiota de las principales localizaciones del cuerpo humano. Hasta ahora los
resultados son confusos y en muchas ocasiones contradictorios. Por ello, en un
intento por poner orden se propusieron los enterotipos. Se trata de agrupaciones
de poblaciones microbianas intestinales en funciéon de sus especies mads
dominantes y otras cuantas “especies clave” que parecian estar positiva y
negativamente relacionadas con la dominante de cada enterotipo. Surgieron asi
los tres enterotipos: el dominado por Bacteroides; el dominado por Prevotella; y el
dominado por Ruminococcus (141). Incluso poco después de la aparicion de esta
clasificacién algunos expertos comenzaron a plantearse que los enterotipos
podrian ser una clasificacion demasiado estricta y comenzaron a hablar de
gradientes (518). La clasificacidon por enterotipos estd en desuso, del mismo modo
que existen autores que defienden que los grupos de composicion de la
microbiota vaginal en funcion de la especie dominante de Lactobacillus, explicados

en su la seccion 5.1.2. de este documento, tampoco son adecuados.

Un factor que puede estar influyendo en la dificultad para hallar respuestas
es que la practica totalidad de los estudios de composicién de la microbiota estan
centrados en el andlisis taxondémico. Ya se han discutido los problemas
conceptuales y técnicos de la taxonomia de microorganismos, a los que hay que
sumar otro que radica en la falta de estandarizaciéon y la imperfeccion de los
métodos empleados para el estudio de la microbiota. El estudio de las microbiotas
tal y como se entiende hoy, tanto a nivel clinico como ambiental, ha sido posible
gracias al desarrollo e implantacion de las técnicas moleculares en las que se
fundamenta. Como se detalld anteriormente, una gran mayoria de los

microorganismos existentes no son cultivables con las técnicas clésicas. Es por ello
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que todo este componente de la diversidad microbiana ha pasado inadvertido
hasta tiempos recientes. Estas técnicas independientes de cultivo comparten que
los fundamentos de ambas radican en la genética, la gendmica y la secuenciacion.
Pueden dividirse en dos grandes grupos: por una parte la metagendmica y por
otra la secuenciacién del rARN 16S o 18S. En muchas ocasiones, errOneamente,
ambas técnicas son denominadas colectivamente metagendmica. Otro elemento
comun a ambas técnicas es la metodologia de preparacion de las muestras para su
andlisis, dado que en ambos casos es necesaria una extraccion del material
genético de la misma. Evidentemente el protocolo diferird en funcién del tipo de
muestra, del tipo de analisis a realizar y de la rama del arbol de la vida que se
pretenda estudiar. Este punto, poco considerado hasta la fecha, es fundamental,
ya que dependiendo del procesado de la muestra, sobre todo en el caso de las
muestras fecales, los resultados pueden variar notoriamente (F. Codorier,
comunicacion personal). Lo mds frecuente es que se extraiga inicamente el ADN
bacteriano de la muestra, excluyendo tanto el ARN total como el ADN de otros
organismos. Para estudios en los que se esté estudiando ADN mitocondrial de
eucariotas o ARN el protocolo requiere adaptaciones. Una vez extraido el material
genético de interés, la técnica estrictamente Illamada metagendémica se
fundamenta en la secuenciacion al azar de todo el ADN fragmentado como fruto
de la extraccion. Tras su secuenciacion se requiere un analisis bioinformatico
profundo para ensamblar todos los genomas presentes en la muestra. En el caso
de la secuenciacion del rADN 16S, el ADN extraido es sometido a una
amplificacion con cebadores especificos de la regién del ADN codificadora del
ARN ribosomal 16S (en el caso de procariotas) o 18S (en el caso de eucariotas).

Mas tarde esos amplicones son secuenciados y analizados bioinformaticamente.

En ambos casos las secuencias obtenidas han de ser cotejadas con bases de
datos de genomas completos o de rARN 165, que en la mayoria de los casos son
de acceso libre y de naturaleza colaborativa. A pesar de sus multiples semejanzas,
ambas técnicas ofrecen un tipo de informacién marcadamente diferente. El gen
rADN 16S es la region del ADN procariota repetida multiples veces en su
cromosoma que codifica el ARN ribosomal 16S, un componente de la subunidad
pequenia (30S) del ribosoma. Es de gran utilidad en la construccion de filogenias
por su baja tasa de evolucion, es decir, por su alto grado de conservacion (519), lo

que permite el uso de cebadores universales que no sélo amplifican el gen
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bacteriano y de arqueas, sino también el de cloroplastos y mitocondrias. Desde el
punto de vista del analisis de poblaciones microbianas complejas, la
secuenciacion del rADN 16S amplificado con esos cebadores universales permite
unicamente determinar las categorias taxonomicas hasta el nivel de especie
presentes en la muestra y que tengan un nivel de analogia suficientemente alto
con secuencias de esos genes anotadas en las bases de datos. Por su parte, la
metagenodmica secuencia no so6lo el gen del rARN 16S sino todos los genes
presentes, lo que permite inferir las actividades metabodlicas presentes en la
muestra. Este caso también tiene la limitacion de la disponibilidad de referencias
lo suficientemente cercanas en bases de datos, lo que en muchas ocasiones genera
un alto nivel de incertidumbre. Cabe destacar ademas que a dia de hoy, y a pesar
de los grandes avances tanto en genética microbiana como en bioinformatica,
resulta muy complicado inferir, a partir de datos genomicos, informacion fiable
acerca de rutas metabolicas completas o de posibles colaboraciones metabdlicas
entre diferentes microorganismos. Ambas técnicas son cuantitativas, es decir, que
permiten no soélo conocer la identidad de los microorganismos presentes en una
muestra sino también su nimero. Para esta tarea es ademas frecuente realizar
qPCR con los cebadores del rARN 16S. Para la caracterizacion taxondmica, como

sustituto de la metagenomica, pueden utilizarse “microarrays” de ADN (520).

Por ultimo, cabe destacar que el analisis del ADN en cualquiera de sus
formas permite conocer la presencia o el potencial genético de una muestra, pero
no permite extraer conclusiones acerca de los metabolismos activos en la misma.
Para esto se utiliza una técnica denominada metatranscriptémica, analoga a la
metagenomica y en la que el material genético analizado es el ARN en lugar del
ADN. Es frecuente realizarla también con “microarrays” de ARN y permite
inferir los niveles de expresion génica. Como otras tecnologias émicas como la
protedmica o la metaboldmica, no se realiza tan rutinariamente como el andlisis

del ADN, aunque van ganando importancia en el area.

Puede existir discordancia entre ambas técnicas, incluso en la informacion
que se supone que ambas ofrecen de forma equivalente, como la identidad
taxondmica de los microorganismos presentes. Se deben al tipo de analisis
bioinformatico realizado y a la base de datos empleadas para cotejar la

informacién. Pero ademads existen factores incluso aparentemente mads triviales
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que pueden ocasionar un importante sesgo que dificulta la extraccion de

conclusiones acerca de la composicion de la microbiota y su normalidad.

A pesar de ser uno de los pocos aspectos mas o menos estandarizados en el
estudio de la microbiota, se sabe que la naturaleza de las muestras en las que se
analiza la composicion de la misma en un factor determinante y que no en todas
las ocasiones se estd recurriendo a la muestra correcta. Por ejemplo, por sus
especiales caracteristicas anatomicas y fisioldgicas, la boca posee una microbiota
en la que abundan los biofilms, que ademas son altisimamente especificos de cada
region de la misma. Ya se ha hablado de las diferentes condiciones de presion de
oxigeno, flujos de salivacion, tensiones mecénicas y tejidos bioldgicos presentes
en una sola cavidad bucal, que determinan poblaciones microbianas también
diferentes (521). Sin embargo, y aunque esto esta cambiando, la muestra estandar
para el estudio de la microbiota de la boca contintia siendo la saliva que, como
resulta logico pensar, es una mezcla de las microbiotas de diferentes
localizaciones de la boca. En muchos estudios se ha demostrado la falta de
representatividad de la saliva como muestra de la microbiota oral, muy
especialmente de los dientes ya que ésta se encuentra enriquecida en
microorganismos procedentes de los tejidos blandos como las encias, las caras
internas de los carrillos y la lengua (522-525). La evidencia cientifica demuestra
que el muestreo de la microbiota de la boca ha de realizarse en localizaciones
especificas, lo que tratdndose de dreas de facil acceso resulta minimamente

invasivo.

A pesar de que se podrian citar ejemplos similares de todas y cada una de
las microbiotas del cuerpo, merece especial mencién la microbiota intestinal,
estudiada ampliamente a través de las heces. Se recurre a ellas porque, como en el
caso de la saliva, su recogida no supone invasividad. Sin embargo una vez mas la
evidencia cientifica indica que los resultados obtenidos a través de las heces no
siempre representan a las poblaciones microbianas asociadas a la mucosa del
sistema digestivo. A pesar de que la microbiota residente en el lumen del colon,
que es la que se expulsa con las heces, pueda tener una gran importancia en la
modelacién de la salud del hospedador, existen multiples evidencias que
demuestran que la asociada a la mucosa, que no sale con las heces al estar

embebida en biofilms, puede tener una importancia atin mayor al interaccionar de
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forma mas estrecha con el hospedador (526-529). El nimero de estudios en los
que, para estudiarla, la toma de muestras del intestino se realiza por biopsias,

cepillos o hisopos también va en aumento.

Incluso con el problema del tipo de muestra solventado, quedan multiples
problemas que llevan a la dificultad en la comparabilidad de resultados obtenidos
por diferentes investigadores, lo que lleva, en ultimo término, a una si cabe atin
mayor dificultad en el establecimiento de margenes de normalidad en Ia
composicion de la microbiota. Una vez recogidas, las muestras han de ser
conservadas hasta su andlisis para evitar artefactos como por ejemplo el
sobrecrecimiento de determinadas poblaciones menos sensibles a una presion de
oxigeno mayor. Los métodos de conservacion de las muestras de microbiota de
cualquier procedencia son de dos tipos: por congelacion rapida o por métodos
quimicos. Aunque en principio ambas estrategias deberian lograr su objetivo y
rendir resultados idénticos, por motivos poco claros el uso de una o de otra
pueden arrojar resultados diferentes para una misma muestra. Ademas existen
otros factores adicionales a los citados, como las reacciones de amplificacion por
PCR, que introducen ain mas sesgo en el analisis. Estos fendmenos han sido
constatados en distintas investigaciones centradas en la metodologia del estudio
de la microbiota (530,531).

Todo lo descrito no hace mas que sumar mas variabilidad a la ya de por si
enorme variabilidad real de las microbiotas. Se ha demostrado en estudios que
incluso en una misma persona que el momento del dia, la etapa de su vida, su
alimentacion reciente o el uso de medicacion pueden influir en la composicion de
la microbiota, y no tnicamente la intestinal (532-537). A esto se une la inmensa
variabilidad interindividual que existe para una misma microbiota entre dos
individuos. Este ultimo factor dificulta enormemente, como se reiterara en el
punto siguiente, el disefio y la interpretaciéon de los ensayos clinicos que implican
de algiin modo a la microbiota. Todos estos factores al final desembocan en la
imposibilidad de comparar resultados generados en distintas investigaciones.
Este hecho esta dificultando la extraccion de conclusiones acerca de la
composicion de las microbiotas normales. La falta de referencias y la inseguridad
acerca de los biomarcadores que a priori se antojan mas abundantes e importantes

en la microbiota hacen la busqueda de dianas terapéuticas muy complicada.
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Puede ser incluso que el concepto de eubiosis entendido como composicion
normal y saludable de la microbiota en términos de taxones bacterianos, y por
tanto su antonimo disbiosis, no existan. Aunque también puede ser que no

siempre se esté atendiendo a la informacion adecuada contenida en las muestras.

Se ha introducido ya en este trabajo que los perfiles de composicion de la
microbiota de cualquier localizacion del cuerpo son mucho mas predecibles,
homogéneos y estables a lo largo del tiempo si en lugar de analizarlos en términos
taxondmicos se analizan en términos de funciones metabdlicas (206). El analisis de
las funciones ecoldgicas llevadas a cabo por cada componente del ecosistema
microbioldgico que es cualquier microbiota en el contexto de su habitat tiene
mucho mads sentido bioldgico y cientifico que el andlisis de las categorias
taxonomicas. Esto es especialmente cierto si se tiene en cuenta lo dicho para los
criterios de clasificacion de microorganismos. El enfoque dominante obliga a los
investigadores a hablar en términos taxondémicos de filo. De hecho, anteriormente
se ha mencionado que una composicion de la microbiota intestinal dominada por
el filo Firmicutes en lugar de por el filo Bacteroidetes estd relacionada con la
obesidad. También se ha mencionado que la microbiota de la piel, como la del
resto de localizaciones del cuerpo humano en mayor o menor medida, esta
dominada por representantes de los filos Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y
Proteobacteria. El problema surge cuando se observa que las microbiotas
simbiontes de las raices de Arabidopsis thaliana estan también claramente
dominadas por esos mismos cuatro filos, del mismo modo que la microbiota
simbionte de las hojas de esa misma especie vegetal (538) o que incluso la
microbiota de la Estacion Espacial Internacional (539). Aunque es evidente que en
este ultimo caso esas bacterias son procedentes de la microbiota, especialmente de
la cutanea, de los astronautas que en ella residen, la conclusion es que caracterizar
la composiciéon de categorias taxondmicas de una microbiota puede ser un
ejercicio cuyos resultados carezcan de relevancia. Ha de aclararse ademas que este
fendmeno no se debe a un artefacto por la existencia de unos pocos filos
bacterianos, ya que actualmente se reconocen oficialmente treinta desde los doce
reconocidos en 1987 (540), extraoficialmente cincuenta y las estimaciones hablan
de la existencia de mas de mil (541). Como resulta evidente, los criterios para la
clasificacion de los microorganismos son arbitrarios y no fundamentados en el

consenso, por lo que resulta arriesgado basarse en ellos para la extraccion de
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conclusiones cientificas. A modo ilustrativo, y sin pretender suponer un
argumento con demasiada base cientifica por las diferencias en la taxonomia de
los animales con la de las bacterias, el filo al que los humanos pertenecen es el de
Cordados, que comprende a los Craneados (que a su vez comprenden a los
Vertebrados y otros animales), a los Tunicados o Urocordados, y a los
Lanceolados. Es dificil imaginar estudios ecoldgicos en los que los animales de un

ecosistema sean clasificados a nivel de filo.

Sin embargo la presencia de actividades metabolicas microbianas en un
determinado ecosistema se antoja mucho mas relevante desde el punto de vista
bioldgico. Se conoce desde hace décadas la importancia de las bacterias
nitrificantes en simbiosis con las raices de las plantas leguminosas, el papel de los
microorganismos fotosintéticos en la generacion de la atmdsfera rica en oxigeno
en el planeta Tierra, el de las bacterias capaces de degradar la celulosa asociadas a
los protozoos que a su vez estdn asociados a las termitas (35) o el de las arqueas
metanogenas en la generacion de gases de efecto invernadero. Este enfoque para
el andlisis de todas las microbiotas del planeta ha sido el predominante hasta que
las técnicas moleculares han posibilitado una mayor certeza en la caracterizacion
de los microorganismos a nivel taxonomico. Da la sensacion de que la
disponibilidad de herramientas y la enorme cantidad de informaciéon que éstas
aportan hayan hecho perder el foco en lo mas relevante desde el punto de vista
bioldgico y ecologico. De hecho, como anteriormente se ha indicado, algunas
empresas con programas de terapias a través de la microbiota en estado avanzado
de desarrollo no estan prestando tanta atencion a la taxonomia. Son los casos de
Seres, cuyo SER-009 es un consorcio indefinido de clostridios, de AOBiome, cuyos
programas de investigacion se centran en las bacterias nitrificantes de la piel si
bien se basan en una cepa concreta de N. eutropha, o de Synthetic Biologics cuyo
SYN-010 estd dirigido contra la HMG-CoA en la ruta del mevalonato
fundamental en el metabolismo de las arqueas metandgenas. Es mads, en la
primera publicacion en la que se sugeria la creacién de los enterotipos de
microbiota intestinal (141) se adelantaban dos conceptos que con el tiempo han
cobrado mds importancia que la teoria principal que se enunciaba en el trabajo.
Por una parte, la posibilidad de clasificar las microbiotas en base a su funcién, de
hecho en este estudio la coincidencia entre enterotipos taxondmicos y funcionales

se mostro muy alta. Por ejemplo la fermentacién de hidratos de carbono y
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proteinas o la degradacion de las glicoproteinas del mucus, y de relacionar esta

clasificacion con propiedades del hospedador. El propio trabajo afirma que

“la tinica correlacion significativa entre una propiedad del hospedador y un
grupo taxondémico fue una negativa entre la edad y la abundancia de un
género desconocido de Clostridiales”, y contintia diciendo que “en contraste
con la pequena sefial filogenética, encontramos varias correlaciones
funcionales significativas con cada una de las propiedades del hospedador
estudiadas [...] sugiriendo que los biomarcadores funcionales de tipo
metagendmico podrian ser mds robustos que los filogenéticos”. Advirtiendo
de posibles factores introductores de artefactos en los resultados, prosigue
diciendo: “Por ejemplo, la abundancia de 10 grupos ortélogos varia mas
entre que dentro de la misma nacionalidad [...] aunque en términos
generales la composicién funcional era marcadamente similar entre
nacionalidades [...]. Para el género [sexo del hospedador] encontramos 5
moédulos y un grupo ortélogo que se correlacionan significativamente ([...]
por ejemplo, mddulos de la sintesis de aspartato en varones [...]). Por
ejemplo, las enzimas degradadoras de almiddn [...] aumentan con la edad
(lo que podria ser una reaccion a la eficiencia disminuida para la
degradacién de hidratos de carbono de la dieta en el hospedador (542)) [...].
Del mismo modo, un grupo ortélogo para la subunidad facultativa sigma-24
de Ia ARN polimerasa, que controla la expresion en la respuesta al estrés y
esta ligada a la supervivencia en intestino (543), decrece con la edad [...].
Una explicacion a esto puede ser la necesidad reducida de respuesta al estrés
en el intestino por la disminucién de la [capacidad] inmune en el intestino
asociada a la edad (inmunosenescencia) (544). Nuestros andlisis también
identificaron mddulos que se correlacionan fuertemente con el indice de
masa corporal del hospedador [...], dos de los cuales son complejos ATPasa,
apoyando la relacion entre la capacidad de la microbiota de captar energia y
la obesidad del hospedador (221)”.

Por otra parte, también advierte de algo que se ha tratado con anterioridad,
y es que algunos microorganismos con poca abundancia pueden contribuir, de
forma individual o colectiva, a funciones de suma importancia en la microbiota.

Aunque en el trabajo se apunta que, como es ldgico pensar, la mayoria de las
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funciones abundantes se encuentran en taxones abundantes, si se identificaron
funciones relevantes a las cuales principalmente contribuian taxones de menor
abundancia. En el texto los autores ponen como ejemplo que las Escherichia, que
suponen alrededor de un 1% en abundancia, son responsables de mas del 90% de
las secuencias de dos proteinas asociadas con pili bacterianos, relacionados con la
colonizacion del epitelio y la transferencia de material genético y resistencia
antibiotica, en uno de los individuos analizados. Sentencian ademas que “las
especies o géneros abundantes no pueden revelar la complejidad funcional de la

microbiota intestinal en su conjunto”.

Hay también que reconocer que el conocimiento acerca de las funciones de
los genes simplemente por su secuencia nucleotidica y, principalmente, de las del
grupo de genes presentes en un metagenoma o en un hologenoma en su conjunto,
es limitada. Del mismo modo que en la aproximacion filogenética se habla de
OTU, en este caso se habla de grupos ortologos y modulos para los que existe
también un grado de incertidumbre en cuanto a su funciéon. A pesar de que se
estan haciendo grandes avances con el desarrollo de las tecnologias émicas y de la
bioinformatica (386), se esta en los albores de conocer los detalles de la

funcionalidad de los genes en un ecosistema complejo.

Los biomarcadores derivados de las microbiotas mas inmediatos estan
relacionados con su composicidn taxondémica y/o con las funciones eco-
fisiologicas de los microorganismos que las componen. No obstante, el mayor
conocimiento del elevadisimo ntiimero de interacciones en las que las microbiotas
estan implicadas y la elucidacion de los mecanismos de accion de las diferentes
estrategias terapéuticas a través de ellas estan llevando a la generacion de mas
indicadores que permiten el disefio de nuevos enfoques farmacoldgicos y/o la
prediccidn y seguimiento de su eficacia o seguridad. De forma tradicional, y en
gran medida por herencia de los ensayos realizados por la industria de los
probidticos, los biomarcadores sustitutos para el seguimiento y la estimacion del
posible éxito del tratamiento con LBP se han centrado en la deteccion y recuento
de los microorganismos en las heces del paciente durante y tras la intervencion, y
en la busqueda de cambios en la composicion de la microbiota del paciente.
Puede decirse que el hallazgo del microorganismo administrado en las

deposiciones del paciente durante el periodo en el que se estd administrando,
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aunque sea totalmente esperable, no deberia ser una finalidad. Es cierto que una
de las causas por las que esto se hace es por comprobar que, en efecto, el
microorganismo logra atravesar todo el tracto digestivo sin morir en el camino, lo
cual es acertado. Sin embargo, y partiendo de la base de que la colonizaciéon del
tracto digestivo y la supervivencia en él son requisitos para mediar el efecto
terapéutico, la salida de grandes niimeros de microorganismos activos del mismo
podria llegar a interpretarse como un fracaso. Seria el equivalente a una
biodisponibilidad muy baja en un medicamento destinado a absorberse a través
de la mucosa hacia el torrente sanguineo. Este argumento gana peso cuando se
observa que, en la mayoria de los casos, el microorganismo deja de ser detectable
en heces muy poco después del fin del tratamiento. Incluso en casos donde la
colonizacién por parte del microorganismo terapéutico es muy alta, la
permanencia de la sustancia activa en el intestino puede considerarse muy corta.
En el caso del ensayo antes descrito con NTCD-M3 de Shire, y con el régimen de
tratamiento mas exitoso en términos de colonizacion y de resultados clinicos, la
cepa administrada dejo de ser detectable tan solo veinte semanas después de la
ultima dosis (498). Los ensayos para esa misma indicacién con FMT arrojan en la
mayoria de las ocasiones resultados analogos en los que la microbiota del receptor
es muy similar en términos de composicién taxondmica inicialmente a la del
donante, pero tan s6lo dos a tres meses tras el trasplante vuelve a recordar a la
original del receptor (545-548), lo cual por otra parte indica el importante papel
de la genética y la inmunidad del hospedador en la definicién de su propia

microbiota.

La falta de colonizacién y de permanencia en el hospedador han sido
argumentos a los que la industria de los probidticos ha tenido que enfrentarse
desde sus inicios, y que se repiten en el campo de los LBP. En el caso de
tratamientos frente a la infeccion por C. difficile, y visto el perfil de eficacia de
estos productos y procedimientos, puede ser que la colonizaciéon y permanencia
mas alla del periodo de infecciéon aguda no sean necesarias. Sin embargo, en el
caso de tratamientos con LBP para enfermedades cronicas, la supervivencia del
LBP en el paciente seria lo tedricamente deseable. Esto lleva a la consideracion de
un segundo biomarcador al que la inmensa mayoria de los ensayos con
estrategias terapéuticas a través de la microbiota presta mucha atencion, que es la

capacidad de la intervencion de modificar la microbiota del paciente. Mientras
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este cambio se logra en las situaciones especiales en las que un tracto digestivo
desprovisto de microbiota es repoblado a través de un LBP, en general existen
contadas estrategias que realmente logren modificar la microbiota del paciente, al
menos en términos taxondmicos. Esto se ha puesto de manifiesto muy
recientemente con una revision sistematica de la capacidad de modificar la
microbiota intestinal de todos los ensayos clinicos aleatorizados, doble-ciego, y
controlados por placebo realizados con probidticos (549). El estudio concluyo que
ningun ensayo con probioticos habia sido capaz de modificar significativamente
la microbiota intestinal en términos de diversidad-alfa, riqueza o balance, y que
solo uno logré modificar la diversidad beta de la misma. Se ha de insistir en que
esta revision, al igual que todos los ensayos incluidos en ella, inicamente atendid

a aspectos estrictamente relacionados con pardmetros taxonomicos.

Estos ultimos argumentos llevan a una reflexion importante. Dado que
algunos probioticos y muchos LBP, sobre todo de tipo FMT, han demostrado ser
clinicamente eficaces frente a diversas dolencias, a pesar de no ser capaces de
modificar la estructura taxondmica de la microbiota, al menos de forma duradera,
el mecanismo de accion de estos productos puede no estar siempre mediado por
la colonizaciéon y permanencia de los microorganismos en el cuerpo del
hospedador. El hecho de que algunos postbiéticos microbianos de tipo estructural
y algunos probioticos fantasma tengan efectividad pone ain mas de manifiesto
que la viabilidad y actividad metabdlica de los microorganismos puede no ser
imprescindible. Es posible, en definitiva, que al menos algunos microorganismos
puedan ejercer su accidn terapéutica durante su paso transitorio por el cuerpo
humano. Esto, que puede suponer un cambio de paradigma en el mundo de la
microbiota, no deberia de ser extrafio desde el punto de vista conceptual, ya que
la virtual totalidad de los medicamentos existentes actiian de este mismo modo.
Son administrados, ejercen su labor y abandonan el cuerpo. Este punto no
pretende justificar la eliminacion del estudio de la composicion de las microbiotas
durante los ensayos con terapias a través de ellas. Es simplemente una reflexién
acerca de su utilidad y relevancia como biomarcadores predictivos de la eficacia
del tratamiento, al menos con las técnicas, enfoques y conocimientos actuales.
Como también se ha discutido, es necesario considerar la posibilidad de que los
LBP mas definidos o determinados miembros constitutivos de un FMT si pasen a

formar parte de la microbiota del paciente, pero que simplemente lo hagan como
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flora ligada a la capa mucosa del intestino, lo que podria llevar a su falta de
deteccidn en heces. Por lo tanto, si se desea medir la capacidad de colonizacion de
los microorganismos en todas sus formas posibles, es conveniente realizar,
adicionalmente al andlisis de heces, una determinaciéon de la presencia del

producto en la mucosa intestinal.

En cuanto al escepticismo hacia las terapias a través de la microbiota
derivado del hecho de que no sean capaces de colonizarla o de modificarla y, por
tanto, sea necesario un tratamiento prolongado o incluso vitalicio para
determinadas condiciones cronicas de la salud, hay que recordar que la practica
totalidad de las terapias para enfermedades cronicas también lo son. Por lo tanto,
y en concordancia con la vision de las terapias a través de la microbiota como
farmacos comunes mantenida a lo largo de todo este trabajo, no parece haber
motivos para tal critica hacia ellas. Como se dijo anteriormente, el mayor
conocimiento de las complejas interacciones en las que la microbiota se ve
envuelta, asi como de los mecanismos subyacentes a las mismas, esta permitiendo
el uso de nuevos biomarcadores sustitutos o subrogados adicionales a los recién
discutidos de recuento del producto en heces o biopsias, o al estudio de los
perfiles de composicion de la microbiota intervenida. Contrariamente a lo que
ocurre con estos biomarcadores, no ligados en modo alguno a consecuencias
clinicas, existen otros indicadores cuya determinacion puede ser utilizada como
predictiva o de seguimiento de la eficacia de un tratamiento a través de la
microbiota. En determinadas dreas terapéuticas existen biomarcadores no clinicos
plenamente aceptados como sustitutos de objetivos clinicos. Tal es el caso del
cancer, en el que el objetivo ultimo es la extensién de la supervivencia de los
pacientes durante un nimero de afos, el cual se infiere o extrapola a partir de
biomarcadores sustitutos como la respuesta del tumor al tratamiento, lo que
permite agilizar considerablemente los programas de desarrollo y acortar el
tiempo que el medicamento tarda en llegar a los pacientes. A pesar de que este
enfoque tiene inconvenientes (550), se puede considerar que uno de los mayores
retos del sector de la medicacion a través de la microbiota es precisamente hallar
este tipo de indicadores con el objetivo de diagnosticar o apoyar al diagndstico de
enfermedades en las que la microbiota se vea envuelta, asi como de estratificar a
la poblacion enferma, predecir el éxito del tratamiento a través de su seguimiento

y dar soporte cientifico a los mecanismos de accién cuya eficacia clinica sea
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observada en ensayos con animales y humanos. Esto es algo que ya esta
ocurriendo en la industria. Por ejemplo, SYN-004 de Synthetic Biologics actua
sobre el metabolismo metanogénico, que produce metano, que difunde a través
de la mucosa e inhibe la motilidad intestinal a través de la disminucién de los
niveles de serotonina en la pared del tracto digestivo (551,552), y que es detectable
por aire espirado. Vedanta Biosciences atiende a reacciones especificas en el
sistema inmune asociado a mucosas provocados por la administraciéon de su
consorcio de diecisiete cepas de clostridios VE202. El candidato SGM-1019 de
Second Genome bloquea la interaccion entre una proteina liberada por un
miembro de la microbiota intestinal y un receptor del epitelio humano, cuyas
senales de transduccion probablemente sean medibles de algin modo. Estos
biomarcadores también pueden ser de tipo quimico-metabolémico, como los
SCFA u otras moléculas pequenas cuyo potencial farmacoldgico también se
explora actualmente (386). Pueden incluso ser metabolitos hallados en fluidos
corporales del hospedador producidos por las microbiotas (133), por €l mismo, o
fruto del metabolismo acoplado de las microbiotas y el hospedador, como se
explico en el caso de la toxicidad del paracetamol a causa del p-cresol detectable
en orina y producido por miembros de la microbiota intestinal (394). En el caso
del producto de OxThera destinado al tratamiento de la hiperoxaluria, el
biomarcador principal manejado como predictivo de la eficacia del producto a
largo plazo es el acido oxalico en orina, a su vez relacionado con la urolitiasis. En
este contexto las tecnologias dmicas complementarias a la secuenciacion jugaran

un papel fundamental.

Es importante remarcar un argumento planteado a lo largo de los tltimos
parrafos de forma implicita que es que, con la informacion de la que se dispone
actualmente, cualquier biomarcador relacionado con la composiciéon de la
microbiota, ya sea de tipo taxondmico a cualquier nivel, o de tipo funcional, no es
ni clinicamente relevante ni puede ser utilizado como sustituto de ningtin evento
clinicamente relevante. Esta discusion es muy activa en el sector de la
alimentaciéon, en la que la industria defiende conceptos como “el efecto
bifidogénico”, o lo que es lo mismo, el aumento de la proporcion de
bifidobacterias en el intestino, como un marcador sustituto de salud intestinal.
Frente a esta peticion, lo que EFSA responde de forma acertada es que no existen

evidencias suficientes como para aceptarlo. Es probable incluso que el dia en que
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un biomarcador estrictamente microbiano sea reconocido como marcador
sustituto de uno clinico haya llegado o esté muy proximo. La francesa Enterome
ha desarrollado IBD110 como indicador de la cicatrizacion mucosa en enfermedad
de Crohn y lo ha validado en cuatrocientos pacientes. Hasta ahora la
comprobacion de este fendmeno relevante en el tratamiento se realizaba por
endoscopia como marcador clinico o por la deteccion de calprotectina, una
proteina procedente de los leucocitos humanos, en heces como marcador
subrogado. Enterome afirma que IBD110, que se ejecuta por PCR cuantitativa

alimentada por datos metagendmicos, es mejor predictor que esta proteina.

Existen en el ambito de la investigacion ejemplos que también apuntan
hacia el establecimiento de posibles biomarcadores sustitutos basados en la
microbiota. Por ejemplo, Yano y colaboradores (553) encontraron una clara
relacion entre la presencia en las heces de bacterias esporuladas y la produccién
de serotonina en el hospedador. La serotonina es un importante mediador de
gran cantidad de sistemas incluyendo el digestivo, donde se encuentra el 90% de
ella y donde regula procesos como la motilidad. A partir de esta observacion, y
con las comprobaciones previas necesarias, se podrian inferir resultados clinicos
relacionados con la serotonina. No obstante en el futuro cercano, y ademas de en
el caso del tratamiento de la diarrea por C. difficile y otros que puedan ser
similares, el andlisis de la composicion de las microbiotas antes, durante y
después de las intervenciones terapéuticas, ganara importancia cuando los
procedimientos de andlisis se estandaricen y se establezcan relaciones firmes
entre la composicion de una microbiota, medida de forma taxondmica o
funcional, y la eubiosis o disbiosis, correspondientes a la normalidad, salud o
enfermedad de la microbiota. No obstante, y a propdsito de esta ultima frase,
conviene hacer una ultima reflexion acerca de la relacidn entre microbiota y
enfermedad. Es frecuente encontrar trabajos en los que se intentan establecer
relaciones entre la presencia de una determinada especie de microorganismo de la
microbiota y una determinada enfermedad o un aspecto positivo para la salud del
hospedador. Aunque existen ejemplos como la implicacion de Streptococcus
gallyliticus y Fusobacterium nucleatum en el desarrollo de cancer colorrectal (554),
quizas el caso mas claro a este respecto es el ya citado H. pylori, cuya presencia se
ha ligado al desarrollo de cancer de estomago (164,165) y también a la protecciéon

frente a enfermedades del sistema inmunitario como las alergias y el asma (166).
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A pesar de que es posible que este tipo de relaciones directas causa-efecto existan,
se antoja algo complicado dadas las caracteristicas de la microbiota, en las que
muchas de las funciones ecoldgicas estan repetidas en varios de sus elementos, no
pudiendo responsabilizarse a una especie en concreto de un efecto, deletéreo o
beneficioso. Esto es particularmente cierto en el caso de las enfermedades que
pretenden ligarse a miembros especificos de la microbiota, lo cual supone una
aplicacion de los postulados de Koch para las enfermedades infecciosas al ambito
de la microbiota. El hecho de que una persona contenga en su microbiota
estomacal H. pylori no permite afirmar que desarrollard tlceras gastricas y mucho
menos cancer, o al menos no con el mismo nivel de certeza con el que se predice
el desarrollo de la enfermedad en un individuo en cuya sangre se detecte el virus
de la hepatitis C. Por lo que se sabe hasta ahora, la microbiota juega en la
enfermedad un papel mds parecido al de una variante genética de riesgo para el
desarrollo de una enfermedad que como un agente infeccioso. Este hecho es
concordante con la teoria hologendémica de la evolucion y la vision de la

microbiota como un gigante elemento de material genético extragenomico.

Tanto en la busqueda de indicadores de la microbiota relacionados con
enfermedades como de posibles soluciones terapéuticas es necesario utilizar un

1

enfoque mas flexible, que no so6lo contemple la posibilidad de la dupla “un
microorganismo-una enfermedad” sino la de “una conjuncion de factores-una
enfermedad”. Esto se pone de manifiesto con el fendémeno de los portadores
sanos, individuos que albergan en sus microbiotas normales microorganismos
tradicionalmente considerados patdgenos sin sufrir ningin sintoma. Es también
el caso de las infecciones oportunistas, en las que esos miembros pasan
subitamente de ser comensales, o incluso simbiontes, a ser patdgenos para el
hospedador. En el comportamiento de un microorganismo como patdgeno o
como inofensivo juegan un papel primordial las caracteristicas del propio
microorganismo, pero también del contexto de la microbiota circundante, del
hospedador (genética, sistema inmune) y del ambiente. Es sobradamente
conocida la capacidad o tendencia de determinados miembros de las microbiotas
de tornarse patdgenos en situaciones concretas, como las levaduras del género
Candida de la piel en caso de inmunosupresion, o el sobrecrecimiento de
microorganismos vaginales distintos de los lactobacilos tras un tratamiento con

antibioticos. Lo que puede ser ain mas importante es la idea de que en muchas
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ocasiones, incluso las enfermedades consideradas como infecciosas pueden no
serlo en sentido estricto al proceder sus microorganismos causantes procedentes
de la propia microbiota del individuo en lugar de del contagio desde otro
individuo. Este puede ser el caso de infecciones respiratorias causadas por
miembros de la microbiota de las vias aéreas, de las infecciones urinarias
causadas por el sobrecrecimiento o la deslocalizacion de miembros de la
microbiota de la uretra o la vejiga, o de las vaginosis bacterianas, infecciones
sumamente frecuentes que estdn en su mayoria causadas por miembros de la

microbiota normal de la vagina y no por agentes infecciosos externos.

No obstante, lo mds importante para este campo del conocimiento es la
posibilidad de que enfermedades no consideradas hasta ahora causadas por
microorganismos lo sean, aunque sea de una manera ligeramente diferente a las
enfermedades infecciosas. Por ejemplo, si la enfermedad de Crohn esta realmente
causada por una respuesta inmune excesiva contra miembros de la microbiota
intestinal como S. cerevisize (225), esta enfermedad podria considerarse como
causada por un microorganismo. La gran diferencia con la definicion de
enfermedad infecciosa de Koch reside en que la deteccion de la levadura en el
intestino de un individuo no se traduce, ni mucho menos, en sufrir enfermedad
de Crohn. Existen casos donde la translocacion de la microbiota a areas que
normalmente no ocupan, por ejemplo los canales hepaticos, causa una respuesta
inmune que elimina el microorganismo desde el primer momento, pero que si es
excesiva o inadecuada puede cronificarse ocasionando una enfermedad con

sintomas crénicos aunque el microorganismo ya no esté presente.

Pueden darse también situaciones en las que una sola clase de
microorganismo no sea suficiente para ocasionar la enfermedad. Del mismo
modo que se conoce desde hace décadas la necesidad del virus de la hepatitis D
de coinfectar con el virus de la hepatitis B (555), puede tener que asumirse que la
presencia de varios taxones de microorganismos, pertenecientes incluso a
diferentes reinos, sea necesaria para causar una enfermedad. Este podria ser el
caso de las enfermedades en las que las arqueas metandgenas o las bacterias
sulfatorreductoras, microorganismos que establecen redes troficas altamente
interdependientes con otros microbios, estén implicadas (456,490,551,552), o

enfermedades no atribuibles a un microorganismo en concreto como es el caso de
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muchas vaginosis bacterianas. Estos casos de enfermedades polimicrobianas

también suponen una modificacion sobre los postulados de Koch.

No hay que olvidar que son los objetivos clinicos de seguridad y eficacia los
que prevalecen sobre cualquier biomarcador sustituto. La normativa es
totalmente flexible con respecto a los de eficacia, trasladando la decisién acerca
del éxito o fracaso clinico de cada terapia a cada caso y ensayo particulares. En
concordancia, no es demasiado concreta tampoco en el caso de la seguridad,
relativizandola a cada indicacion terapéutica y su perfil de eficacia. No obstante la
ley establece unas recomendaciones en términos de pruebas de seguridad que
pueden ser entendidas como de minimos, aplicables a todos los farmacos con
caracter general. Dentro del rango de terapias a través de la microbiota, una vez
mas serdan los LBP los medicamentos que mds matizaciones requieran por sus
especiales caracteristicas. La Directiva 2001/83/CE nombra varios aspectos a
comprobar en términos de seguridad a nivel preclinico, y cuya falta de inclusion

en el dosier no es conveniente y debe ser justificada.

El primero es la toxicidad por dosis tinica, con “normalmente [...] al menos dos
vias de administracion, una idéntica o similar a la prevista para su uso en el
hombre y otra que garantice la exposicion sistémica a la sustancia” y “con dos o
mas especies de mamiferos de cepa [sic] conocida”. El objetivo de estos ensayos
es, en general, determinar el efecto de una dosis tnica elevada del farmaco,
obtener informacion de tipo dosis-efecto y estimar la dosis letal del mismo, asi
como informacion sobre los efectos de una posible sobredosificaciéon en humanos.
Ya se han discutido los aspectos relativos a los modelos animales. Con respecto a
las vias de administracién, todos los medicamentos susceptibles de absorcion, por
ejemplo de tipo molécula pequefia, independientemente de que su mecanismo de
accion sea sobre la microbiota intestinal, cutdnea o cualquier otra, deberian ser
administrados por su via principal y por inyecciéon para comprobar los efectos
sistémicos. También se ha tratado el asunto de las dosis y su comparabilidad
entre animales y humanos. Para el caso de la toxicidad aguda, probablemente
debiera usarse en cualquier modelo animal la dosis méaxima contemplada en
humanos. No hay descritas sobredosis por administracién de microorganismos en
la literatura ya que los que no colonizan el cuerpo humano se expulsan, siendo

quizas los mas semejante a ellas la dosis supradptima observada en el ensayo con
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NTCD-M3 anteriormente descrita. Si pueden existir sobredosis en los casos en los
que el microorganismo administrado produzca alguna sustancia que se pueda
absorber o acumular en el organismo, en cuyo caso la sobredosis puede no estar
causada tnicamente por el numero de células inicialmente administradas sino
por su crecimiento posterior y/o sus niveles de expresion de la sustancia que la
causa. Es por ello que el periodo de seguimiento tras la administracion de la dosis
unica “de catorce dias y no inferior a siete dias” establecido en la normativa
pueda resultar insuficiente para comprobar los efectos de una administracion
unica al medio plazo. Este es al tipo de ensayo al que los medicamentos cuya

administracion sea prevista por dosis tinica tienen que someterse.

El segundo es la toxicidad por administracion continuada (toxicidad
subaguda y cronica). En este caso se habla de ensayos con dos especies de
mamiferos, una de las cuales no ha de ser roedor. Tienen el objetivo de poner de
manifiesto las alteraciones “funcionales y/o anatomopatoldgicas subsiguientes a
la administracion repetida de la sustancia activa [...] y establecer las condiciones
de aparicion de dichas alteraciones en funcion de la posologia”. Para estas
pruebas aplica lo comentado para las anteriores en términos de vias de
administracion y dosis, que el investigador tiene que justificar. Es en esta
justificacion en la que deberian aplicarse criterios sistematizados en lugar de
arbitrarios, como se discutié en un punto anterior. La Directiva establece la
recomendacion de realizar dos pruebas; una a corto plazo (dos a cuatro semanas)
y otra a largo plazo dependiente de aplicacion clinica (normalmente tres a seis
meses aunque se deja a discrecion del investigador). Por los mismos motivos
expuestos en los ensayos de toxicidad por dosis tnica, y dado ademas que
muchos LBP puedan tener que ser administrados de forma prolongada o incluso
vitalicia, es probable que lo mds adecuado sea extender mas alld de los seis meses
los ensayos mas duraderos. Las autoridades también requieren que para todos los
productos que precisan una administracion reiterada, como es el caso en la
practica totalidad de los que contienen microorganismos, se disefien pruebas que
investiguen la posible generacion de anticuerpos, dado que la alergenicidad es
una de las mayores preocupaciones de los reguladores en el dmbito de los
farmacos bioldgicos. Teniendo en cuenta que la mayoria de los LBP

interaccionaran con el sistema inmune del hospedador, deberd considerarse el
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tipo de anticuerpos que éstos pudieran inducir de forma especifica. Mientras que
la IgA, propia de las mucosas, pudiera probablemente considerarse una respuesta
normal en la mayoria de los casos, la aparicion de IgG o IgE contra el agente
terapéutico podria estimarse como un riesgo para la seguridad por translocacion
o alergenicidad, respectivamente.

El tercero es el estudio de la funcién reproductora. En este caso los aspectos
observados que hagan suponer una alteracion en la capacidad reproductora
masculina o femenina. Esto puede ser importante para los medicamentos que
actuen sobre la microbiota pero que sean susceptibles de absorcion y, de forma
mas importante, a los LBP topicos vaginales, tanto modificados como no, ya que
la composicion de la microbiota del aparato reproductor femenino ha sido
relacionada con la capacidad reproductiva (556).

El cuarto es la toxicidad embrionaria, fetal y perinatal. De forma similar a lo
anterior, los ensayos preclinicos con animales en estado de gestacion pueden ser
necesarios en casos de distribucion sistémica del agente y/o en aplicaciones
ginecoldgicas para garantizar la ausencia de toxicidad perinatal causada por una
microbiota vaginal extrafa.

El quinto y ultimo es el potencial mutageno y cancerigeno. Ademas de por
agentes quimicos, los farmacos de la microbiota de base microbiana pueden
producir sustancias potencialmente cancerigenas por su propia naturaleza o
metabolismo (aminas bidgenas, sustancias irritantes) o fruto de su actividad
terapéutica. Esto puede ser especialmente cierto en el caso de LBP modificados en
los que, por una parte expresion de moléculas como mediadores del sistema
inmune u hormonas pueden causar una desregulacion del equilibrio
homeostatico y por otra, tienen el potencial tedrico de transferir material genético

tanto a otros microorganismos como al hospedador.

Por su parte, las guias descritas proponen tests concretos centrados en
aspectos mds especificamente relacionados con los LBP. La fuente de
preocupacion clasica de las autoridades con respecto a los microorganismos son
las resistencias a antibioticos. Tanto en el mundo alimentario como en el
farmacéutico se exige que cualquier microorganismo empleado sea sensible a
antibidticos, especialmente a los de uso terapéutico. El temor de los reguladores

se basa en la introduccién de los genes de resistencia en la microbiota que
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pudieran ser transferidos a microorganismos patogenos. Si bien la resistencia de
los microorganismos patdgenos a los antibidticos es uno de los mayores
problemas sanitarios a nivel global y esta preocupacion por parte de las
autoridades es legitima, existen dos factores a tener en cuenta en este respecto. En
primer lugar, la inmensa mayoria de las bacterias poseen genes relacionados con
la resistencia a antibidticos de forma natural. Es mds, es muy comun que esta
resistencia esté dirigida contra maultiples tipos de antibidticos. Esto se ha
comprobado tanto en microorganismos aislados de ecosistemas de zonas
reconditas del planeta como en microorganismos del intestino de individuos que
vivieron cientos de afos antes del descubrimiento del posible uso farmacoldgico
de los antibidticos (347). Se debe a la presion selectiva sufrida por las bacterias
durante miles de afios para resistir los ataques de otros microorganismos, como
los hongos, en su hébitat natural. En segundo lugar, la transferencia de genes
entre microorganismos no se considera un fendmeno frecuente ni probable. Shire
cuantifico in vitro la capacidad de C. difficile de adquirir fragmentos largos de
ADN vy expresar la informacion codificada en ellos (557), situando la frecuencia
de este evento en 7,5x10° transconjugantes por donante, es decir, en siete
ocasiones de cada mil millones, lo que puede considerarse como una probabilidad
reducida. Resulta ldgico por lo tanto exigir la total sensibilidad fenotipica a
antibioticos, empleando métodos de cultivo para determinarla, pero es
virtualmente imposible exigirla a nivel genético. No obstante, si conviene evitar
cepas microbianas cuyos genes relacionados con la resistencia a antibiéticos estén
situados cerca o dentro de elementos genéticos moviles, mucho mas facilmente
transmisibles a otros organismos. A este respecto la “Guia para LBP de la FDA”
dispone ademds que “cuando se haya introducido intencionalmente una
resistencia antibiotica en la(s) cepa(s) del producto para la seleccion o el
mantenimiento de modificaciones genéticas, debe discutirse la necesidad de dicho

gen y posibles enfoques alternativos”.

En biotecnologia microbiana clasica los genes de resistencia a antibidticos
son los marcadores mas utilizados como criterio de seleccién. No obstante, debido
a sus problemas regulatorios y potencialmente clinicos, esta estrategia no es se
utiliza normalmente en el desarrollo de microorganismos OMG destinados al
tratamiento de seres humanos o animales. Es por eso que la FDA exige que se

discuta la necesidad del uso de esos marcadores. Como posible alternativa, por
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ejemplo, AG013 posee su gen terapéutico, el que codifica el factor trébol humano,
sustituyendo al gen esencial de la timidilato sintasa, responsable de la conversion
de dUMP a dTMP. Al estar ausente, convierte totalmente a la bacteria
dependiente de una fuente exdgena de timina o timidina. Al abandonar el cuerpo
humano, el microorganismo muere por un fendmeno conocido como muerte por
falta de timina (558-560). Finalmente hay que destacar que la resistencia a
antibidticos no es la unica cualidad transmisible entre microorganismos. En el
momento en el que se emplean OMG hay que asegurar que los transgenes no se
transfieren a microorganismos nativos. Como en el caso de Shire nombrado
anteriormente, es también importante establecer las medidas necesarias para
evitar que cepas no toxigénicas de especies como C. difficile o E. coli adquieran la

capacidad de producir toxinas de sus congéneres toxigénicas (557).

La necesidad de conocer la totalidad de la secuencia genética, tanto del
cromosoma de los microorganismos como de sus posibles elementos genéticos
extracromosdmicos, no tiene tnicamente importancia con fines identificativos de
la sustancia activa sino, de forma atin mds relevante, para determinar de forma
preclinica la seguridad del LBP. La secuenciacion completa de toda la informacién
genética del microorganismo permite inferir su capacidad de resistir antibidticos,
su capacidad de producir toxinas y su capacidad potencial de transferir estos
atributos a otros organismos. Tras analizar los escasisimos casos de eventos
adversos acaecidos en ensayos con probioticos, que cursan con sepsis en pacientes
inmunodeprimidos (361), otra medida demandada por las guias es la
determinacion de la capacidad de los microorganismos empleados para translocar
de la luz del intestino al torrente sanguineo a través de la mucosa. Para ello
pueden disenarse pruebas moleculares, por ejemplo PCR, para la deteccion de los
microorganismos que constituyen el foirmaco en la sangre del animal durante el
estudio o durante la autopsia. Una vez mas, disponer de las técnicas adecuadas

para la identificacion inequivoca de los componentes del farmaco se torna crucial.

Un ultimo aspecto relacionado con la seguridad de los farmacos basados en
microorganismos vivos es el de los planes de contingencia en caso de sobredosis o
sobrecrecimiento del agente terapéutico. Aunque, como se ha discutido, ésta no
se antoja un caso frecuente en LBP de tipo FMT o mas sencillos, es conveniente

disponer de estos planes en caso de urgencia. Dado que las cepas empleadas
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seran en la totalidad de los casos sensibles a antibioticos, la estrategia mas
inmediata para detener un sobrecrecimiento consistira en la administracion de los
mismos. Sera la labor del desarrollador del farmaco determinar qué terapia
antimicrobiana es la Optima para eliminar su agente terapéutico disturbando lo
minimo posible el resto de la microbiota. En casos que no requieran actuaciones
de urgencia, el uso de antibioticos deberia minimizarse, especialmente en
pacientes cuyas microbiotas hayan requerido una intervencion. Es por eso que se
deben disefiar alternativas de tipo competicién ecoldgica. Estas pueden basarse,
por ejemplo, en la administracion de un microorganismo competidor del
administrado en primer lugar o en la administracion de fuentes de carbono o
nitrogeno, cofactores o vitaminas a modo de prebioticos para favorecer el
crecimiento de organismos competidores en la microbiota. Puede también
pensarse en inhibidores de tipo metabolico especificos de rutas cruciales para el
crecimiento del microorganismo del farmaco o incluso en terapias
antimicrobianas especificas en forma de bacteriéfagos o bacteriocinas. En caso de
que la sobredosis ocurra por acumulaciéon de una molécula o metabolito
producido por el agente terapéutico, podra recurrirse a los métodos clasicos de

remediacion por medio de antidotos o procedimientos médicos.

Cabe destacar como conclusion de este apartado que, por el momento, este
concepto de seguridad seguird siendo concebido como hasta ahora, y
contemplado tnicamente desde el punto de vista clinico y de la fisiologia del
hospedador. Sin embargo, a medida que se vayan conociendo los factores o
componentes de la microbiota responsables de la salud y del mantenimiento de la
homeostasis, probablemente se introduzcan marcadores relacionados con la
microbiota. Esto no sélo afectara a los farmacos basados en microorganismos, sino
a toda la industria farmacéutica en su conjunto. Como se ejemplifica en el caso de
las preocupaciones de la FDA en el caso Xifaxan de Salix, es probable que las
autoridades comiencen a demandar a todos los tipos de medicamentos, ya tengan
el objetivo de actuar sobre o a través de la microbiota o no, que comprueben sus
efectos sobre la misma. Como antes se discutid, por el momento los indicadores
centrados en la microbiota no tienen ninguna relevancia clinica ni para aspectos
de eficacia ni de seguridad, lo que viene derivado del desconocimiento acerca de
lo que es normal. Cuando se manejen mas certezas que incertidumbres en este

campo, los marcadores de la microbiota podrian ser tan validos clinicamente
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como los de toxicidad hepatica o renal. Son también importantes para las
autoridades las posibles interacciones de un nuevo medicamento en investigacion
con otros medicamentos que el paciente pueda requerir. Por el momento lo
reflejado en los prospectos de los microorganismos catalogados como farmacos en
Espafa es inicamente la interaccion con antibidticos o antifungicos, dependiendo
de si el medicamento contiene bacterias o levaduras, respectivamente. Es
probable que la lista de medicamentos que pueden interaccionar con los LBP se
engrose a medida que se amplie el conocimiento sobre ellos. Sin embargo, por lo
también discutido con anterioridad, la mayor revolucién en este sentido vendra
con toda seguridad del enfoque opuesto, es decir, de entender cémo una gran
cantidad de farmacos son modificados por la microbiota humana. En otras

palabras, de coémo afecta la microbiota a la farmacocinética de los medicamentos.
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6.3.5 Pruebas clinicas: representatividad y relevancia

Como en cualquier desarrollo de un nuevo farmaco, las principales
caracteristicas que han de tener sus ensayos en humanos son la representatividad
y relevancia clinicas. Esto es, si cabe, mas crucial en el caso de los farmacos de la
microbiota. Se ha discutido ampliamente que la incertidumbre acerca de lo que
debe considerarse normal o eubidtico en términos de composicién, taxonémica o
funcional, de la microbiota es la mayor limitacion en este campo. Sin ese punto de
apoyo resulta imposible también definir, en base a marcadores de la microbiota,
lo que se considera enfermo o disbidtico, asi como los parametros que definen
una mejoria o un empeoramiento. Es por eso por lo que también se ha insistido en
la importancia de centrar los objetivos primarios de los ensayos clinicos de estos
desarrollos exclusivamente en aspectos con innegable relevancia clinica,
manteniendo los relacionados con la microbiota como objetivos secundarios o
exploratorios. No obstante, y dado que las estrategias terapéuticas a través de la
microbiota deberdn centrarse de algin modo en ella, a continuacion se incluyen

algunas conclusiones extraidas de aspectos discutidos anteriormente.

La falta de definicion de normalidad viene determinada, en gran parte, por
la enorme variabilidad interindividual en las microbiotas observada en los
andlisis. Esto aflade un nivel mas de complejidad al disefio de los ensayos clinicos
al convertir en un desafio el establecimiento de pares comparables para
comprobar la superioridad o falta de inferioridad de un tratamiento frente a otro,
o incluso el efecto del placebo. La enorme cantidad de factores modificadores de
la microbiota a nivel intraindividual, incluso en el corto plazo, como la toma de
medicaciones y la dieta, pero también los habitos de vida, de higiene e incluso las
horas de suefio, amenazan con convertir los criterios de inclusion y exclusion de
los ensayos en listados demasiado largos y restrictivos, dificultando el
reclutamiento. Por el mismo motivo las tasas de abandono de los ensayos clinicos
amenazan con ser altas, al resultar las excursiones potencialmente frecuentes.
Ademds de realizar ensayos clinicos en condiciones mds controladas, el no
fundamentar excesivamente el éxito o fracaso de los mismos en marcadores
relativamente volatiles como la composicién taxondmica de la microbiota, y

centrarse en su lugar en objetivos meramente clinicos o en otros emergentes de la



CAPITULO VI: DISCUSION 235

microbiota pero orientados a las funciones metabolicas, pueden ser soluciones

para mitigar el impacto de este factor.

La seleccion adecuada de las muestras a estudiar para asegurar su
representatividad sera también crucial, asi como contar con la comprension de los
comités de ética acerca de la necesidad de realizar pruebas invasivas que
permitan un andlisis mas preciso de las microbiotas. Como también se ha
discutido, la metodologia de andlisis de esas muestras, desde el método de
conservacion de las mismas hasta la base de datos genomicos empleada, puede
jugar un papel distorsionador de los resultados. Es por ello fundamental la
consistencia metodologica en el procesamiento y estudio de las muestras,

especialmente en los estudios multicentro y multinacionales.

Algo de lo que no se ha hablado en profundidad es el posible efecto de
componentes del farmaco distintos de la sustancia activa sobre los resultados de
los ensayos preclinicos y clinicos. Ademas de las sustancias activas, los farmacos
de cualquier tipo pueden contener una larga lista de excipientes que cumplen
distintas funciones en el producto desde tecnoldgicas hasta organolépticas. De
entre ellos algunos, como determinados aglutinantes y diluyentes, los
conservantes y antioxidantes, los edulcorantes y los agentes quelantes pueden
tener una relevancia inesperada en las terapias a través de la microbiota. Aunque
resulta dificil imaginarlos en LBP, una gran cantidad de otros tipos de
medicamentos los llevan en su composicion. La preocupacion de las autoridades
con respecto a los excipientes puede surgir del efecto que éstos puedan tener
sobre la microbiota del individuo y, sobre todo, como pueden interferir en los
resultados de seguridad y eficacia mediados a través de la microbiota. Por
ejemplo, se ha descrito la capacidad de antioxidantes en la modificaciéon de la
microbiota intestinal a través de una alteracion de la relacion entre Firmicutes y
Bacteroidetes por la inhibicion marcada del crecimiento de ciertos clostridios y
Bacteroides y la inhibicion menos marcada de bifidobacterias y lactobacilos
(561,562). La capacidad microbicida de los conservantes se ha estudiado como
factor modulador de la microbiota, detectandose que puede aumentar el riesgo de
obesidad a través de ella (215,563,564). Se ha sugerido la relacién entre los
edulcorantes artificiales y modificaciones de la microbiota frecuentes en pacientes

con diabetes (565). Incluso ingredientes considerados menos relevantes, como las
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celulosas y almidones, son quimicamente similares a los prebioticos y pueden
favorecer el crecimiento de determinados componentes de la microbiota con
respecto a otros (566-568). En cualquier caso, la solucion para evitar una
interpretacion incorrecta de los cambios en la microbiota como efectos
terapéuticos reside en utilizar estos indicadores con cautela y centrarse
exclusivamente en medidas clinicas. Por ello se sugiere la sustitucion total de los
ingredientes distintos del principio activo por materiales totalmente inertes, tanto
en el medicamento como en el placebo. Es una solucidon tecnoldgica y
econdmicamente poco factible. También incluir en cada ensayo clinico un brazo
en el que a los pacientes se les administren productos de esas caracteristicas, lo
que es aun menos factible econdmicamente. Por ello la tnica soluciéon a este
problema es la de determinar, por separado y de forma previa a los ensayos
clinicos o incluso preclinicos, el potencial de todos los componentes del farmaco
al mecanismo de accién o a la posible modificacion de la microbiota. Algunos
expertos sugieren la realizacion de ensayos in vitro para cuantificar estos efectos y

su observacion en los ensayos con animales.

Una vez mads, se puede considerar que el mayor impacto que el
conocimiento de estos fendmenos tendra en la industria farmacéutica sera en el
incipiente campo de la medicina estratificada o personalizada, dado que no
resulta dificil imaginar que en poco tiempo la poblaciéon de enfermos o de
candidatos a unirse a ensayos clinicos se estratifique o seleccione en base a
determinadas caracteristicas de su microbiota como drgano metabolizador de

medicamentos.
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6.3.6 Conceptos de farmacodinamica y farmacocinética aplicados

Tanto en ensayos preclinicos como clinicos existen una serie de conceptos
clasicos empleados para definir diferentes propiedades de los farmacos y/o de su
interaccion con el cuerpo humano al ser administrados, y que son de gran
importancia para permitir a las autoridades y al personal clinico entender como se
comportan éstos a nivel quimico en el organismo. Se trata de la farmacodindmica
y la farmacocinética. Dadas las especiales caracteristicas de las estrategias
terapéuticas a través de la microbiota es muy probable que muchos de estos
parametros necesiten revision o matizacion. Por otra parte, y quizas de forma mas
relevante para la industria farmacéutica en su conjunto, el conocimiento acerca
del papel crucial que la microbiota tiene en el metabolismo de los farmacos pueda
llevar al replanteamiento del modo en el que esos pardmetros se midan y
expresan en términos generales, independientemente de que su diana terapéutica

se encuentre o no en la microbiota.

Con respecto a la farmacodinamica, la Directiva 2001/83/CE la define como
“el estudio de las variaciones provocadas por el medicamento en las funciones de
los sistemas fisiologicos”, es decir, cémo afecta el medicamento al cuerpo
humano. Los estudios farmacodindmicos tienen dos vertientes: por un lado el
andlisis de los cambios ocasionados en el cuerpo que conducen a la accién
terapéutica y por otro, los que pueden conducir a efectos adversos. Ambos
aspectos se han discutido extensamente con anterioridad. Dado que los estudios
farmacodindmicos son bioquimicos en lugar de clinicos cabe destacar, una vez
mas, la importancia de seleccionar adecuadamente los biomarcadores empleados
para determinar la eficacia y la seguridad de una forma biologica que sea

relevante a nivel clinico.

Como también se ha dicho, el estudio de las microbiotas, de su relacién con
el organismo del hospedador y de su implicacién en la salud y enfermedad esta
en sus comienzos. Por lo tanto, y del mismo modo que en los ensayos con
humanos se destaco la relevancia de los objetivos clinicos por encima de aquellos
centrados en la microbiota, en los estudios farmacodinamicos la atencion habra de
centrarse en las estructuras y funciones del hospedador. A pesar de que muchos
consideran la microbiota como un o6rgano mas (149), a dia de hoy no es
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considerado como tal por la comunidad cientifica ni médica. Es por eso que los
estudios farmacodindamicos sdlo tendran relevancia en las estructuras
clasicamente consideradas humanas como el higado, los rifiones, el cerebro o el
corazén. No obstante, como también se ha detallado, existen pruebas que
demuestran que las autoridades y los médicos empiezan a preocuparse por los
efectos de las distintas medicaciones sobre la microbiota. No es, por tanto,
descabellado pensar que en un futuro cercano la microbiota, por su estructura
taxonomica, funcional u otra por descubrir, suponga un biomarcador mas dentro
de los estudios farmacodindamicos para comprender mejor la seguridad y eficacia

de los farmacos, ya acttien estos a través de la microbiota o no.

En el campo estrictamente perteneciente a los farmacos a base de
microorganismos LBP sencillos o de tipo FMT, se ha hablado también acerca de
los mecanismos de accion que median su eficacia. Por lo tanto, ademas de lo antes
discutido en esta seccion, es importante destacar que muy probablemente los
biomarcadores mas relevantes para estos farmacos seran de tipo fisiologico
gastrointestinal o endocrino. Buenos ejemplos serian las concentraciones de
serotonina en sangre (553), la dindmica de los neurotransmisores en el nervio
vago (333), los patrones de citoquinas, interleuquinas y otros mediadores
producidos pos los linfocitos (569) o los patrones y niveles de expresion de
determinados genes marcadores en el higado (570,571). Sélo en el momento en
que las caracteristicas de la microbiota se liguen a la seguridad o la eficacia de las
intervenciones los biomarcadores directamente asociados a ella gozaran de plena

relevancia.

Con respecto a la farmacocinética, un concepto complementario al anterior,
conviene recordar que es la disciplina cientifica que estudia los “procesos que
sufre el producto en el organismo” y “comprende el estudio de la absorcién
[velocidad y magnitud], la distribucion, la biotransformacion y la excrecién de la
sustancia”. Este campo se centra exclusivamente en los cambios que el cuerpo
induce en los medicamentos desde que los recibe hasta que los expulsa. Sin
embargo, y a la luz de todos los argumentos mostrados a lo largo de este trabajo,
puede ser necesario realizar la distincion entre los cambios introducidos en las
sustancias medicamentosas por el metabolismo del hospedador y por el de la

microbiota. La visién actual se basa en considerar ambos metabolismos como una
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unidad, lo cual es acertado. Sin embargo, las técnicas de andlisis permiten
discernir entre ambas aportaciones, lo que puede proporcionar informacién mas
detallada acerca del metabolismo de los farmacos y mejorar la comprension

acerca de sus perfiles de seguridad y eficacia.

Se sabe que la microbiota esta implicada en el metabolismo de una gran
cantidad de elementos, desde los alimentos a los medicamentos, pasando incluso
por sustancias endogenas del ser humano, como es el caso de las sales biliares y la
bilirrubina producidas por el higado. La diversidad y riqueza metabdlicas de la
microbiota contribuyen de forma importante al metabolismo de los xenobidticos,
como la inmensa mayoria de los farmacos. Se han adelantado ejemplos en los que
se ha descubierto la implicaciéon de metabolismos microbianos en las propiedades
farmacolodgicas de determinados medicamentos. Por ejemplo, en el caso de la
digoxina, determinadas bacterias intestinales, por ejemplo E. lenta, son capaces de
metabolizarla a una forma inactiva (390,391), alterando su perfil de eficacia. Se ha
nombrado ademas el caso de Symberix, que estd desarrollando inhibidores
selectivos de la beta-glucuronidasa bacteriana como terapia adjunta a la
quimioterapia contra el cancer, dado que esa enzima logra reactivar el irinotecan
en el intestino causando toxicidad y diarreas severas (399), o en el caso del
paracetamol, la microbiota producido p-cresol que afecta a su metabolizacion en
el higado de forma indirecta a través de un metabolito (394). La metabolizacion de
los medicamentos por parte de la microbiota no siempre es deletérea, ya que
también se sabe que es crucial para la generacion de las formas
farmacoldgicamente activas de otras sustancias como la sulfasalazina, la
sulfinpirazona y el sulindac (572,573). Todas esas casuisticas o, lo que es mads
probable, combinaciones de ellas, pueden jugar un papel importante en las
caracteristicas de distintos tipos de medicamentos, independientemente de su via
de administraciéon o de que su diana terapéutica se encuentre relacionada con la
microbiota o no. Por otra parte, es interesante reflexionar acerca de la relevancia
del concepto de farmacocinética para las nuevas clases de medicamentos
planteadas a raiz de la microbiota, como son los LBP. A continuacion se discutira
cdmo aplican los distintos conceptos que componen la farmacocinética tanto a las
estrategias farmacoldgicas a través de la microbiota de cualquier tipo como al
sector farmacéutico en su conjunto a la luz de la consideracién de la microbiota

como agente metabolizador complementario al hospedador.
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Considerando en primer lugar la metabolizacion. Como se ha descrito
anteriormente, las transformaciones de la estructura quimica de los
medicamentos por parte de los metabolismos microbiano y humano conllevan la
modificacion de sus caracteristicas farmacodindmicas y farmacocinéticas. En caso
de que esos medicamentos estén compuestos por microorganismos vivos, la
aplicabilidad de este concepto no es facil, como se vera a continuaciéon. La
asuncion general con los LBP es que los microorganismos que los componen
requieren estar vivos para mediar su mecanismo de accidon, por lo que no
deberian de ser metabolizados. En la practica, este concepto deberia aplicarse
precisamente a la medida en la cual los microorganismos terapéuticos resisten o
no la metabolizacion por parte del cuerpo humano, es decir, la digestion por parte
de la lisozima de la saliva, el pH del estdbmago, las proteasas, lipasas y otras
enzimas pancredticas y las sales biliares del higado. Sin embargo si puede
entenderse hasta cierto punto como biotransformaciéon la respuesta de los
microorganismos resultante de su interaccion con el cuerpo del hospedador a
través del cual pasen transitoriamente o en el que se instalen y reproduzcan, por
ejemplo en el intestino, la cavidad oral o la vagina. Estos cambios pueden ocurrir
tras su interaccion con el sistema inmune, con miembros de la microbiota o
pueden estar causados por su encuentro con condiciones fisico-quimicas
especificas (temperatura o valor de pH, por ejemplo). Por lo tanto, deberian
considerarse tanto las mediciones especificas de los patrones de expresion génica,
proteica o de actividades metabdlicas de los microorganismos. Este hecho ha de
ser considerado sobre todo en los LBP modificados que tengan que expresar
metabolitos o rutas metabodlicas completas, y en los microorganismos que se
administren en forma de esporas y que hayan de germinar para mediar su accion
farmacoldgica. En el caso de que el microorganismo tenga que ser digerido por el
hospedador para, por ejemplo, liberar moléculas terapéuticas contenidas en su
interior, el concepto de metabolizacion seria mads similar al aplicado a los
medicamentos tradicionales, como también lo seria en los casos en los que los
microorganismos administrados secretaran moléculas activas responsables de la
eficacia que deban ser o sean susceptibles de ser modificadas quimicamente por el
hospedador y/o por otros miembros de la microbiota. La conclusiéon es que

cualquier farmaco de tipo tradicional cuya diana se encuentre en la microbiota se
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regiria en términos de biotransformacion, como cualquier otro desarrollado hasta

ahora.

Si se considera la absorcion hay que recordar que en farmacocinética se
define este proceso como el paso del medicamento al torrente sanguineo, lo cual
depende de la ruta de administracion (oral, topica, inyeccion, intranasal) y de las
caracteristicas bioldgicas y fisicoquimicas del farmaco (tamafio molecular,
polaridad, ionizacidn, entre otras). En el caso de farmacos de tipo molécula
pequena, la metabolizacion por parte de la microbiota puede afectar a su
estructura quimica (tamano, carga eléctrica, hidrofobicidad), lo que puede
modificar su facilidad para ser absorbidos por parte de los epitelios
correspondientes. En principio los microorganismos completos tampoco pueden
ni deben ser absorbidos por la piel ni por el epitelio intestinal, ya que no deben
encontrarse en el torrente sanguineo. Sin embargo, los metabolitos producidos
por ellos, desde SCFA hasta moléculas mas complejas, pasando por vitaminas, si
pueden requerir ser absorbidas por el organismo para mediar su eficacia. Por
tanto en estos casos deberia estudiarse de forma conjunta el comportamiento de
éstas junto al perfil de biotransformacion, supervivencia, distribucion y excrecion

de sus organismos productores.

Lo que puede entenderse como absorcion de los microorganismos
terapéuticos es su retencion, o adsorcion, por parte del cuerpo humano, es decir,
de su capacidad para colonizar el organismo y sobrevivir en él. Como se ha
descrito, en pruebas realizadas con LBP como NTCD-M3, una de las principales
mediciones realizadas en los ensayos clinicos es la del nimero de ufc en las heces
del paciente durante el tratamiento y semanas después del mismo. Hasta ahora
este pardmetro se estd utilizando como medida de la capacidad del
microorganismo de sobrevivir a su paso por el sistema digestivo, es decir, como
una prueba directa de que permanece al menos unas horas en el intestino y como
prueba indirecta de que algunas células son capaces de colonizarlo. Si bien este
dato, especialmente en el tiempo posterior al fin del tratamiento, puede ser una
medida de la excrecidn, es muy recomendable realizar mediciones directas de la
permanencia de los microorganismos administrados. Aunque existen alternativas
en fase de desarrollo, lo mas comun es que estas técnicas impliquen cierto grado

de invasividad en las indicaciones gastrointestinales. En el caso de
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microorganismos de uso topico vaginal las mediciones, que son poco invasivas, si

se realizan de modo directo y de forma rutinaria.

Como también se ha discutido, y simplemente para remarcar el argumento,
es probable que al menos algunos microorganismos terapéuticos ejerzan su labor
curativa por el simple hecho de pasar transitoriamente por el cuerpo humano,
interaccionando con él temporalmente y abandonando el organismo. Por lo tanto,
se tratarian de farmacos que no se absorben, como también es el caso de la
rifaximina, un antibiético de tipo molécula pequefia que se emplea en
indicaciones gastrointestinales y vaginales precisamente por su caracteristica de
no ser absorbida. Existen ademdas medidas que se pueden realizar en los propios
microorganismos, como la expresion de pili o moléculas de adhesion, que

permiten inferir a priori o a posteriori su capacidad de permanencia en el cuerpo.

En cuanto a la distribucion (llegada, disposicion y permanencia del farmaco
en los diferentes tejidos del organismo), hay que destacar que este concepto se
utiliza con caracter general a las sustancias que se absorben. Es por tanto
directamente aplicable a moléculas pequenas cuya diana terapéutica sea la
microbiota o a metabolitos producidos por microorganismos terapéuticos, de
forma natural o por una intervencion terapéutica sobre ellos y que se absorban.
En el caso de los microbios como productos farmacéuticos, por el contrario, no es
directamente aplicable. En este caso, la distribuciéon de los LBP podra
considerarse como la cantidad de superficie que el microorganismo es capaz de
ocupar, en qué areas o nichos ecoldgicos concretos, durante cuanto tiempo y en
qué condiciones. Supone anadir los componentes espacial y temporal al concepto
de absorcién. Por ejemplo, en el caso de un LBP de aplicaciéon vaginal,
corresponderia con la regién concreta del tracto reproductor femenino que el
microorganismo ocupa y durante cuanto tiempo tras su aplicacion, comprobando

que ambos son adecuados para su accidn terapéutica.

Al ser los microorganismos estructuras vivas y dindmicas lo mas probable
es que su poblacion sufra cambios cuantitativos y cualitativos a lo largo de ese
tiempo de permanencia. Seria por lo tanto conveniente realizar mediciones
periddicas para comprobar si el microorganismo terapéutico es capaz de crecer
hasta el punto de desplazar a la flora adyacente, y en qué condiciones metabdlicas

se encuentra en cada momento.
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Finalmente han de considerarse los procesos por los cuales los farmacos son
eliminados del organismo, bien inalterados o bien modificados, a través de
distintas vias como las heces, la orina, la bilis o el aire espirado. Todas las
sustancias administradas al organismo acaban abandonadndolo, generalmente
siendo modificadas tras su metabolizacion por parte del higado o los rifiones.
Esto es lo que le ocurrira a los metabolitos producidos por microorganismos, de
forma natural o forzada por una actuacidon terapéutica, o a otras moléculas
pequenas farmacoldgicas cuya diana estuviera o no en la microbiota. Como ya se
ha discutido, los microorganismos vivos no son en general metabolizados aunque
si eventualmente expulsados a través de las heces, de la saliva, de las secreciones
vaginales o de la leche materna. En el caso de un LBP gastrointestinal la
concentracion de microorganismos terapéuticos hallados en las heces, en relacion
a los presentes en la region precisa del intestino que se pretende colonizar con
ellos, seria la medida adecuada. Del mismo modo, para un LBP cuya mision es
ocupar la superficie de los dientes para evitar la caries, su excrecion
corresponderia con su tasa de abandono de la cavidad oral por la saliva mas la de

abandono del intestino por las heces.

Es importante destacar que la expulsion por las heces no es la tinica forma que el
cuerpo humano tiene para disminuir las concentraciones de un microorganismo
concreto. Las reacciones inmunitarias, especialmente las de tipo celular, dirigidas
contra él pueden causar que la determinacién de su eliminacién tnicamente a
través de las heces sea una infraestimacion de la tasa real. Puede estimarse la
contribucion de este tipo de fendmenos de forma mdas o menos directa mediante
la medicion de IgA especifica o mediante la determinaciéon de exosomas con
antigenos del microorganismo en sangre. Se trata de un concepto que une el
porcentaje de la dosis de un farmaco que logra alcanzar su diana terapéutica y la
velocidad a la cual lo hace. Esta cuantificacion es muy dificil de determinar y por
ello se considera equivalente a los niveles alcanzados en la circulacion sistémica.
Por tanto, en la practica, se equipara al porcentaje de la dosis de farmaco
administrada que se detecta en plasma. Como en el resto de los casos, su
aplicacion a la farmacocinética de moléculas pequenias o de metabolitos
producidos por bacterias que tengan su diana terapéutica fuera de su punto de
administracion o colonizacion es muy directa, pero no lo es tanto para los LBP.
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En el caso de los microorganismos que alcanzan su diana terapéutica
colonizando una region del cuerpo, se corresponderia con la velocidad a la que lo
hacen. Tras lo detallado acerca de los ensayos clinicos de la industria,
especialmente en el caso de NTCD-M3 y los FMT, la velocidad de colonizacion
deberia ser entendida tanto como el tiempo tras cada administracion en el que
empiezan a detectarse microorganismos asentados en el cuerpo del hospedador,
como el tiempo durante el cual hay que administrar dosis del microorganismo
para lograr su asentamiento. Por el contrario de lo que ocurria en los casos de
absorcion y distribucidn, en el calculo de la biodisponibilidad el factor temporal
es crucial, por lo que deberia poder medirse de forma rapida, continuada y lo
menos invasiva posible. Es por eso que idealmente deberia poderse inferir el
grado de colonizacion del microorganismo de alguna manera mdas o menos
indirecta, mediante el uso de marcadores de tipo metabdlico o inmunoldgico en la
sangre o la orina. Estos también podrian ser empleados en las determinaciones de
los pardmetros de absorcion y distribucion de forma auxiliar, aunque en esos
casos es sumamente importante comprobar de forma fehaciente la presencia y la
localizacion de los microorganismos. Una vez mads se estd asumiendo, para
simplificar la discusion, que el efecto terapéutico de los microorganismos
medicinales viene determinado por su colonizacion, lo cual, como se ha discutido,
no es siempre asi. Esto significa que, tanto para la determinacion de este
parametro como de todos los demds, deberian poderse establecer relaciones con la
eficacia de microorganismos que no requieran colonizar para mediar su beneficio,

con relevancia como marcadores sustitutos de objetivos clinicos concretos.

El segundo componente del concepto de biodisponibilidad es la fracciéon del
farmaco administrado que acaba alcanzando su diana, es decir, siendo absorbido
o retenido en el cuerpo en el caso de que asi se requiera para alcanzarla. En el caso
de moléculas pequenias, ya sean administradas de forma exogena o producidas
por microorganismos o miembros de la microbiota de forma natural o tras una
intervencion farmacoldgica y que tengan que alcanzar dianas en una parte del
cuerpo distinta de en la que sus microorganismos productores se aplican y/o
colonizan, esta fraccion seria la que se registra, a un tiempo determinado, en la
sangre frente a la no absorbida. Hay que destacar que en muchas ocasiones las
dianas terapéuticas de los microorganismos medicamentosos pueden hallarse en

su mismo punto de administracidon y/o colonizacion, con lo que la concentracion
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sanguinea de sus moléculas efectoras no seria relevante a no ser que se
considerara un marcador para la estimacion de su concentracion en la diana
terapéutica. El caso de los microorganismos vivos requiere, como de costumbre,

matizaciones.

En el caso de los LBP el concepto de biodisponibilidad puede estar mucho
mas ligado a los de absorcion y excrecidn que en el resto de medicamentos, dado
que para los microorganismos excrecion y expulsion son virtualmente sinénimos.
Por otra parte, en los microorganismos que no requieran ni siquiera colonizar el
cuerpo humano, ejerciendo su accion farmacoldgica durante su paso transitorio
por el mismo, el concepto de biodisponibilidad deberia definirse por su capacidad
de alcanzar su diana terapéutica. Por ejemplo, habria que considerar su facilidad
para penetrar biofilms microbianos o una capa mucosa en la vagina o el intestino
para interaccionar con un receptor del hospedador. Ademas los LBP plantean el
problema adicional del crecimiento que éstos pueden experimentar incluso
durante su tiempo de paso por el organismo. Otro desafio para este calculo es
que las técnicas de cuantificacion de microorganismos tienen un gran margen de
error, lo que podria resultar en que la falta de expulsion y por tanto permanencia
de decenas de millones de células o esporas pasara inadvertida, a pesar de que
pudieran ser suficientes para desarrollar la accion terapéutica, llevando a

situaciones de falsos negativos.

Por lo tanto, en el caso de los LBP el concepto de biodisponibilidad se
aproxima mucho, tanto desde el punto de vista tedrico como practico, al de

absorcién o colonizacion.






VII - LIMITACIONES Y
FUTURAS LINEAS DE
INVESTIGACION






CAPITULO VII: LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION 249

VII-LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Probablemente la mayor limitacion con la que se ha tenido que enfrentar el
presente estudio es la confidencialidad. Por un lado, y dado el marcado espiritu
aplicado y traslacional del estudio, uno de los principales materiales de trabajo ha
sido informacion proveniente de empresas biofarmacéuticas operando en el sector
de las terapias a través de la microbiota. Este tipo de compafiias son muy celosas
de la privacidad de sus desarrollos por motivos de patentabilidad y de
mantenimiento de su ventaja competitiva frente a otros actores. En algunos casos
incluso la naturaleza del tratamiento siendo investigado no es de dominio
publico. Por otro, existen iniciativas en el dmbito regulatorio por parte de
autoridades e instituciones a los cuales se tuvo acceso, pero cuyos promotores

solicitaron que no fueran incluidos de forma explicita.

Otra gran fuente de limitaciones para la extraccion de conclusiones
plenamente relevantes fue la tantas veces resaltada incertidumbre alrededor del

conocimiento cientifico en materia de microbiota.

Una vez establecido el marco de toma de decisiones esbozado en este
trabajo, y con el objetivo de que termine considerandose un referente en el sector,
una gran parte de su mejora y refinamiento esta supeditada al seguimiento de los
avances en cada uno de los elementos que lo componen. Sera importante seguir
los movimientos de cada uno de los actores citados en este trabajo, de los
progresos de aquéllos identificados pero no citados y de cuantos pudieran surgir
en esta industria. Los aspectos relacionados con las inversiones realizadas por
grandes empresas farmacéuticas y con los resultados clinicos de cada uno de los

enfoques propuestos seran de vital importancia.

En el ambito regulatorio serd necesario vigilar cuantos eventos de
aprobacion de nuevos farmacos de la microbiota puedan ocurrir, asi como la
emision de guias o documentos legislativos por parte de autoridades e
instituciones y las decisiones normativas en los campos adyacentes al

farmacéutico, como son el alimentario y el de los productos sanitarios.
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En cuanto a los aspectos mas técnicos, sera también sumamente importante
realizar un seguimiento de los avances que se publiquen, con especial atencion a
los relativos a los mecanismos de la comunicacién hombre-microbiota y a los de
caracter tecnologico que contribuyan a una mayor armonizacion de los criterios
de estudio. Sera también necesaria la validacion y discusion de estos resultados
con los principales actores del sector, tales como grupos de interés como el PRI, la
EMA vy la FDA, para lo cual los contactos se iniciaron de forma previa a la

complecion del estudio.



VIII - CONCLUSIONES






CAPITULO VIII: CONCLUSIONES 253

1)

2)

3)

4)

5)

6)

VIII - CONCLUSIONES

La disciplina cientifica que estudia las microbiotas humanas ya ha
aportado suficientes evidencias para afirmar que la microbiota juega un
papel en la fisiologia del ser humano, tanto en sus estados de salud y de
enfermedad, como muy probablemente en su evolucidn como especie.
Como consecuencia la vision que tenemos de los microorganismos esta

cambiando.

Estamos todavia en los albores del estudio de las microbiotas humanas.
Conviene ser cautos y transmitir que la complejidad de los datos
obtenidos no permite conocer todavia los mecanismos exactos por los que
la microbiota media sus efectos. Como consecuencia, ain no sabemos cual
debe ser la composicion de una microbiota considerada normal o en

estado de eubiosis.

Las posibles aplicaciones terapéuticas del conocimiento de la microbiota
han despertado un gran interés, lo que se ha traducido en un notable
aumento de la produccion cientifica en estas tematicas, asi como en

importantes inversiones, tanto a nivel publico como privado

Hay un gran ntiimero de dianas y estrategias terapéuticas potenciales,
todas ellas relacionadas con la microbiota y su interacciéon con el
hospedador. Cada una tiene particularidades propias desde el punto de
vista regulatorio. Las que por su novedad plantean mas atencion y estudio

son aquellas que usan microorganismos vivos como agentes terapéuticos.

Existe una gran confusion a nivel regulatorio en lo relativo a los productos
producidos con microorganismos. Ha quedado demostrado que aquellos
productos basados en microorganismos cuyo objetivo sea el de curar,
mitigar, tratar o prevenir una enfermedad han de ser siempre clasificados

como medicamentos (LBP).

Dentro de la normativa farmacéutica europea es nuestra opiniéon que los
LBP encajan mejor dentro de la categoria de medicamentos de terapia

avanzada, a su vez perteneciente a la categoria de medicamentos
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7)

8)

9)

bioldgicos. En el caso de que los microorganismos del producto estén
modificados, deberian ser considerados como terapia génica dentro de la

categoria de terapias avanzadas.

Por el contrario, en el caso de productos en los que los microorganismos
sean nativos, su inclusion en cualquier subcategoria dentro de la de
terapias avanzadas no es clara y seria conveniente crear una cuarta
subcategoria especifica dentro de la de medicamentos de terapia
avanzada. En cualquier caso, la atencién de los reguladores se debera
centrar en el proceso de fabricacién mas que en el propio producto, como

ya ocurre con otros farmacos complejos.

Una gran cantidad de aspectos practicos del desarrollo de farmacos a
través de la microbiota, especialmente si éstos son de naturaleza
microbiana, deberan ser sometidos a revision o matizacidn. Se incluye en
este listado conceptos cldsicos como potencia, identidad, escalado de

dosis, farmacocinética y farmacodindmica.

Uno de los aspectos mas importantes a considerar en los desarrollos de
terapias farmacoldgicas a través de la microbiota es el de sus
biomarcadores relacionados. A pesar de que los indicadores principales de
seguridad y eficacia de los nuevos farmacos deberan continuar siendo
estrictamente clinicos, serd necesario aplicar la validacién de otro tipo de
medidas relacionadas con la microbiota o con su actividad para la plena
caracterizacion y comprension mecanistica de estas terapias. Para lograr
este objetivo serd fundamental trabajar en la estandarizacion de las

metodologias y criterios de analisis.

10)En este tipo de desarrollos farmacéuticos serd especialmente necesario el

didlogo temprano con las autoridades, que por otra parte se han mostrado

muy interesadas y abiertas al mismo, tanto en Europa como en EEUU.
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