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RESUMEN

Una de las caracteristicas de gran importancia dentro de la modulacién del sistema
inmunologico por parte de probiodticos, es la expresion de citocinas. La relevancia de su
estudio radica en comprender acerca de la compleja interaccion entre los probidticos y las
respuestas brindadas por el hospedero. Hasta hace algin tiempo se consideraba la viabilidad
de las bacterias como un factor clave para la produccion de respuestas; sin embargo, lineas de
investigacion dentro de probidticos, como son paraprobidticos y postbidticos han surgido
recientemente, presentando de igual forma efectos modulatorios. Por tanto, en el presente
trabajo se utilizo el probiodtico Lactobacillus reuteri NRRL B-14171 en su estado vivo e
inactivo, asi como sus sobrenadantes libres de células, para determinar su efecto sobre la
expresion de citocinas en monocitos de la linea celular humana THP-1. Para lo anterior, se
utilizaron los siguientes tratamientos de estimulacion: Bacteria Viva (BV), Sobrenadante de la
Bacteria Viva (SBV), Bacteria Inactiva (BI) y Sobrenadante de la Bacteria Inactiva (SBI) por
periodo de 6 y 24 horas; ademads se utilizo6 la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
con Transcriptasa Reversa en Tiempo Real (RT-qPCR) para cuantificar la expresion relativa
de IL-10 y TNF-a utilizando el método DDCT (222¢T). De acuerdo con los resultados
obtenidos, el tratamiento SBV fue el mayor inductor de la expresion de ambas citocinas, en
los tiempos de estimulacion estudiados. L. reuteri produce metabolitos como reuterina,
histamina y tiramina, que podrian explicar el aumento de TNF-a e IL-10, asi como su
equilibrio a las 24 horas. Sin embargo, son necesarias mas investigaciones para establecer
efectos proporcionados por paraprobidticos y postbidticos, ya que representan una alternativa

de utilizacion con un futuro prometedor.



I INTRODUCCION

El sistema inmunoldgico es un conjunto de células, tejidos y productos solubles con capacidad
de reconocer, atacar y destruir todo aquello que podria resultar como una amenaza a la salud
de los individuos (Mak et al., 2014). Generalmente se clasifica al sistema inmunologico en dos
categorias: innato y adaptativo. El primero representa una respuesta rapida pero no especifica
ante un estimulo, mientras el segundo se caracteriza por ser especifico ante los organismos que

amenazan al individuo (De Melo et al., 2010).

El tracto gastrointestinal humano posee un rol central en la homeostasis del sistema
inmunolodgico. Es la ruta principal de contacto entre el medio exterior y el individuo, estando
en contacto con estimulos externos la mayor parte del tiempo (Vighi et al., 2008). Su
composicion comprende una compleja y dindmica poblacion de microorganismos, conocidos
como la microbiota gastrointestinal (Thursby y Juge, 2017); su relevancia radica en ser
participes del desarrollo y mantenimiento de una correcta funcion del sistema inmunolégico
(Jensen et al., 2015). Una de las estrategias mas eficaces en la actualidad para mantener un
equilibro saludable de la microbiota intestinal, es la administracion de probidticos como

suplementos o su consumo en alimentos (De Almada et al., 2016).

Etimoldgicamente el término probidtico es derivado del latin “pro” y del griego “bios”
y significa “por la vida” (Salazara y Montoya, 2003). La definiciéon brindada por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus
siglas en inglés), enuncia que probidticos son “cepas vivas de microorganismos seleccionados
estrictamente, los cuales administrados en cantidades adecuadas confieren beneficios a la
salud del hospedero” (FAO/WHO, 2002). Debido a que una diversidad de estudios clinicos
han probado la efectividad de los probioticos, la utilizacion de los mismos va en aumento;
cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium son las mas utilizadas

comercialmente (Plaza-Diaz y Ruiz-Ojeda, 2017). Se han empleado como tratamiento para



enfermedades como obesidad, sindrome de resistencia a la insulina, diabetes tipo II e higado
graso no relacionado al alcohol. Ademads, los efectos positivos de los probidticos en la salud
humana han sido demostrados al incrementar la inmunidad del cuerpo, conocida como

inmunomodulacion (Markowiak y Slizewska, 2017).

Hasta hace algunos afos se creia que la viabilidad era un requisito para la
funcionalidad de los probidticos, ya que potencia mecanismos como adherencia, reduccion de
la permeabilidad intestinal e inmunomodulacién. Sin embargo, se ha demostrado que la
viabilidad en los probioticos no es estrictamente necesaria, ya que los efectos no estan
relacionados totalmente con la misma (Kechagia et al., 2013). Las células de probidticos en
estado activo perderan inevitablemente su viabilidad y el contenido real de los productos que
los contienen, comprendera una variedad de poblaciones de células muertas. Estas poblaciones
podrian ser incluso mas grandes que aquellas poblaciones de células vivas, pero esto

generalmente se desconoce (Adams, 2010).

Se ha designado el nombre de paraprobidticos para aquellas cepas probidticas
bacterianas que se han sometido a un tratamiento de inactivacion, causando cambios en sus
componentes. A pesar de esto, se ha comprobado que los paraprobiodticos podrian ejercer una
actividad biologica en el hospedero, ya que conservan importantes estructuras bacterianas
(Patel y Denning, 2013) como componentes de la pared celular o ADN (Kechagia et al.,
2013). Ademas, diversos estudios han demostrado que algunas cepas del género Lactobacillus

inactivadas por calor mejoran la inmunidad en el consumidor (Saito et al., 2018).

Ademas de los paraprobioticos, el surgimiento de los postbidticos acontece también en
tiempo similar, poniendo en cuestionamiento la viabilidad del microorganismo como
fundamental en la modulacién de respuestas. Los postbioticos son productos secretados por las
bacterias en estado vivo o después de una lisis celular, siendo un ejemplo de esto, los
sobrenadantes libres de células resultantes de un cultivo bacteriano. Dentro de sus funciones se

encuentran: antimicrobianas, antioxidantes e inmunomodulatorias (Aguilar-Toald et al., 2018).

Tanto los paraprobidticos como los postbidticos tienen la capacidad de modular

respuestas en el sistema inmunoldgico, representando una alternativa de utilizacién con



posibles beneficios en el sector salud, como son las mitigaciones de padecimientos y en el

sector econdmico, como la reduccion de costos de mantenimiento y transporte.

Por todo lo anterior, debido a que las bacterias acido lacticas (LAB, por sus siglas en
inglés) no solo en su estado activo pueden modular el sistema inmunoldgico (Kataria et al.,
2009), en el presente trabajo se utilizo la cepa de Lactobacillus reuteri NRRL B-14171 en su
estado vivo (probidtico) e inactivo (paraprobidtico), asi como sus sobrenadantes libres de
células (postbiotico), con el fin de investigar sus efectos de inmunomodulacion,

especificamente mediante la expresion de citocinas.



II. ANTECEDENTES

I1.1. Sistema Inmunologico

Vivimos en un mundo poblado de una gran cantidad de organismos con los cuales
interactuamos diariamente. Estas interacciones nos hacen estar expuestos a diversos factores
que en ocasiones representan una amenaza a nuestra homeostasis. Por ende, no es de extrafiar
que el sistema inmunoldgico sea una red compleja compuesta de mecanismos y células que
brindan proteccion (Chaplin, 2010). Para su funcionamiento, el sistema inmunoldgico esta

dividido en dos categorias: innato y adaptativo.

El sistema inmunoldgico innato provee la primera linea de defensa contra los
patogenos invasores. Las células involucradas son neutrdfilos, monocitos, macrofagos y
células dendriticas, siendo estas ultimas un puente con el sistema inmunoldgico adaptativo
(Simon et al., 2015). Las células del sistema inmune innato, no son especificas en cuanto al
reconocimiento de sus objetivos, a diferencia del sistema inmune adaptativo. Sin embargo,
esta primera linea de defensa depende en gran medida del nimero de células fagociticas y

proteinas, las cuales después activan la respuesta inmune adaptativa (Kalam et al., 2018).

El sistema inmunologico adaptativo a diferencia del innato, manifiesta mecanismos
especificos contra antigenos. Las respuestas se basan en los receptores de antigeno especificos
expresados en la superficie de los linfocitos T y B. Frecuentemente la inmunidad innata y
adaptativa son descritas como mecanismos contrastantes y separados; sin embargo,
usualmente trabajan juntos, siendo la inmunidad innata la respuesta inmediata y la adaptativa

predomina con el paso de los dias (Chaplin, 2010).

Los monocitos y los macréfagos son células de importancia para la respuesta innata y

adaptativa; dentro de sus funciones principales se encuentra la defensa inmune, inflamacion y



renovacion de tejido (Kratofil et al.,, 2017). Estas células estan involucradas en procesos
inflamatorios, tienen la capacidad de sintetizar y secretar proteinas conocidas como citocinas,
con funciones pro y anti-inflamatorias (Chanput et al., 2010), las cuales se detallaran en el

siguiente apartado.

I1.1.1. Citocinas

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular, producidas por una gran cantidad de
células incluidas las del sistema inmunoldgico, como monocitos y macrdéfagos, que son
fundamentales en el intercambio de informacion entre dicho sistema y las células del huésped
(Mclnnes, 2017). Las citocinas regulan diversas funciones bioldgicas del sistema
inmunologico innato y adaptativo (Fan-Chung, 2009), como respuestas no especificas a
infecciones, respuestas especificas a un antigeno determinado, comunicacion celular y otras

mas (Dinarello, 2011).

Dentro del grupo de las citocinas se incluyen las interleucinas (IL) los factores de
necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés), los interferones (IFN), los factores de
estimulacion de colonias (CSF, por sus siglas en inglés) y las quimiocinas (Filella et al., 2002).
Es relevante sefialar la importancia de IL-10 y TNF-a para el mantenimiento de la homeostasis
y regulacion del sistema inmunologico. La primera, es una citocina de tipo anti-inflamatoria
con un rol central en equilibrar respuestas anti y pro-inflamatorias; la segunda se caracteriza
por ser pro-inflamatoria y esta relacionada con procesos infecciosos, activacion de células del

sistema inmune y por ende, la liberacion de citocinas.

La actividad bioldgica de las citocinas se produce a través de esa interaccion con
receptores de membrana especificos que desencadenan una cascada de reacciones bioquimicas
en el interior de la célula diana que determina su accion biologica (Filella et al., 2002). En la

Figura 1 se muestra el mecanismo de accion de las citocinas.
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Figura 1. Mecanismo de accién presentado por las citocinas. Fuente: Kindt et al., 2007.

Los mecanismos de interaccion de las citocinas son diversos; pueden actuar
directamente en las células que los secretan (accion autdcrina), o en células cercanas a ellas
(accidn paracrina), o en algunas ocasiones en células distantes a ellas (accion enddcerina). Lo

explicado anteriormente se resume en la Figura 2 (Zhang y An, 2007).
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Figura 2. Mecanismos de interaccion de las citocinas con sus receptores. Fuente: Kindt et al.,
2007.

Es importante destacar que muchos investigadores utilizan la expresion de ARNm de
genes de citocinas como herramienta para medir respuestas inmunitarias (Kim y Austin,

20006), tal como se explica en el siguiente apartado.

I1.1.2. Cuantificacion de citocinas

La expresion génica es el proceso por el cual la informacion codificada en los genes se traduce
a proteinas (Arasappan et al., 2010). La complejidad de este proceso radica en que se ven
involucrados distintos eventos en coordinacion, que son regulados en multiples niveles como

son: transcripcion, post-transcripcion, traduccion y post-traduccion (Preziosi, 2007).

En los trabajos de investigacion relacionados con el sistema inmune, es comun y
fundamental el determinar las variaciones de ciertos genes, o los cambios en su expresion. Los
cambios en la expresion génica son cuantificables, para lo cual debe elegirse el tipo de

cuantificacion a realizar, misma que puede ser de dos tipos: absoluta y relativa. La
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cuantificacion absoluta determina la cantidad de copias de los genes estudiados utilizando una
curva de calibraciéon. En cambio, la cuantificacion relativa determina la diferencia en la
expresion de ARNm de los genes deseados sometidos a diferentes condiciones experimentales
con respecto a una expresion basal. Para lo anterior, es necesario seleccionar genes de
referencia, es decir, genes en los cuales la expresion no cambia a pesar de los tratamientos

(Pfaffl, 2006).

Dentro de los métodos moleculares mas utilizados para cuantificar la expresion génica
se encuentran: northen blot, micro y macroarreglos, analisis en serie de la expresion génica
(SAGE, por sus siglas en inglés) y el método de la reaccidon en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa en tiempo real (RT-qPCR); siendo esta ultima, una de las técnicas mas

utilizadas en la actualidad.

La RT-qPCR es un método altamente sensible que detecta escasas cantidades de acidos
nucleicos, siendo capaz de proporcionar resultados con alta eficiencia (Ramos-Payan et al.,
2002). Esta técnica combina la amplificacion y la deteccion de acidos nucleicos en un mismo
paso (Aguilera et al., 2014), se realizan en equipos conocidos como termocicladores y utilizan
sondas especificas o fluorocromos no especificos que se unen a las acidos nucleicos (Costa,
2004). Su fundamento se basa en que la sefial de fluorescencia emitida, producto de la
amplificacion del gen diana, se registra en forma de valores numéricos conocidos como
valores Ct (threshold cycle, por sus siglas en inglés) o valores umbral de ciclo. Los datos
quedan registrados en el software especifico del termociclador, formando una curva de
fluorescencia, donde se fija un punto por encima de la linea base que se denomina umbral de
ciclo. Los valores umbral de ciclo se determinan identificando el ciclo en el cual la emision
fluorescente atraviesa el punto umbral, por encima del ruido de fondo en la fase exponencial
de la reaccion, y son los valores que se utilizaran para calcular la expresion génica relativa,

como se presenta en la Figura 3 (Castanera, 2011).
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Figura 3. Representacion de una curva de amplificacion obtenida en una qPCR. Fuente: Bustin

y Nolan, 2006.

Por otra parte, al representar graficamente la fluorescencia detectada en funcion de la

temperatura, se obtienen las curvas de fusion, las cuales confirmaran la aparicion de nuestro

producto esperado (Castanera, 2011), como se presenta en la Figura 4.

Producto especifico

Producto mespecifico f

Fluorescencia (dF/AdT)

\

Temperatura (“C)

Figura 4. Representacion de una curva de fusion obtenida en una qPCR. Fuente: Keer, 2008.
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Ademés de seleccionar una técnica para cuantificar la expresion génica, es
indispensable seleccionar un método para el andlisis de los datos. Para el calculo de la
expresion relativa, existe un modelo matematico llamado método comparativo DDCT (2-24¢T)
el cual se basa en la comparacion de los valores Ct obtenidos en cada condicién experimental,
normalizados con los controles internos, como la expresion de genes de referencia. Con ayuda

de éste modelo matematico se obtienen los cambios relativos en la expresion de genes

problema (Livak y Schmitgen, 2001).

I1.2. Modulacion del Sistema Inmunologico

La salud de los organismos estd relacionada con un balance eficiente de las funciones
inmunologicas. Estas funciones, pueden se mediadas por muchos factores, como Ia
modulacion  inmunolégica (Chanput et al., 2014), también conocida como
inmunoestimulacidon, inmunoregulacion o inmunomodulacion (Jindal, 2004). Este proceso,
tiene como principal objetivo el proporcionar al huésped homeostasis inmunologica, asi como
proveer proteccidn contra ataques de microorganismos u otros agentes causantes de

infecciones (Dhama et al., 2015).

Nuevas evidencias sugieren que la microbiota y el sistema inmunoldgico interactian
para mantener la homeostasis de los individuos. Algunos padecimientos en el ser humano se
han asociado con la perturbacion de la microbiota, mientras que la restauracion de la misma ha

demostrado la prevencion o la mejora de determinadas enfermedades (Qinghui et al., 2018).

Gran variedad de organismos son conocidos como estimulantes de las funciones del
sistema inmunologico (Werner y Jollés, 1996), tales como los probidticos, que son capaces de
otorgar proteccion al huésped a través de la regulacidon, estimulacion y modulacion de
respuestas del sistema inmune (Azad et al., 2018); de igual forma, paraprobidticos y

postbioticos han presentado esta cualidad como podré ser visto en los apartados siguientes.
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I1.2.1. Probioticos

Los probioticos son organismos vivos que al ser administrados en las dosis adecuadas
confieren un beneficio a la salud del huésped (Hou et al., 2015). Dentro de sus efectos
benéficos se encuentran: mejora de la salud del tracto gastrointestinal, al prevenir y mejorar
padecimientos como diarreas; proteccion contra alergias, asi como la reduccion de
padecimientos cardiacos, al disminuir el porcentaje de colesterol (Kechagia et al., 2013). En el
sistema inmunoldgico, dentro de los efectos destacados es la inmunomodulacion (Fang y Polk,
2014), siendo la capacidad de inducir la produccion de citocinas en las células, uno de los
mecanismos mas estudiados (Ashraf y Shah, 2011). Los efectos inmunomodulatorios de los
probidticos se deben en parte a esta habilidad, las citocinas son determinantes en la regulacion

de respuestas del sistema inmune innato y adaptativo (Brisbin et al., 2010).

Diversos estudios han concluido que la induccién de citocinas es cepa-especifica
(Ashraf y Shah, 2011). Esto nos indica que las cepas de un determinado género podrian
inducir resultados diferentes. Las citocinas inducidas por especies del género Lactobacillus
tienen un rol importante en la inmunoregulacion. Algunas cepas de Lactobacillus pueden
inducir citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e IFN-y asi como citocinas
anti-inflamatorias como IL-10 y el factor de crecimiento tumoral beta (TGF-f, por sus siglas

en inglés) (Shida et al., 2006).

Dentro de los probidticos frecuentemente utilizados se encuentran el grupo de las
Bacterias Acido Lacticas (LAB). Estas son un grupo de bacterias Gram-positivas que
comparten la caracteristica de convertir rapidamente los carbohidratos a lactatos, acidificando
su ambiente (Burgé et al., 2015). Las LAB se encuentran distribuidas ampliamente en hébitats
naturales, como tractos gastrointestinales de humanos y mamiferos, asi como también en

alimentos fermentados (Gilliland, 1990).

Al encontrarse en una convivencia constante con su entorno, las células del sistema
inmune interaccionan con diversos estimulos del medio. Estos estimulos son reconocidos por

medio de receptores celulares, llamados Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR, por
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sus siglas en inglés). Dentro de estos receptores se incluyen la familia muy bien caracterizada
de los Receptores Tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés). Estos son imprescindibles para el
inicio de una respuesta inmunitaria innata y se activan al detectar estructuras como los
componentes de la pared celular de las bacterias. La activacion de TLRs genera diferentes
cascadas de sefalizacion intracelular que culminan en la produccion de citocinas (Samsonetti,
2004; Arribas, 2009). En el caso de los lactobacilos, los 4cidos teicoicos presentes en bacterias
Gram-positivas son considerados uno de los componentes principales en la

inmunoestimulacion mediante TLR2 (Vissers et al., 2010).

En los estudios de inmunomodulacion se han utilizado bacterias vivas, bacterias
inactivadas (calor, radiacién, etc.), componentes de la pared bacteriana, &cido
desoxirribonucleico gendémico (ADN), o sobrenadantes de cultivos bacterianos libres de
células. Sin embargo, la cantidad de estudios que investigan estas tres condiciones en las LAB,

se encuentran muy limitados (Jensen et al., 2015).

11.2.1.1. Lactobacillus reuteri

El género Lactobacillus es uno de los mas utilizados como probidticos, comprendiendo un
amplio grupo heterogéneo de bacterias Gram-positivas, anaerobias facultativas, encontrandose
en una gran cantidad de ambientes, siendo utilizados en la industria en la fabricacion de

productos fermentados y en mejoras a la salud de humanos y animales (Hou et al., 2015).

Lactobacillus reuteri, ha sido caracterizada como una bacteria heterofermentativa,
teniendo asi, la capacidad de crecer en ambientes donde la cantidad de oxigeno es limitada.
Este organismo puede tolerar una gran variedad de ambientes con diferentes pH, utiliza
diferentes mecanismos que le permiten inhibir microorganismos patégenos, como la capacidad
de secretar componentes antimicrobiales (Qinghui et al., 2018), como acido lactico, perdxido
de hidrogeno, reuterociclina, reuterina, histamina, entre otras (Jones y Versalovic, 2009). Por
otra parte, el hecho de que normalmente colonice los tractos gastrointestinales podria ser la

razon por la cual confiere grandes beneficios al ser utilizada como probiotico (Qinghui et al.,
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2018); su gran capacidad de adherencia al tracto digestivo le permite competir contra

patdgenos por espacio y nutrientes.

Estudios tanto en humanos como animales han demostrado los efectos benéficos de L.
reuteri. Dentro de estos beneficios se encuentran la reduccion de la incidencia y severidad de
diarreas y dolor visceral; prevencion de colico y mantenimiento de la funcionalidad de la
barrera intestinal. En animales ha sido utilizada en cerdos para modular la microbiota
gastrointestinal, teniendo como objetivo la prevencion de diarrea post-destete y estimular el
crecimiento en lechones. También esta bacteria presenta un futuro prometedor como terapia
para aminorar el célico infantil, alivio contra eczema y supresion de la infeccion por la
bacteria Helicobacter pylori (Jones y Versalovic, 2009). En cuanto a los efectos provistos en
el sistema inmunologico, L. reuteri tiene la capacidad de estimular o suprimir respuestas del
sistema inmune innato al afectar la produccion de citocinas en monocitos, macrofagos y

células dendriticas (Hou et al., 2015).

I1.2.2. Paraprobioticos

Los paraprobioticos, también conocidos como “probidticos inactivados”, “probidticos no
viables” o probidticos fantasma”, hacen referencia a células de microorganismos inactivados
(no viables), los cuales al ser administrados en suficientes cantidades, confieren un beneficio
al consumidor (Traverniti y Guglielmetti, 2011). La inactivacion de las células se logra a
través de métodos fisicos o quimicos, los cuales pueden alterar las estructuras de las células
bacterianas al igual que sus funciones, como se muestra en la Figura 5 (De Almada et al.,

2016).
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Figura 5. Métodos de inactivacion de paraprobidticos y sus efectos. UV: Rayos Ultravioleta,
S: Sonicacion, TT: Tratamiento Termal, pH: potencial de hidrogeno. Fuente: De Almada et al.,

2016.

Los tratamientos termales comprenden los procedimientos mas comunes para inactivar
microorganismos, los cuales consisten en la aplicacion de calor por un periodo determinado
(De Almada et al., 2016). Ou et al. (2011) utilizé cepas de bacterias acido lacticas inactivadas
por calor, a diferentes condiciones de temperaturas y tiempos, para determinar su capacidad
inmunomodulatoria, concluyendo que las propiedades que estos microrganismos confieren

eran cepa-dependientes.

Los paraprobiodticos al igual que los probidticos tienen la habilidad de estimular las
defensas del huésped cuando se presenta una infeccion. El paraprobiodtico de Lactobacillus
plantarum b240, inactivado por calor y resuspendido en solucion fisioldgica salina, demostrd
que puede proteger al huésped en contra de una infeccion sistémica causada por Salmonella

enterica serotipo Typhimurium (De Almada et al., 2016).

En un estudio realizado con tres cepas del género Lactobacillus, inactivadas por calor,
se demostr6 que éstas fueron capaces de modular la respuesta inmunoldgica al estimular la
proliferacion de esplenocitos murinos. También otro estudio en ratones, mostrd que 6 cepas
del género Lactobacillus inactivadas por calor, activan la respuesta pro-inflamatoria

induciendo la secrecion de TNF-a en células esplénicas mononucleares (Adams, 2010).
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11.2.3. Postbioticos

Los postbioticos, también conocidos como metabidmicos, biogénicos, sobrenadantes libres de
células (CFS, por sus siglas en inglés) o simplemente como metabolitos bacterianos, hacen
referencia a factores solubles, los cuales pueden ser bioproductos o productos metabodlicos,
secretados por la bacteria en estado vivo o liberados después de una lisis bacteriana (Aguilar-

Toala et al., 2018).

Entre los postbioticos se encuentran acidos grasos de cadena corta (SCFAs, por sus
siglas en inglés), enzimas, péptidos, acidos teicoicos, muropéptidos derivados de
peptidoglicano, endo y exo-polisacaridos, receptores de superficie celular, vitaminas,
plasmaldgenos y 4cidos organicos (Tsilingiri y Recsigno, 2013). Dentro de sus propiedades
funcionales se encuentran las de tipo antimicrobianas, antioxidantes e inmunomodulatorias
(Aguilar-Toald et al., 2018). Los componentes de la pared celular bacteriana, como
lipopolisacaridos, peptidoglicanos y acidos lipoteicoicos, estan involucrados en la induccién

de citocinas (Ashraf' y Shah, 2011).

Dentro de los trabajos realizados con postbioticos se encuentra el de Jones-Versalovic
(2009), donde utilizaron sobrenadantes provenientes de cultivos planctonicos de Lactobacillus
reuteri, y observaron una disminucién en la produccién de TNF-a y la supresion de esta
citocina fue un factor importante para el alivio de la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD,
por sus siglas en inglés), en un modelo murino. Un estudio in vitro demostrd también las
propiedades inmunomodulatorias de sobrenadantes libres de células de cepas de L. reuteri,
provenientes de una fase de cultivo estacionaria (biofilm) y en su estado libre (planctonico),
estimularon células monociticas THP-1 en presencia o ausencia de lipopolisacarido (LPS). El
resultado que obtuvieron fue que este probiotico posee la capacidad de regular la produccion
de TNF-a de forma cepa- especifica, y la inhibicion de esta citocina se mantuvo independiente
del tipo de cultivo de la cepa probiodtica (tanto planctonica como biofilm) (Jones y Versalovic,

2009).
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I1.3. Lineas Celulares

Una linea celular es un cultivo de células establecido, que ha sido adaptado para crecer de
forma continua en el laboratorio, al proporcionarle el espacio y medio necesario, y son
utilizadas en investigacion. Las lineas celulares difieren de cultivos primarios en que las
primeras se convierten en células inmortalizadas (Ulrich y Pour, 2001). Frecuentemente son
utilizadas en lugar de los cultivos celulares primarios, para estudiar procesos bioldgicos, al
ofrecer diversas ventajas como su bajo costo, facilidad de uso, son una fuente ilimitada de
material y elimina los problemas éticos que conllevan la utilizacion de animales o tejidos

humanos (Gurvinder y Dufour, 2012).

Dentro de los modelos ampliamente utilizados para estudiar la respuesta inmunologica
a estimulos, se encuentra la linea celular monocitica THP-1. Estas fueron aisladas por

Tsuchiya et al., en la época de 1980, de un paciente pediatrico con leucemia mieloide aguda

(Auwerx, 1991).

Las células THP-1 asemejan a los cultivos primarios de monocitos humanos de
acuerdo a diversos criterios como morfologia, productos secretados, y expresion de antigenos
de membrana (Auwerx, 1991). Presentan similitudes en cuanto a su respuesta, comparadas con
la fraccion monocitica de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas
en inglés) (Chanput et al., 2010); ademas proveen una poblacion de células con un trasfondo
genético homogéneo, lo cual es determinante para tener resultados reproducibles (Gurvinder y

Dufour, 2012).

Dentro de los estudios realizados con esta linea celular se encuentra el de Schildberger
et al. (2013), donde estimuldé monocitos, PBMCs, y células THP-1 con lipopolisacarido (LPS),
obteniendo como resultado que la cantidad de TNF-a producido era similar en los tres tipos de
células, concluyendo que las células de la linea THP-1 son una opcion viable para estudios en
monocitos. También el cultivo de células THP-1 se ha utilizado ampliamente en la busqueda

de microorganismos con funciones inmunomodulatorias (Joon et al., 2016).
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III. JUSTIFICACION

Los efectos de los probiodticos han sido determinados por una gran cantidad de estudios
cientificos, encontrando que algunas cepas son seguras para su administracion, asi como los
beneficios producidos contra determinadas enfermedades inmunoldgicas, gastrointestinales,
reumatoldgicas entre otras. A pesar de las investigaciones y ensayos clinicos realizados con
probidticos, aun existen incognitas relacionadas con el consumo de los mismos; hasta hace
algunos afios se creia que los efectos de los probidticos estaban intimamente relacionados con
su viabilidad, sin embargo, se ha descubierto que ésta no estd ligada totalmente con el efecto

proporcionado.

El surgimiento de los paraprobidticos y postbidticos nace como una alternativa de
conservar el efecto benéfico de las cepas probioticas en el hospedero, con la ventaja que
conlleva el consumir una cepa inactivada o metabolitos secretados por una cepa probiotica. Es
importante destacar que el efecto de los paraprobidticos y postbiodticos, actualmente es tema de
estudio debido a su reciente surgimiento, y se ha reportado que al igual que una cepa en estado

viable, tiene efecto sobre el sistema inmunolégico.

Personas con un sistema inmunoldgico comprometido, o adultos mayores, podrian
verse beneficiados con estas nuevas alternativas, asi como problemas relacionados en el sector
salud podrian ser enfrentados con estas nuevas estrategias, que se podrian utilizar como
tratamientos alternativos para mitigar efectos de enfermedades. Sin embargo, debido a que el
efecto de los paraprobidticos y postbidticos, al igual que en los probioticos, es cepa-especifico,
es necesario realizar mas investigaciones para conocer cuales cepas tienen potencial para ser
utilizadas en un futuro; es aqui donde radica la importancia del presente trabajo, el cual se

enfoca en conocer el efecto de la estimulacion de monocitos humanos con el probiotico,
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paraprobidtico y postbidtico de Lactobacillus reuteri NRRL B-14171, analizado en términos

de expresion relativa de citocinas.
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IV. HIPOTESIS CIENTIFICA

El probiotico Lactobacillus reuteri NRRL B-14171 en estado activo e inactivo, asi como sus
sobrenadantes libres de células, modulan la expresion de citocinas en monocitos de la linea

celular THP-1.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Determinar el efecto de Lactobacillus reuteri NRRL B-14171 en estado activo (probiotico) e
inactivo (paraprobidtico), asi como de sus sobrenadantes libres de células (postbiotico), sobre

la expresion de citocinas en monocitos de la linea celular THP-1.

V.2. Objetivos Especificos

1. Establecer una curva de correlacion lineal de densidad Optica y concentracion
bacteriana, para determinar el in6culo de L. reuteri NRRL B-14171 a utilizar en los
tratamientos

2. Determinar la expresion relativa de IL-10 y TNF-a, mediante qPCR en células THP-1
estimuladas con L. reuteri NRRL B-14171 activo e inactivo, asi como con sus
sobrenadantes libres de células

3. Comparar la expresion relativa de IL-10 y TNF-a entre los diferentes tratamientos de

monocitos THP-1
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V. METODOLOGIA

VI.1. Diseiio Experimental

Se utilizaron células monociticas pertenecientes a la linea celular THP-1 con los siguientes
tratamientos de estimulacion: bacteria viva (BV), sobrenadante de la bacteria viva (SBV),
bacteria inactiva (BI), sobrenadante de la bacteria inactiva (SBI) y células sin estimulo (SE)
como control negativo. La Figura 6 presenta un diagrama general de las actividades realizadas

durante esta etapa del trabajo.

Estimulacion de células

Crecimiento células Cultivo de la bacteria \
THP-1a37°Ccon Lactobacillus reuteri NRRL B- |:> S diferentes .
5%C032 14171 por 24 y 18 horas tratamientos por periodos

de 6y 24 horas

Sintesis de ADNc <::| Obtencidn de pellet <:| Recoleccitn de cultivos

Figura 6. Diagrama general experimental donde se sefiala de forma resumida aquellos

Analisis gPCR

procedimientos realizados en la metodologia.
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VI1.2. Preparacion de Tratamientos para Estimulacion de Monocitos

La cepa de Lactobacillus reuteri NRRL B-14171, que se emple6 en este trabajo, fue donada
por el Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos del Centro de

Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD, Hermosillo, México).

El cultivo de L. reuteri NRRL B-14171 se realiz6 en el caldo Man Ragosa Sharpe
(MRS; BD Difco, EUA) suplementado con 0.05% de cisteina (Sigma-Aldrich, EUA),
incubado a 37°C, 5% COz por 24 horas, posteriormente se resembro y se incub6 por 18 horas
bajo las mismas condiciones. A partir de este cultivo se prepararon los tratamientos ya

mencionados en el apartado anterior.

La concentracion de bacterias a utilizar en los experimentos se determindé mediante la
medicion de la densidad optica a 600nm (DOsoo) utilizando un espectrofotometro NanoDrop
One (Thermo Fisher Scientific, EUA). Para lo anterior se realizaron diluciones seriadas de la
bacteria en buffer de fosfatos a concentracion de 1X (PBS, por sus siglas en inglés), se
determind su DOsoo y simultaneamente se realizd una cuenta en placas con medio MRS. La
curva de correlacion se obtuvo graficando la densidad Optica contra las UFC/ml de L. reuteri;

a partir de ésta se determino el indculo de bacterias a utilizar en cada tratamiento.

Para el tratamiento de la bacteria viva o activa (BV), se centrifugaron los cultivos de
bacterias a 3,000 rpm por 5 minutos a 25°C y se lavo el pellet bacteriano con PBS 1X con las
condiciones mencionadas anteriormente (Sorvall ST 16R, Thermo Fisher Scientific, EUA). El
sobrenadante resultante de dicha centrifugacion corresponde al tratamiento de sobrenadante de

bacteria viva (SBV).

Para el tratamiento de bacteria inactiva (BI), se utilizaron bacterias lavadas y
resuspendidas en PBS 1X y se colocaron en un bafio de agua por 25 minutos a 80°C,
posteriormente se centrifugaron a 3,000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante obtenido

corresponde al tratamiento de sobrenadante bacteria inactiva (SBI).

Tanto el SBV como el SBI fueron ajustados a un pH de 7.3, y se filtraron a través de

una membrana de 0.22 pm.
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V1.3. Cultivo de Monocitos

El cultivo de las células monociticas de la linea THP-1 se realizé en placas de 6 pozos con
medio de cultivo celular RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA), adicionado con los antibiticos
penicilina-estreptomicina 5,000 Ul/ml y gentamicina 50 pg/ml (Gibco, EUA) ademas se
suplementd con suero fetal bovino al 10% (SFB; Gibco, EUA).

El cambio de medio de las células se realizdé cada dos dias, en los cuales se retiraba el
medio y se lavaban con PBS 1X. Un pase de multiplicacion corresponde a transferir las células
a pozos nuevos para su multiplicacion sucesiva, agregando medio fresco. Para los

experimentos se utilizaron células en el cuarto pase de multiplicacion.

V1.4. Estimulacion de Monocitos

Para la estimulacion con los diferentes tratamientos, se colocaron 200,000 células THP-1 por
pozo, en placas de 24 pozos; éstas se resuspendieron en 900 pl de medio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich, EUA), con 10% de SFB y sin adicion de antibidticos.

Las células fueron estimuladas durante 6 y 24 horas con los distintos tratamientos:
(BV, SBV, BI, SBl y SE). Los tratamientos de BV y BI se agregaron, respectivamente, en una
relacion 1:100 (cé€lula-bacteria) y los tratamientos SBV y SBI se afadieron a una
concentracion del 10% con respecto al volumen fnal del medio RPMI 1640 de cultivo de los
monocitos. El tratamiento SE consistio en 200,000 células THP-1 en el pozo. Se realizaron

dos experimentos y cada tratamiento se hizo por duplicado, como se representa en la Figura 7.
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Condiciones

o 200,000 células por pozo

o Duracion del estimulo: 6 y 24 horas
Tratamientos

BV: Bacteria Viva (1:100)

@ SBV: Sobrenadante bacteria Viva
(10%)

@ BI: Bacteria Inactiva (1:100)

@® SBI: Sobrenadante Bacteria Inactiva
(10%)

@ SE: Sin Estimulo

6 HORAS = = @@
) [ sev | sBv

24 HORAS ——

Figura 7. Condiciones y tratamientos utilizados en la estimulacion de las células THP-1.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los cultivos se recolectaron y
resuspendieron en buffer de lisis RLT (Qiagen, EUA) y se almacenaron para su posterior uso a

-70°C en un ultracongelador (Thermo Fisher Scientific, EUA).

VLS. Extraccion de ARN y Preparacion de ADNc

Se descongelaron las muestras almacenadas en buffer de lisis y se agitaron vigorosamente

utilizando un vortex.

Para la extraccion de ARN de los lisados celulares, se utilizd el kit de extraccion
RNeasy Mini kit (Qiagen, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
concentraciones de ARN para cada tratamiento fueron determinadas en un espectrofotometro
NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, EUA). El ARN fue tratado con la enzima TURBO

DNasa (Ambion, EUA) para la eliminaciéon de ADN gendémico contaminante.

Para la sintesis de ADNc se utilizo el kit gSCRIPT (Quantabio, EUA) siguiendo las
instrucciones del proveedor. El volumen total fue de 20 pl con una concentracion total de 800
ng de ARN por reaccion. La retrotranscripcion se realizé en un termociclador MJ mini (Bio-
Rad, EUA) con el siguiente protocolo de reaccion: 22°C por 5 minutos, 42°C por 30 minutos y

85°C por 5 minutos. El ADNc obtenido se almacen6 a -20°C hasta su uso.
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VI.6. Determinacion de Citocinas por qPCR

La determinacion de citocinas se realiz6 mediante qPCR (Reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real), utilizando un termociclador QuantStudio 6 flex (Applied Biosystems, EUA).
Para la amplificacion se utilizé la enzima 5x Hot Firepol Evagreen (Solis Biodyne, UE) y los

iniciadores que muestra la Tabla I a una concentracion final de 100 nM.

Tabla I. Secuencias de iniciadores utilizados en el qPCR de los genes de citocinas humanas

TNF-a, IL-10 y GADPH.

Gen Secuencias sentido (5°-3") Secuencia anti-sentido (5°-3")

TNF-a CCGTCTCCTACCAGACCAAGG CTGGAAGACCCCTCCCAGATAG

IL-10 GTGATGCCCCAAGCTGAGA CACGGCCTTGCTCTTGTTTT

GADPH TCAACAGCGACACCCACTCC TGAGGTCCACCACCCTGTTG

La mezcla de reaccion consistio en 2 pl de buffer, 1 pl de iniciador sentido (1uM), 1l
de iniciador antisentido (1 uM), 2 ul de templado (10 ng totales de ADNc) y 4 pl de agua ultra
pura (Invitrogen, EUA), para hacer un volumen de reaccion de 10 pl. El protocolo de reaccion
fue el siguiente: activacion de la enzima a 95°C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C
por 15 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos. Como control positivo se

utiliz6 ADNc de PBMC estimuladas con LPS y como control negativo agua ultra pura.
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VI1.7. Calculo de la Expresion Relativa de Genes de Citocinas (DDCT)

En la cuantificacion relativa DDCT (2-24CT), se utilizan formulas aritméticas para determinar
el cambio de expresion de un gen de interés en una muestra, en relacion con el mismo gen en
una muestra de referencia (control). El método consiste en determinar primeramente los
cambios en los niveles de ARNm del gen de interés, con respecto al ARNm de un gen
constitutivo de la célula. En este caso se utilizo el gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GADPH), cuya expresion no se altera o modifica por los tratamientos. Se calcula la diferencia
de Ct entre ambos genes (ACT). Posteriormente se calcula la diferencia de CT entre los
valores obtenidos anteriormente, y los obtenidos para la muestra control, o sea aquellas que no

han sido sometidas a ninglin tratamiento (SE), obteniendo de esta manera el AACT.

VI.8. Analisis Estadistico de Expresion Relativa
Los resultados de DDCT (2-22¢T) se analizaron mediante una prueba ANOVA de una via y

comparacion multiple de medias de Tukey, en el Software GraphPad Prism 5 (California,

EUA).
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VII. RESULTADOS

VIIL.1. Curva de Correlacién (DOso0 y UFC/ml)

Para la determinacion de la concentracion del indculo a utilizar en los tratamientos

experimentales, se obtuvo la curva de correlacion de densidad Optica (DOeoo) y concentracion

bacteriana (UFC/ml), con una ecuacién de la recta y 72 de 0.99, como se presenta en la Figura
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Figura 8. Curva de correlacion lineal de densidad oOptica y concentracién bacteriana de

Lactobacillus reuteri NRRL B -14171 utilizada para la determinacion de la concentracion de

indculo a utilizar en los diferentes tratamientos experimentales.
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VII.2. Determinacion de Citocinas por qPCR

VIIL.2.1. Curvas de amplificacion

Las curvas de amplificacion son una representacion grafica de la sefal emitida por el
fluorocromo (sybergreen) al intercalarse en las moléculas de ADN, esta sefal es registrada por
el equipo de deteccion del termociclador en forma de valores numéricos conocidos como Ct,
los cuales se utilizaron posteriormente para el calculo de la expresion relativa. Para establecer
las condiciones de reaccion se utilizaron PBMC estimuladas con LPS durante 6 horas. A
continuaciéon se muestran curvas de amplificacion representativas de TNF-a, IL-10 y el gen
constitutivo GADPH, para los distintos tratamientos (BV, SBV, BI, SBI y SE), cuyos Ct

variaron entre 30-32, 32 y 19 respectivamente, tal como se muestra en las Figuras 9-11.
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Figura 9. Curva de amplificacion representativa de TNF-a.
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Figura 10. Curva de amplificacion representativa de IL-10.
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Figura 11. Curva de amplificacion representativa de GADPH.
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VII1.2.2. Curvas de fusion

Las curvas de temperatura de fusion (Tm, por sus siglas en inglés), son la representacion
grafica de la fluorescencia detectada en funcion de la temperatura. Se utilizaron PBMC
estimuladas con LPS durante 6 horas como control positivo, con el fin de confirmar las Tm del
producto de amplificacion, para los genes de las citocinas analizadas. Para TNF-a fue de
88.15°C, para IL-10 de 87.39°C, y para GADPH de 86.5°C, como se presenta en las Figuras
12-14.
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Figura 12. Curva representativa de la temperatura de fusion para TNF-a.
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Figura 14. Curva representativa de la temperatura de fusion para GADPH.
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VIL.3. Calculo de la Expresion Relativa de Genes de Citocinas (DDCT)

Utilizando el método DDCT (2-24€T) se determinaron los valores de la expresion relativa para
TNF-a e IL-10, con el gen constitutivo GADPH como normalizador y el tratamiento sin
estimulo (SE) como valor de referencia o control para cada uno de los tratamientos. En las

Tablas II y III se presentan los valores obtenidos.

Tabla II. Expresion relativa de TNF-o de experimentos 1 y 2 a las 6 y 24 horas de

estimulacion, obtenida mediante el método DDCT (2°44€T).

6 horas 24 horas
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 1 Experimento 2
Pozo1l Pozo2 Pozo 1 Pozo2  Pozol Pozo 2 Pozo 1 Pozo 2

BV 133 1.56 2.34 1.99 1.33 1.56 2.34 1.99
SBV  2.04 2.10 1.96 2.13 2.04 2.10 1.96 2.13
BI 1.79 1.36 1.38 1.59 1.79 1.36 1.38 1.59
SBI 1.49 1.44 0.72 1.56 1.49 1.44 0.72 1.56

SE 1 1 1 1 1 1 1 1
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Tabla III. Expresion relativa de IL-10, de experimentos 1 y 2 a las 6 y 24 horas de

estimulacion, obtenida mediante el método DDCT (2744€T),
6 horas 24 horas
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 1 Experimento 2
Pozo1 Pozo?2 Pozo 1 Pozo 2 Pozo 1 Pozo 2 Pozo 1 Pozo 2

BV  0.56 0.62 0.66 0.53 0.38 0.41 0.46 0.55
SBV  0.67 0.46 0.68 0.62 3.23 3.40 3.75 4.07

BI 0.97 1.03 1.19 0.94 0.50 0.44 0.64 0.66
SBI  0.20 0.54 0.71 0.56 0.81 1.38 1.43 1.36

SE 1 1 1 1 1 1 1 1
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VIIL.4. Analisis Estadistico de Expresion Relativa

El analisis de los datos se realizd en el software GraphPad Prism 5 (California, EUA),
utilizando una prueba ANOVA de una via y una prueba de Tukey, de comparaciéon multiple
de medias. Las diferencias significativas se consideraron con una p < 0.05. A continuacién se

describen los resultados obtenidos para TNF-a e IL-10.

Todos los tratamientos utilizados presentaron un ligero aumento en la expresion del
transcrito de TNF-a, a las 6 horas de estimulacion. Sin embargo, solo el tratamiento SBV fue
estadisticamente significativo, ya que duplicé la expresion del transcrito con respecto al

tratamiento SE, como se aprecia en la Figura 15.
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Figura 15. Expresion relativa de TNF-a de células THP-1 estimuladas por los diferentes
tratamientos durante 6 horas. Las barras en la parte superior representan el error estandar
(SEM, por sus siglas en inglés) mientras que letras distintas representan diferencias entre

tratamientos (ANOVA, post hoc prueba de Tukey) p <0.05.
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Igualmente, para la expresion del transcrito de TNF-a a las 24 horas de estimulacion,
solamente el tratamiento SBV mostr6 un aumento importante, triplicando el valor obtenido

para el tratamiento SE, como se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Expresion relativa de TNF-o de células THP-1 estimuladas por los diferentes
tratamientos durante 24 horas. Las barras en la parte superior representan el error estandar
(SEM, por sus siglas en inglés) mientras que letras distintas representan diferencias entre

tratamientos (ANOVA, post hoc prueba de Tukey) p <0.05.
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Para la expresion de IL-10 a las 6 horas de estimulacion, los tratamientos utilizados no
incrementaron la expresion del transcrito, tal como se presenta en la Figura 17. Los
tratamientos SE y BI mostraron un comportamiento similar, mientras que los tratamientos BV,
SBV y SBI produjeron una ligera disminucién en la expresion de la citocina, comparandola

con el tratamiento SE.
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Figura 17. Expresion relativa de IL-10 de células THP-1 estimuladas por los diferentes
tratamientos durante 6 horas. Las barras en la parte superior representan el error estandar
(SEM, por sus siglas en inglés) mientras que letras distintas representan diferencias entre

tratamientos (ANOVA, post hoc prueba de Tukey) p <0.05.
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De igual forma, al estimular las células por 24 horas, la mayoria de los tratamientos no
resultaron en un cambio de la expresion del transcrito de IL-10 con respecto al tratamiento
control. Solamente el tratamiento SBV presentd un incremento de hasta 3.5 veces en la

expresion de la citocina, como se muestra en la Figura 18.

IL-10

Expresion relativa

o

SE SBV B

Tratamientos

Figura 18. Expresion relativa de IL-10 de células THP-1 estimuladas por los diferentes
tratamientos durante 24 horas. Las barras en la parte superior representan el error estdndar
(SEM, por sus siglas en inglés) mientras que letras distintas representan diferencias entre

tratamientos (ANOVA, post hoc prueba de Tukey) p <0.05.
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En resumen, los efectos de estimulacion de los tratamientos BV (probiotico activo) y
BI (probidtico inactivo) sobre las células THP-1 fueron muy semejantes en la expresion de
ambas citocinas, no mostrando cambios importantes con respecto al tratamiento control. El
tratamiento SBI (postbidtico de bacteria inactiva) tampoco produjo cambios relevantes en el
patron de expresion de ambas citocinas con respecto al control. Solamente el tratamiento SBV
(postbidtico de bacteria viva) fue el mayor inductor de la expresion del transcrito de ambas

citocinas, particularmente a las 24 horas de estimulacion.
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VIII. DISCUSION

Diversos estudios han descrito las propiedades modulatorias de bacterias probioticas, tanto in
vitro, como en estudios animales y en pruebas clinicas. A pesar de esto, la cantidad de
informacion sobre los mecanismos por los cuales los probidticos proveen sus beneficios atn
no han sido completamente elucidados. Esto esta relacionado con la caracteristica de ser cepa-
especificos en cuanto a los efectos que confieren. La cantidad de estudios que utilizan
probidticos en su forma viva, inactiva o sus sobrenadantes libres de células es limitada; sin

embargo, la comparacion de estas formas nos llevaria a entender sus mecanismos de accion.

En el trabajo presentado, se estimularon monocitos de la linea celular humana THP-1
con el probiodtico Lactobacillus reuteri NRRL B-14171 en estado vivo e inactivo, asi como
con sus sobrenadantes libres de células, con la finalidad de determinar sus efectos sobre la
expresion de IL-10 y TNF-a. La importancia de estas dos citocinas radica en que, por un lado,
TNF-a es una citocina clave en la respuesta pro-inflamatoria y tiene un papel fundamental en
el control y eliminacion de infecciones (Parameswaran y Patial, 2011). Mientras que IL-10 es
una citocina con propiedades anti-inflamatorias, con un rol central en limitar la respuesta del
huésped ante patdgenos, previniendo asi dafios al tejido resultado de una inflamacién excesiva,
y contribuyendo en la homeostasis del organismo (Iyer y Cheng., 2012). En este sentido,
algunos estudios se han enfocado en determinar los efectos de bacterias probioticas en la
expresion de dichas citocinas en distintos sistemas celulares. Por ejemplo, Jones-Versalovic
(2009) utilizaron cepas de L. reuteri sobre la linea celular THP-1, previamente estimulada con
LPS para la produccion de TNF-a, y encontraron que algunas cepas secretaron factores que
inhibieron la produccién de TNF-o, mientras que otras estimularon la produccion de esta
citocina, concluyendo que la cepa utilizada puede poseer una dualidad en sus funciones,

estimulando o suprimiendo el sistema inmunoldgico innato.
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En el caso del presente estudio, a las 6 horas de estimulacidon se observd una ligera
respuesta inflamatoria para todos los tratamientos, en términos de expresion de TNF-a, aunque
solamente en las células estimuladas con el tratamiento SBV fue significativo (Figura 15). Al
cabo de 24 horas de estimulacion, se observa que el proceso inflamatorio ocasionado por
dicho tratamiento, aumenta en orden de una unidad con respecto al presentado a las 6 horas
(Figura 16). Lo anterior concuerda con el trabajo realizado por Jensen et al. (2015), en el cual
utilizaron las células THP-1 y estimularon durante 6 horas con L. reuteri DSM20016 en estado
activo e inactivo (por radiacion ultravioleta). Los autores reportaron un aumento en la
produccion de TNF-a e IL-8, las cuales fueron determinadas por el método de Ensayo de
Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés). Ademas, encontraron
que L. reuteri es un potente inductor del factor de transcripcion de citocinas (NF-«xB),
concluyendo que la suma de las proteinas de la membrana celular y metabolitos secretados
fueron los causantes de la activacion de NF-kB y el posterior aumento de la produccion de
citocinas pro-inflamatorias. Estos resultados indican que la bacteria en su forma viva e
inactiva es capaz de activar a las células del sistema inmune, lo que podria favorecer al

organismo ante una infeccion.

En contraparte, a las 6 horas de estimulacion no se alcanza a producir una respuesta
anti-inflamatoria en términos de expresion de IL-10, no se observa un aumento de esta
citocina por efecto de los tratamientos, sino mas bien, un ligero decremento en alguno de ellos
(Figura 17). En el caso de 24 horas de estimulacion, solamente en el tratamiento SBV se
produjo un incremento significativo en la expresion de esta citocina (p<0.05), lo que sugiere
que unicamente el sobrenadante libre de células fue capaz de activar la respuesta anti-
inflamatoria hasta las 24 horas, mientras los demds tratamientos permanecen sin cambios

(Figura 18).

Algunos estudios realizados en animales han reportado que los efectos
inmunomoduladores de cepas del género Lactobacillus (principalmente L. rhamnosus GGy L.
reuteri) son muy similares entre cepas vivas y cepas inactivas (Nan et al., 2009; Collins et al.,
2016). Hay muy pocos estudios donde se investiguen los efectos de la bacteria viva e inactiva,
bajo condiciones similares a las utilizadas en el presente trabajo, y ademas utilizando la linea

celular THP-1 como modelo. En el caso de esta investigacion, el tratamiento BI
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(paraprobiotico) no presentd un aumento significativo en la expresion de las citocinas, ni a las
6, ni a las 24 horas de estimulacion, igual sucedi6 también para el tratamiento BV (Figuras 15,
16 y 18). Por lo tanto, se sugiere que el tratamiento térmico utilizado para inactivar la bacteria,
no modifico las estructuras bacterianas de tal forma que se lograra una estimulacion distinta o
mayor a la ocasionada por las bacterias vivas sobre los monocitos. Cabe mencionar que los
tratamientos termales son influenciados por diversos factores, como son el tipo de
microorganismo, temperatura, tiempo, estado de crecimiento de la bacteria, exposicion previa
a estrés, valor de pH, entre otros. Ademas, los mecanismos de accion de los paraprobiodticos no

estan completamente elucidados (De Almada et al., 2016).

Por otra parte, en los ultimos afos ha surgido mucho interés en el ambito cientifico,
hacia la identificacion de las moléculas bioactivas que ejercen efectos probidticos en los seres
humanos. Los metabolitos extracelulares producidos por los probidticos a menudo son
responsables de los efectos beneficiosos, o estan involucrados en el mecanismo de accion. Los
metabolitos mas explorados son las proteinas y péptidos extracelulares, pero también se ha
encontrado que los exopolisacaridos, las bacteriocinas y los acidos lipoteicoicos interactiian
con los epitelios intestinales (Sanchez, et al., 2010). En el caso de L. reuteri, estas cepas se
caracterizan por la produccion de metabolitos como reuterina, un potente compuesto capaz de
inhibir un amplio espectro de microorganismos como bacterias, hongos y bacterias Gram-
negativas (Jones y Versalovic, 2009). Asimismo, algunas cepas pueden producir tiramina e
histamina, conocidos por ser capaces de modular respuestas en el sistema inmunolégico de los
organismos (Greifova et al, 2017). La histamina es capaz de modular el sistema inmunoldgico
de dos formas: como estimulador o como inhibidor de respuestas inmunes (Greifova et al,
2017). La producciéon de compuestos antimicrobianos e inmunoestimuladores dependen
estrictamente de la cepa del lactobacilo y de su estado de crecimiento. En el caso de la cepa
utilizada en el presente trabajo, ésta es productora de reuterina, pero se desconoce si es

productora de tiramina e histamina.

Se ha reportado también que en los sobrenadantes de cepas de Lactobacillus en su
forma viva, estan presentes proteinas y polisacaridos que tienen actividad sobre la produccion
de citocinas. Chon-Choi (2010) obtuvieron distintas fracciones de sobrenadante libre de

bacterias, de Lactobacillus plantarum; y encontraron que a las 24 horas, algunas de estas
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fracciones inducen la producciéon de TNF-a, y otras tienen el potencial de inducir IL-10.
Concluyeron que algunos péptidos especificos probablemente contribuyan a la estimulacion de
una respuesta anti-inflamatoria, mientras que las fracciones con grandes cantidades de

polisacaridos contribuyen a la produccion de TNF-a.

TNF-a e IL-10 son citocinas que poseen efectos opuestos, pero de gran importancia, ya
que para el equilibrio de la homeostasis de los organismos, es necesaria una proporcion IL-
10/TNF-a (Shmarina et al., 2001). Por ejemplo, en el estudio realizado por Othoro et al.
(1999), determiné la concentracion de citocinas en sobrenadantes de plasma provenientes de
nifos con manifestaciones de malaria, encontrando que nifios con sintomas leves de la
enfermedad tenian una proporcion IL-10/TNF-a significativamente diferente (elevado), al
presentado por nifios con una condicién severa de la enfermedad, concluyendo que el balance
entre citocinas Th1 como TNF-a e IFN-y y citocinas Th2 como IL-10 e IL-4, podria ser critico
para el desarrollo de esa enfermedad. En el presente trabajo, en el resultado obtenido en el
tratamiento SBV a las 24 horas, se observa un incremento tanto en TNF-a como en IL-10. La
alta produccion de citocinas pro-inflamatorias induce a su vez a los factores de respuesta anti-
inflamatorias. IL-10 tiene la capacidad de bloquear la sintesis de diversas citocinas pro-
inflamatorias como TNF-o, IL-1B e IL-6 en monocitos humanos. Las vias de sefializacion
intracelular que se inducen tanto para la respuesta pro-inflamatoria como anti-inflamatoria
estan constantemente siendo reguladas. La expresion de IL-10 que se muestra a las 24 horas
podria deberse a la participacion de los receptores de citocinas presentes en membrana celular;
el receptor de TNF-a al detectar el incremento de TNF-a, activa la sefializacion para la
produccion de transcritos de IL-10, esto con la finalidad mantener la homeostasis

inmunologica en las células.
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IX. CONCLUSIONES

En el presente estudio, solamente uno de los tratamientos (SBV), mostrd6 un efecto
modulatorio sobre las células THP-1, en la expresion de citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias. Por tanto, el postbiodtico de la cepa de Lactobacillus reuteri NRRL B-14171
tiene la capacidad de modular la respuesta inmune en monocitos humanos, en términos de

expresion de citocinas TNF-a e IL-10.

La evaluacion de una cepa probidtica en estado vivo e inactivo, asi como sus
sobrenadantes libres de células, es de gran importancia para determinar los efectos en la
respuesta inmune, ya que dichos efectos son cepa-especificos, y, ademds, pueden verse
afectados por las condiciones experimentales utilizadas. Sin embargo, se requiere realizar mas
estudios para profundizar en el conocimiento de los mecanismos de accién y potenciales

beneficios en la salud del consumidor.
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X. RECOMENDACIONES

Se aconseja probar diferentes condiciones de inactivacion para el probiotico
Lactobacillus reuteri cepa NRRL B-14171, ya que este factor podria ser determinante

en el efecto sobre el sistema inmunolédgico.

Se sugiere la caracterizacion de los principales metabolitos presentes en el tratamiento
SBV, para correlacionarlos con los resultados obtenidos en la expresion de citocinas de

las células estimuladas con dicho tratamiento.
Se recomienda analizar la produccion de proteinas (TNF-a e IL-10) por ELISA, para

confirmar el efecto del tratamiento SBV sobre la expresion de los ARNm encontrados,

para relacionarlo con la produccion de dichas proteinas.
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