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Resumen       
 
 
1. RESUMEN 
Los macrófagos son orquestadores importantes de la respuesta inmune innata 

del hospedero, desarrollan funciones especializadas como fagocitosis, síntesis 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la secreción de citocinas pro y anti-

inflamatorias. El c onocimiento de  l a i nteracción m olecular entre bac terias no -

patógenas (Lactobacillus) y m acrófagos es tá l imitado ac tualmente. E n es te 

trabajo ut ilizando un m odelo in v itro con macrófagos pr imarios der ivados d e 

monocitos de sangre periférica humana (MDM), se analizó el efecto inmune de 

diferentes pr obióticos de Lactobacillus muertos p or c alor (LGG, r hamnosus, 

helveticus y caseí) e n l a s íntesis d e R OS ( ensayo d e l a q uimioluminiscencia 

amplificada-luminol), producción de citocinas (IL-8, TNF-α e IL-10) por método 

de ELISA. Así también, la activación de p65 a NF-κB por inmunofluorescencia y 

la participación del receptor de TLR2 humano en la señalización a través de la 

producción de I L-8 e n m odelo d e c élulas transfectadas es tables d e l a l ínea 

HEK-293hTLR2. Los resultados del presente trabajo demostraron que cepas de 

Lactobacillus (LGG, r hamnosus, h elveticus y c aseí) inducen s íntesis de R OS 

(190.1±15, 196 .24±10, 175. 86±12, y  200. 12±14 M v) respectivamente. La 

cinética de producción de l os ROS fue dependiente a l a cepa y concentración 

de las bacterias lácticas. Lactobacillus caseí produjo la mayor producción, s in 

embargo; fue dos veces menor a la observada con Zymosán (567.5±35 mV). 

Además, todas las cepas estimulan la producción de las citocinas IL-8, TNF-α e 

IL-10. E n l as fases t empranas ( 6 horas) se det ectaron I L-8 ( 5,860.25±100, 

5851±100, 5709±100, 5114.75±100 pg/ml) y TNF-α (2131.1±100, 2256.3±100, 

1575.4, 1339.5±100 pg/ml) respectivamente. Por otro lado, la síntesis de IL-10 

se obs ervó t ardíamente (a l as 2 4 h oras) ( 200±40, 1 80±40,100±12,120±10 

pg/ml). A sí m ismo, l os pr obióticos d e Lactobacillus activaron l a pr oteína p 65 

NF-κB (> al 50% de células positivas) e indujeron la activación de la molécula 

del T LR2 hu mano ob servado por  l a síntesis de I L-8 ( 285±35, 2 81, 363±35 y  

187.48 pg/ml) e n modelo de  c élulas H EK-293hTLR2. Estos r esultados 

demuestran l as propiedades i nmunoestimuladoras de l os probióticos d e 

productos de leches fermentadas comerciales que contienen Lactobacillus v ía 

TLR2 e n l os macrófagos y  s u pos ibilidad como a dyuvantes pot enciales a l a 

respuesta inmune innata del hospedero.  
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2. INTRODUCCIÓN 
 

2.1 La organización del sistema inmunitario.  
 

El s istema in munitario del hos pedero funciona c omo ór gano s ensorial y  f orma 

parte d e un a r ed de  hom eostasis r elacionada di rectamente a  ot ros s istemas 

(nervioso c entral y  en docrino) (Esther M . Sternberg, 2 006; C apuron L,  e t a l, 
2011). 
 
En los m amíferos, el  s istema inmunitario está f ormado de di versas moléculas y 

células es pecializadas; s u función pr imordial es  l a pr otección a l a i nfección 

causada por distintos patógenos (por ejemplo hongos, virus, parásitos y bacterias). 

Dicho sistema está integrado en dos líneas principales de protección: la inmunidad 

natural (sistema innato) y la respuesta inmune específica (sistema adaptativo) 
(Chaplin DD, 2010). 
 
El s istema i nmunitario innato, c onstituye l a pr imera l ínea de d efensa del 

hospedero, su ac tivación al  reconocimiento de patógenos es  rápida, inmediata y 

temprana. Las m oléculas-receptores q ue participan en  el  r econocimiento s on 

expresados desde la línea germinal en las células inmunes (innatas) (Turvey SE 
et al , 2 010). Así m ismo, l a i nmunidad n atural i ntegra m últiples fuentes de 

señalización al  pr ocesamiento de l os a ntígenos, ex presión de m oléculas 

coestimuladoras y secreción de citocinas; estas moléculas con efectos directos al 

sistema inmunitario adaptativo (Akira S et al, 2006). 
 
Al s istema inmune innato también se adicionan diversas proteínas solubles entre 

ellas; los denominados péptidos antimicrobianos (AMP) (por ejemplo, la familia de 

las defensinas). E stas m oléculas t ienen ac ción m icrobicida s obre c iertos 

patógenos, están solubles en el plasma y también son productos de secreción de 

células i nmunes ac tivadas). O tras pr oteínas i nnatas i ncluyen a  l as c olectinas 

(MBL-lectina unidora de manosa), la lizosima y lactoferrina (Jarczak J et al, 2013).  

2 
 

 



Introducción            

Por el contrario, el sistema inmunitario adaptativo es sostenido por la activación de 

los lin focitos T y  B . Su ac tivación es  el  resultado del  pr ocesamiento de l os 

antígenos p or l as c élulas pr esentadoras de a ntígenos (APC) en conjunto a 

mecanismos d e c ooperación c elular as ociados a las moléculas e fectoras: l as 

inmunoglobulinas ( anticuerpos) e n s us diferentes i sotipos ( IgG, I gM, I gA, I gD e 

IgE) (Bonilla FA et al 2010).  
 

 

 

 

En fases t ardías d e la i nfección, el  s istema i nmunitario adaptativo es  el  

responsable de la eliminación del patógeno, su proceso de activación es más lento 

entre la exposición del ant ígeno y la máxima respuesta producida (generalmente 

días); ade más es c apaz de g enerar memoria i nmunológica en  el  hos pedero 

(Turvey SE et al, 2010). 
 
 
 
 
 
Así también, la organización del sistema inmunitario del hospedero se agrupa en 

tres niveles importantes de protección: 1) Las barreras anatómicas y/o fisiológicas 

que f orman compartimentos es tructurales m uy de finidos c omo: l a piel y  l as 

mucosas 2) el sistema inmunitario innato y 3) la respuesta inmunitaria adaptativa. 

Las respuestas inmunitarias a los tres ni veles están constituidas por v arios 

componentes inmunológicos clasificados como humorales y celulares. (Figura 1) 
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Figura 1 . O rganización del si stema i nmunitario del h ospedero. Las r espuestas i nmunitarias 

activadas a l os m icroorganismos  agr esores pue den c lasificarse en tres n iveles i mportantes: 1) 
Barreras mecánicas y fisiológicas, como la piel y mucosas 2) sistema inmunitario innato, constituido 

por varios c omponentes humorales,  por  ejemplo péptidos antimicrobianos ( defensinas), l as 

colectinas (MBL), la proteína unidora de manosa (LBP) y celulares: macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas, N K. 3) Sistema i nmune a dquirido, c onformado t ambién por  c omponentes hum orales 

(principalmente anticuerpos) y celulares (linfocitos B y T). En ambos sistemas (innato y adquirido) 

se presentan vías comunes a ciertos componentes celulares que son difíciles de categorizar entre 

una u otra inmunidad entre ellos: las células NK, linfocitos T, dendríticas y los macrófagos.  

Tomado de: Turvey SE, Broide DH. J Allergy Clin Immunol. 2010 Feb;125(2 Suppl 2):S24-32.  
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La f unción inmunitaria de l as b arreras m ecánicas (la pi el y  m ucosas) es m uy 

importante y  es tá acompañada de  factores de diversa c omposición: físicos, 
químicos y biológicos (por ej emplo, l a v iscosidad, c ondiciones de pH , ác idos 

grasos, enz imas y  l a bi ota r esidente de c ada mucosa) (Borkowski AW et  al , 
2011). Estos f actores forman par te de l os m ecanismos “inespecíficos” del 

sistema inmunitario innato (Turvey SE et al, 2010). 
 

Otra de las características atribuibles al sistema inmunitario del hospedero es que 

ambas l íneas de protección: innata y  adquirida no son mutuamente excluyentes, 

tienen s inergismo y  r espuestas i nmunes c omplementarias (Chaplin DD e t a l, 
2010). Por lo tanto, las alteraciones y/o defectos funcionales en uno y otro sistema 

causan vulnerabilidad al hospedero y provocan alteraciones inmunológicas como 

enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias, reacciones de hipersensibilidad y 

desordenes inflamatorios crónicos (Warrington R et al, 2011). 
 

Por otro lado, los conceptos de la naturaleza “inespecífica” de la inmunidad innata 

ha c ambiado; esto s e ha d estacado r ecientemente p or v arias i nvestigaciones 

claves: 1) la identificación de los receptores agrupados como “Pattern Recognition 

Receptors” ( PRRs), particularmente l os r eceptores s imilares a l a pr oteína Toll 

(TLRs) 2) las moléculas ligando a estos receptores “Microbe-associated-Molecular 

Patterns” (MAMPs) y 3) la importancia del sistema inmune innato para activar a un 

estado d e “alerta” del hos pedero p or m oléculas “Damage-associated M olecular 

Patterns” (DAMPs) (Montero Vega MT, et al 2008). 
 

Así mismo, los avances en la comprensión de los eventos moleculares que inician 

la r espuesta pr otectora d el s istema i nmunitario innato del hos pedero por es tas 

moléculas receptoras y sus ligandos ha derivado en la denominación de “La nueva 

era de la inmunidad innata” (Montero Vega MT, 2008).  
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2.2 La nueva era de la inmunidad innata (PAMPs, DAMPs, PRRs, TLRs). 

El desarrollo actual, en los mecanismos específicos del sistema inmunitario innato 

involucra la par ticipación de moléculas “Pathogen associated molecular patterns” 

(PAMPs) definidas como es tructuras i nvariantes, c ompartidas en  g rupos 

importantes d e microorganismos pat ógenos (Suresh R  et  al, 2 013). Entre l as 

moléculas t ipo PAMPs reportadas están l a es tructura d el LP S ( de l as bacterias 

Gram n egativas); l as pe ptidoglicanas ( Gram p ositivas); ácidos m icólicos 

(Micobacterias); flagelinas, l os ác idos lipoteicoicos entre ot ras (Kumar S  et  al , 
2013) ( Figura 2) . La m ayoría de l as moléculas definidas c omo PAMPs s on 

estructuras i mportantes de l a pared celular de l os microorganismos pat ógenos, 

tienen papel esencial en patogénesis de la infección, son vitales al patógeno y son 

moléculas estimuladores a la respuesta inflamatoria en el hospedero (Sirisinha S 
et al, 2011). 

Figura 2. Moléculas PAMPs expresadas en diferentes patógenos. A) Bacterias Gram positivas, 
(PGN, peptidoglicana, [TLR2, NOD2]), ácidos teicoicos (TA) [TLR2]. B) Bacterias Gram negativas, 
(LPS, lipopolisacárido, [TLR4]), PGN (TR2, NOD1, NOD2), porinas [TLR2], flagelina [TLR5], 
sistemas de secreción tipo I II. C) Micobacterias (LAM l ipoarabinomananas [TLR2], manosidos de 
fosfatil inositol (PIM) [TLR2] y D) Micoplasma LAMPs [TLR2].  
Tomado de: Kumar S. et al. Crit Rev Microbiol. 2013 Aug;39(3):229-46. 
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Además de l a par ticipación d e l as m oléculas t ipo PAMPs, o tras m oléculas 

activadoras del sistema inmune innato se han citado; las moléculas denominadas 

tipo DA MPs ( Damage A ssociated M olecular P atterns) y su s receptores 

moleculares correspondientes (DAMPRs) (Figura 3). 
 
 

 
Figura 3. D AMPs (señales de peligro o  alarminas). Estas m oléculas son l iberadas por  células 

sometidas a es trés o i nfectadas. Las  m oléculas DAMPs extracelulares s e unen a r eceptores 

específicos de señal de peligro (DAMPRs), esta unión conlleva a diferentes procesos entre ellos 

diferenciación, muerte celular o secreción de citocinas inflamatorias. Esta señal es dependiente de 

la molécula de DAMP, célula blanco y tipo de receptor de DAMPRs, por ejemplo, el receptor de 

adenosina (está asociado a mecanismos de inhibición de la respuesta inflamatoria). 

Tomado de: Saïd-Sadier N, et al. Biomed J. 2012 Nov-Dec;35(6):437-49. 
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Estudios recientes han demostrado que las moléculas del grupo de PRRs, también 

intervienen al reconocimiento de estas moléculas endógenas (DAMPs). Este t ipo 

de m oléculas, l as DAMPs s on l iberadas d e forma e ndógena por t raumas, da ño 

tisular o en r espuesta a l a síntesis de di ferentes mediadores inflamatorios (Saïd-
Sadier N et al 2012). Parte de las moléculas DAMPs incluyen al DNA, ATP, ácido 

úrico, y las proteínas unidoras de calcio (S-100), entre otras. Así mismo, algunas 

DAMPs también son denominadas con el término “alarminas o señales de peligro” 

y tienen funciones de adyuvantes endógenos, tal es el caso de la proteína unidora 

a DNA ( HMGB-1). En es tudios r ecientes, e stas moléculas s e han c onsiderado 

importantes bl ancos de terapia al  c ontrol de al gunos desordenes i nflamatorios 

crónicos. 

 

Por otro lado, las moléculas “Pattern Recognition Receptors” (PRRs) del s istema 

inmune i nnato, es tán c onsiderados c omo g rupos r estringidos de receptores 

presentes e n l as c élulas i nmunes, par ticularmente de l a i nmunidad i nnata 

(macrófagos, ne utrófilos, células de ndríticas). Estas m oléculas son al tamente 

conservadas codificadas desde l ínea germinal y son considerados “prototipos” al 

reconocimiento de moléculas tipo PAMPs. (Akira S. et al, 2009). 
 
En la ac tualidad, c uatro familias d e m oléculas de PRRs son d escritas en l a 

literatura; al gunas d e el las i ncluyen a l as pr oteínas s imilares a T oll (Toll-like 

receptors-TLRs), los receptores similares a NOD (NLRs), las moléculas parecidas 

a RIG-1 (RLRs), lectinas tipo C (CLRs) y moléculas detectoras de DNA bacteriano 

(Kumar S. et al, 2013). 
 
Las m oléculas d el g rupo d e PRRs pueden det ectar a l as di ferentes m oléculas 

PAMPs tanto en  compartimentos como vesículas endocíticas y  c itoplasma 

(intracelulares), i ncluida l a s uperficie c elular (extracelulares), (Kumar S . e t a l, 
2013). 
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Además, de otros grupos de receptores considerados “atípicos” que no presentan 

la estructura similar del  “Molecular Patterns”, por ejemplo la molécula HMGB-1 o 

proteínas de choque térmico (Tian J et al, 2007). Este grupo de proteínas, están 

predominantemente e xpresadas e n l a m embrana c elular; y  t ienen un  pa pel 

importante a la regulación homeostática, por ejemplo RAGE (Yanai H et al, 2009) 
(Figura 4). 

 
Figura 4 . R eceptores d e r econocimiento d e p atógenos (PRRs) y  otras moléculas d e l os 
PRRs atípicos, e n m odelo p ropuesto d e células de m amíferos. Receptor de F osfatidilserina 

(PS), a la fracción c de las inmunoglobulinas (FcR), a las proteínas del complemento CR1, CR2, y 

CR3) entre otras como el receptor a manosa (MR).  

Tomado de: Sirisinha S. et al. Asian Pac J Allergy Immunol. 2011 Mar;29(1):1-14. 
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Otros grupos de PRRs están en forma soluble en el plasma y son comunes a las 

proteínas del sistema del complemento, por ejemplo la molécula C1q, MBP y las 

proteínas de fase aguda (Akira S. et al, 2009). 
 

 

Las moléculas de los PRRs no solamente son expresados en los macrófagos y las 

células dendríticas; sino también en varias células inmunitarias no profesionales, a 

excepción de algunos de los NLRs (Barbalat R et al, 2011).  
 

 

La di stribución de  l os T LRs, s in embargo difiere e ntre una y  ot ra c élula; es tos 

receptores generan señales específicas v ía distintas cascadas de señalización y 

activación de s itios p romotores de g enes en el  núc leo. (Akira S et  al , 20 09; 
Barbalat R et al, 2011; Sirisinha S et al, 2011). 
 

 

La det ección d e m oléculas PAMP o DAMPs por l os g rupos de PRRs puede 

regularse pos itivamente por la expresión de genes de  transcripción involucrados 

en la respuesta inflamatoria, di chos genes involucran c itocinas pro-inflamatorias, 

interferones t ipo I , q uimiocinas y pr oteínas ant i-microbianas (Barton G M, 2008 ; 
Monie TP et al, 2009). 
 
 
Los pa trones de ex presión d e es tos g enes inducibles p or l a ac tivación de l os 

PRRs difieren entre el los. La  mayoría de l a familia de los receptores de  TLRs y 

NLRs desarrollan un a f unción muy i mportante al  r econocimiento de pat ógenos 

bacterianos, mientras que los receptores del grupo de RLR y los sensores de DNA 

están encaminados más a patógenos virales (Jacobs SR et al, 2012). 
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Así m ismo, d entro del g rupo de r eceptores de r econocimiento de pat ógenos 

(PRRs), la familia de los receptores tipo Toll (TLRs),  es de los más estudiados del 

sistema inmunitario innato. Los avances científicos al estudio de estas moléculas 

han demostrado que desarrollan un papel central al activarse de manera inmediata 

al reconocimiento de distintas moléculas tipo PAMPs (Sasai M et al, 2013). 
 
La familia de TLRs, está estructurada como proteínas transmembranales de tipo I, 

con u n d ominio ex tracelular r ico en s ecuencias de l eucina (LRRs) y  un dom inio 

conservado c itoplasmático. Este es homologo a l a región intra-citoplasmática del 

receptor IL-1 y del receptor de IL-18, el denominado dominio TIR (receptor de IL-

1/Toll) (Broz P et al, 2013). 
 
Las moléculas de los distintos TLRs son expresados por células mielomonocíticas, 

endoteliales, epiteliales y por varios sistemas de órganos. La mayoría de TLRs son 

constitutivos co n ca pacidad p ara s er m odulados en r espuesta a di ferentes 

estímulos, la literatura reporta 10 en el humano y  12 miembros en ratón (Kawai T 
et al, 2010). 
 
En el caso de TLR1 al 9, son moléculas muy conservadas (humano - murino). Sin 

embargo, el  l igando de TLR8 en el  caso del ratón es desconocido. Los TLRs a l 

reconocer a sus PAMPs específico, inician el reclutamiento de un set de moléculas 

adaptadoras, entre ellas MyD88 y TRIF que participan en la señalización rio abajo 

y c onducen a l a s ecreción de c itocinas i nflamatorias ( TH1, por  ejemplo I FN-γ), 

quimiocinas y péptidos antimicrobianos (AMP) (Hayashi et al, 2011). 
 

Por ot ra par te, l a ac tivación de l os T LRs favorece l a m igración de ne utrófilos, 

activación de macrófagos e inducción de genes estimulados por el interferón; esta 

fase es muy importante a la activación de mecanismos microbicidas y control de la 

infección (Kay E et al, 2013) (Figura 5).  
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Figura 5. Reconocimiento PAMP por TLRs de superficie celular. TLR4 en el complejo con MD2 

acopla LPS. Cinco de  las seis cadenas lipídicas de LPS se unen MD2 y los restantes asociados 

con l ípidos de  c adena T LR4. T LR2-TLR1 y T LR2-TLR6 het erodímeros r econocen l ipopeptido 

triacilado y diacilado, respectivamente. Dos de las tres cadenas de lípidos de lipopéptido triacilado 

interactúan con TLR2, y la tercera cadena se une el canal hidrofóbico de TLR1 (ausente de TLR6). 

TLR2-TLR1 y TLR2-TLR6 inducen la activación de NF-kB a través de l reclutamiento de TIRAP y 

MyD88. TLR5 reconoce flagelina y activa NF-kB a través MyD88. 

Tomado de: Kawai T, et al. Nat Immunol. 2010 May;11(5):373-84.  
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2.3 La respuesta inflamatoria, mecanismo de activación del sistema 
inmunitario innato. 
 

El sistema in munitario innato es  el  pr incipal c ontribuyente de  l a r espuesta 

inflamatoria aguda inducida por infección o daño t isular; influyendo también en la 

estimulación de la respuesta inmunitaria adquirida. La inflamación es definida por 

una reacción compleja y f isiológica del hospedero que puede producirse a causa 

de varios estímulos y factores; por ejemplo, las infecciones, traumas, daño tisular, 

e infarto cardiaco entre otros (Nathan C, 2002). 
 

 

La inflamación de tipo clásica se caracteriza por los cinco puntos cardinales de la 

inflamación del latín: rubor – calor – dolor – tumor y pérdida de la función. Por 

definición, la inflamación implica un proceso que involucra eventos de destrucción 

a t ravés d e moléculas s ecretadas con activación de c élulas i nflamatorias del  

hospedero y  q ue c onllevan a  la r eparación del  t ejido da ñado (Ricciotti E  e t a l, 
2011). 
 

 

A lo largo del  t iempo, varias aportaciones científicas han contribuido a establecer 

las bas es moleculares  de l a vía i nflamatoria, ent re ellas; l a e xplicación d e l os 

síntomas m acroscópicos (aumento de l a permeabilidad v ascular del  e ndotelio, 

extravasación de c omponentes del s uero y  ac tivación de l as células i nmunes 

inflamatorias por ejemplo, los fagocitos profesionales) (Rocha e Silva M, 1978; A 
Scott et al, 2004) (Tabla 1). 
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Tomado de: A Scott, K Khan et al, 2004, Br J Sports Med. Jun 2004; 38(3):248-9 

Tabla 1.  Antecedentes históricos de la inflamación (entre el primero  a veinteavo  siglos AC). 

Autor, año Contribución Interpretación histórica Interpretación hoy en día 

Celsus, 1er 
siglo AC 

Del latín “rubor et 
tumor cum calore et 

dolore” 

Primer documentación de los signos 
cardinales de la inflamación 

Se ha destacado la importancia 
de las observaciones clínicas en 
lugar de la medicina basada en la 

filosofía. 

Galeno, 3er 
siglo AC 

“secreción de pus” Infección e inflamación es benéfico para  
reparar las lesiones 

La inflamación fue vista como una 
expresión de la teoría humoral en 

el siglo XIX. 

Virchow, 
1871 

“La reacción 
inflamatoria es una 

consecuencia de una 
excesivo entrada de 
células intersticiales, 

de fagocitos… 
filtrados a través de la 
pared de los vasos” 

Inflamación como una proliferación 
patológica de células debido a la fuga de 

nutrientes a través de los vasos” 

Reconocimiento celular natural de la 
respuesta inflamatoria. 

Cohnheim, 
1873 

“finalmente…estos se 
encuentran fuera del 
vaso…un corpúsculo 
de sangre incolora” 

Corpúsculos de sangre fueron vistos 
como mecanismos patológicos por los que 

las infecciones se propagan, 
secundarios a la lesión vascular. 

Primera descripción de diapédesis. 

Metchnikkoff, 
1908 

El primer movimiento 
de la reacción 

inflamatoria es una 
acción 

digestiva…hacia el 
agente nocivo” 

La inflamación como una respuesta celular 
de defensa contra los 

patógenos, guiado por los vasos en lugar 
de un aspecto de la misma patología. 

Primero en expresar la opinión de 
que los fagocitos fueron 

protectores, no patológico. 

Lewis, 1927 La inflamación cómo 
la “triple respuesta” al 

daño 

La inflamación se caracteriza 
por eventos vasculares mediados tanto por 

los productos químicos locales y por los 
axones. 

Primer reconocimiento de la 
inflamación 

neurogénica; primera caracterización 
fisiológica de eventos vasculares. 

Rocha e 
Silva, 1974 

La inflamación como 
un “fenómeno 

multimediado, con un 
patrón en la que 

todos los mediadores 
van y vienen en el 

momento 
oportuno…incremento 

en la permeabilidad 
vascular, la atracción 

de leucocitos, la 
producción de dolor, 

edema local y la 
necrosis” 

Inflamación definida por los mediadores.  Definición bioquímica de la 
inflamación 
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En l a ac tualidad l a v ía de l a r espuesta i nflamatoria es  c oordinada por v arios 

elementos importantes: los inductores, sensores, mediadores y las acciones de 

las moléculas efectoras sobre los órganos blanco (Medzhitov R, 2008; Medzhitov 
R, 2010) (Figura 6). 

 
Figura 6. Las vías de la respuesta inflamatoria. En un esquema genérico de la inflamación son 4 

componentes importantes: los inductores, sensores, mediadores y efectores. Los inductores de la 

inflamación pu eden c lasificarse en ex ógenos y endógenos, en  es tos gr upos están incluidos l as 

moléculas tipo PAMPs y las moléculas de DAMPs. 

Tomado de: Medzhitov R 2008; Nature 454:428-535 
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La activación de l os PRRs-PAMPs involucra la síntesis de una g ran cantidad de 

mediadores i nflamatorios, por  ej emplo c itocinas, q uimiocinas, l eucotrienos, 

liberación de pr oteasas y  pr ostaglandinas por  l eucocitos pol imorfonucleares, 

sistema monocito–Macrófago y células cebadas (Newton K e t al, 2012)  (Figura 
7). La ac tivación de las células inflamatorias por l os i nductores endógenos, ( por 

ejemplo, l as moléculas PAMPs, como LPS) c onducen a l a s íntesis de di versos 

mediadores pro- y anti-inflamatorios (Newton K et al, 2012). 

Figura 7. Células y mediadores de la respuesta inflamatoria. Moléculas derivadas del plasma y 

células en respuesta al daño tisular o infección por patógenos median la inflamación. Este proceso 

involucra c ambios v asculares, adi cionados de m igración y ac tivación de  l eucocitos: G ranulocitos 

incluidos, basófilos y eosinofilos, así también la participación de macrófagos.  

Tomado de: Newton K et al: 2012 Cold Spring Harb Perspect Biol; 4:1-19. 
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2.3.1 Mediadores de la respuesta inflamatoria (citocinas). 
 

La m igración y  activación de n eutrófilos y  monocito-macrófago favorece a la  

síntesis de mediadores inflamatorios, en tre ellos, l a producción de c itocinas pro-

inflamatorias (IL-1, IL-8, TNF-α e IL-12) (Montero Vega MT et al, 2008; Lippolis J 
Ded et al, 2008). 
 

 

 

Varias de  estas pr oteínas ( las ci tocinas) pue den r egular l a a ctivación de l a 

inmunidad i nnata c on c apacidad de  i nducir s eñales bi ológicas e intervenir en la 

activación y diferenciación de células T, en funciones cooperadoras (TH) (Newton 
K et  al , 2012) . La s íntesis de c itocinas adem ás m antiene l a c omunicación 

intercelular y  c onstituye un ev ento i mportante a l a r egulación de l as r espuestas 

inmunes del hospedero. Varias de las c itocinas están involucradas en l os s ignos 

clínicos de l a inflamación ya mencionados; rubor, calor, dolor, tumor y pérdida de 

la función (Borish LC et al, 2003; Akdis M et al, 2011) (Figura 8). 
 

 

 

Por ej emplo, c itocinas pr o-inflamatorias c omo el  factor d e necrosis t umoral     

(TNF-α), la interleucina 1 (IL-1) e IL-6 son proteínas pleyotrópicas que regulan la 

muerte celular de l os tejidos inflamados, modifican la permeabilidad del endotelio 

vascular, reclutamiento de células hacia tejidos inflamados e inducen la síntesis de 

proteínas de fase aguda (Commins SP et al, 2010). 
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Figura 8 . Las c itocinas sostienen los si gnos cardinales d e l a i nflamación. Parte de las 
moléculas mediadores de la respuesta inflamatorias incluyen a citocinas como (IL-1) interleucina-6 
(IL-6), IL-8, factor activador de plaquetas (PAF), TNF-α, entre otros mediadores como: 
Prostanglandinas (PGE), proteasas, intermediarios de oxígeno (por ejemplo anión superóxido (O2-) 
óxido nítrico (NO). 

 

Durante los eventos moleculares de la respuesta inflamatoria también se sintetizan 

otros mediadores di stintos a l as c itocinas, entre ellos l a s ecreción d e es pecies 

oxidativas (ROS, intermediarios de oxígeno reactivo, entre ellos anión superóxido 

(O2
-), r adicales hi droxilo (•OH), ani ón hipoclorito (ClO-) y  peróxido de hi drógeno 

(H2O2)) también denominados bajo el término de “estallido respiratorio”. 

 

La pr oducción d e ROS r epresenta un o de l os pr incipales m ecanismos 

microbicidas de  l os fagocitos pr ofesionales, c onsiderados t ambién eventos 

bioquímicos dependientes d e c onsumo de oxígeno m olecular. Por ejemplo, e n 

neutrófilos al activarse generan grandes cantidades de es tos intermediarios, y en 

menor grado los macrófagos, siendo la participación de las enzimas contenidas en 

los c ompartimentos v esiculares c omo l a m ieloperoxidasa, i mportantes e n l a 

generación del ion hipoclorito por los fagocitos  (Suzuki N, Mittler R. 2012). 
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2.3.2 El estallido respiratorio (secreción de ROS) otro de los mediadores 
importantes de la respuesta inflamatoria. 
 

Los fagocitos profesionales neutrófilos y el  s istema monocito-macrófago, inducen 

el “estallido respiratorio”. Las especies reactivas del  ox ígeno (ROS) liberadas 

por los fagocitos son importantes mecanismos microbicidas. Sin embargo, también 

en c ierto g rado s e h an c onsiderado c omo moléculas t ipo DAMPs. La pr incipal 

fuente de estas especies oxidativas es la activación de la enzima  NADPH oxidasa 

de los fagocitos (Torres MA et al, 2006) (Figura 9). 

Figura 9. La anatomía de la NADPH oxidasa del fagocito.  

El c omponente de m embrana de la N ADPH d el f agocito, i nvolucra al  c itocromo B -558 j unto a l 

complejo de proteínas denominadas proteínas (phox) como la glicoproteína de 91Kd y gp22 entre 

otras. En células estimuladas, la enzima NADPH oxidasa es reclutada  y expuesta a la membrana 

del f agocito y l a gp91 de la N ADPH ox idasa t oma el  ox ígeno m olecular y produce una d e l as 

primeras especies de los ROS (el anión superóxido, O2-).  

Tomado de: Nauseef WM. Biochim Biophys Acta. 2014 Feb;1840(2):757-67. 

19 
 

 



Introducción            

La activación de la enzima NADPH oxidasa en el fagocito incluye la generación de  

varios pr oductos oxidantes (Maghzal GJ, et .al, 201 2). L os ev entos bioquímicos 

asociados al estallido respiratorio se agrupan en las siguientes reacciones: 

 

 
Figura 10. Secreción de intermediarios de oxígeno reactivo. Reacciones dependiente de 

oxígeno 
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Estas di ferentes r eacciones s e c lasifican c omo m ecanismos m icrobicidas 

dependiente de oxígeno,  así como las dependientes de  mieloperoxidasa, tal es el 

caso del ion hipoclorito. Esta  última es una molécula altamente reactiva. En estos 

eventos bioquímicos también interviene la superóxido dismutasa, la cual dismuta 

el anión superóxido en peróxido de hidrógeno (Maghzal GJ, et al 2012). 
 
El papel de las moléculas oxidativas como segundas señales se ha asociado  al 

daño e n el D NA, modificación de  pr oteínas y  m uerte c elular (Torres M A et  al , 
2006). En algunos estudios se ha demostrado que bajas concentraciones de estas 

especies median s eñalización a t ravés de  r eceptores de t irosina c inasas en 

subdominios celulares específicos (Dostert C et, 2008).  
 

Estudios r ecientes, t ambién han demostrado l a par ticipación de ROS en l a 

activación de NALP3 en el inflamosoma. Varios estímulos como las moléculas de 

ATP, toxinas de bac terias ( formadoras de poros), as bestos y  s ilica inducen l a 

generación ( corta y  r ápida) de R OS v ía l a ac tivación d e NRLP3, l a c ual s e v e 

afectada cuando se emplean secuestrantes de ROS (Martinon F et al, 2009).  
Esto sugiere a los ROS como reguladores de la homeostasis del hospedero y se 

proponen como posibles candidatos de control a l a desregulación de desórdenes 

inflamatorios c rónicos del  i ntestino ( enfermedad d e Crohn y  l a c olitis ul cerativa)  

(Alzoghaibi MA, 2013).  
 
Por otro lado, en la inmunidad innata el papel fisiológico de la microbiota intestinal  

(ecosistema formado por  una v ariedad de ni chos ec ológicos oc upados por 

diferentes especies y  c epas bacterianas)  se ha  c onsiderado importante para l a 

homeostasis y  metabolismo del i ntestino. (Klaenhammer TR et  al, 2012). Estas 

funciones básicas han llegado a la preparación de formulaciones apropiadas  (por 

ejemplo  l as l eches fermentadas c on microorganismos der ivados de m icrobiota, 

los l actobacilos (Aureli P  et  al , 20 11). Los m icroorganismos c on f unciones d e 

probióticos s on par te i mportante de l as t erapéuticas al ternativas en l a m edicina 

moderna. 
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3. ANTECEDENTES 

El c oncepto de l os p robióticos pr obablemente s e r emonta a 19 08 c uando E li 

Metchnikoff (Premio Novel) sugirió que la larga vida de los agricultores de Bulgaria 

era debido al  consumo de pr oductos de l eche fermentados.  P osteriormente, un 

grupo experto de la comisión de la FAO/WHO en el 2002, definió a los probióticos  

como: “ Microorganismos v ivos” que puede n s er c onsumidos en l a di eta 

suplementaria y  q ue s on c apaces de s obrevivir en el  t racto g astrointestinal 

humano (Delcenserie V et al, 2008).  

Otros aut ores, Li lly y S illwell c itan a l os pr obióticos c omo m icroorganismos 

selectivos vivos no patógenos, incluida la biota microbiana. Los probióticos usados 

comúnmente incluyen a los grupos de  Lactobacillus, Bifidobacterium, Escherichia, 

Enterococcus, Bacillus, Streptococcus y Saccharomyces. La mayoría de l os 

probióticos c ontienen g rupos de bac terias de c epas no p atógenas q ue es tán 

propuestos para la modulación de sistemas fisiológicos del hospedero entre ellos, 

el sistema inmunitario (Morais MB et al, 2006). 

Estudios c línicos en modelos murinos y  es tudios in v itro demuestran q ue l a 

producción de c itocinas pr o- y ant i-inflamatorias ( IL-4, IL -10 e  I L-13) pu eden 

modularse por la presencia de bacterias probióticas. Varios estudios demostraron 

un e fecto positivo de  la s ecreción del i sotipo d e i nmunoglobulina I gA y  de  

sustancias antimicrobianas (bacteriocinas) con acción inhibitoria sobre patógenos 

del tracto gastrointestinal (causantes de diarrea) (Gillor O, et al. 2008). 

Microorganismos probióticos, especialmente de las bacterias que producen ácido 

láctico (LAB, por sus siglas en i nglés) han s ido de u tilidad para el tratamiento de 

diarrea as ociada a l u so de  antibióticos, di arrea del  v iajero y  las c ausadas po r 

rotavirus en niños, as í c omo di arreas e n adultos j óvenes (Szajewska H  e t al , 
2001). Probióticos, l actobacilos y  bi fidobacterias, presentes en l os al imentos 

fermentados p ueden tener u n pa pel muy i mportante e n el  r iesgo de c áncer d e 

colón (Wollowski I et al, 2001, De Moreno de LeBlanc A. et al, 2007). 
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El mecanismo m olecular por el  c ual bac terias pr obióticas afectan al  s istema 

inmune no está determinado s iendo punto de interés para diversos estudios. S in 

embargo, existen f uertes ev idencias del  efecto bi ológico en el  aum ento d e 

respuesta i nmune innata y  adquirida (Borchers AT et al , 2009, Gupta V . et al , 
2009). 

Una de las bacterias probióticas conocidas es Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) 

descrito en 198 5, produce a umento d e las células pr oductoras de IgA e n l a 

mucosa intestinal. También la liberación local de interferones, facilita el transporte 

y la captura de los antígenos por las células linfoides en las placas de Peyer (Reid 
G. et al, 2003).  

En trabajos previos, la administración oral de Lactobacillus caseí en ratones de la 

cepa BALB/c f avorece l a s íntesis de I gA y el  aum ento en l a e xpresión de l os 

receptores de i nmunidad innata, además de la producción de c itocinas IL-5 y de 

IL-6 (Galdeano CM et al, 2006). 

Muchas de l as cepas bac terianas consideradas probióticos pueden i nfluir en  l os 

mecanismos i nmunitarios innatos, p or ej emplo e n l a f agocitosis. P erdigón y  

colaboradores e n 19 88, de mostraron q ue L. ac idophilus y L. c asei aumentan l a 

capacidad fagocítica de macrófagos peritoneales. Además se demostró que tienen 

efecto biológico al aumentar la adherencia de los leucocitos al epitelio (Perdigón 
G e t a l, 1988). Así también, B   l actis HN019 aumenta también la f agocitosis de 

células mononucleares de sangre periférica (Arunachalam K et al, 2000). 

En otros estudios, el uso de L. rhamnosus GG regula positivamente la expresión 

de l os r eceptores d e f agocitosis como CR1, CR3 , FcγRIII y FCαR en los 

neutrófilos (Pelto L . et al , 1998). Así m ismo, la es timulación de línea celular de 

macrófagos J744A.1, por Lactobacillus caseí Shirota (probiótico de bacterias Gram 

positivas) induce la activación para la liberación de c itocinas inflamatorias (Cross 
ML. et al, 2004).  
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Por otro lado,  las bifidobacterias t ienen efecto anti-inflamatorio por inhibición del 

factor n uclear N F-kB, en c élulas es timuladas por  L PS, y  s e s ugiere q ue di cho 

efecto es  dep endiente de l a c epa pr obiótica us ada (Riedel CU.  et a l, 2006). 
Además en epitelio inflamado se ha observado que las Bifidobacterium tienen la 

capacidad de inhibir la inflamación inducida por LPS. En este proceso, las células 

epiteliales d el t racto g astrointestinal ex presan ni veles alterados del r eceptor de  

TLR4 y la molécula de CD14 (molécula de fosfatidilinositol). 

 

Por el  c ontrario, bajo condiciones n ormales del  e pitelio i ntestinal ( no i nflamado) 

ambas moléculas TLR4 y CD14, tienen una expresión baja y están restringidas a 

las criptas. Así también, la expresión de estas moléculas CD14 y TLR4 aumenta 

en l as c élulas e piteliales i ntestinales de pa cientes c on c olitis ul cerativa y  

enfermedad i nflamatoria del  i ntestino, s e at ribuye es te aum ento a dos pos ibles 

hipótesis: 1) el fondo genético asociado al polimorfismo de la molécula de  TLR4 y 

2) l a des regulación d e c itocinas i nflamatorias dep endientes de  receptores de l a 

inmunidad innata (Cario E. et al, 2000, Furrie E. et al, 2005).  

 

En estudios previos, sobre la interacción de células epiteliales de intestino y LAB, 

se determinó que el tratamiento con anti-TLR4 no interfieren en la respuesta de L. 

caseí CRL431. Sin embargo, el efecto de la producción de IL-6 por  L. helveticus 

R389 ( viable y  no  v iable) es  par cialmente bl oqueada p or a nti-TLR4. E stos 

resultados s ugieren q ue l as es tructuras de  la par ed c elular d e es tas bac terias 

parcialmente as emejan a l os l igandos q ue se u nen al  r eceptor de TLR4. E sta 

inhibición parcial de l a síntesis de I L-6 e n c élulas e piteliales tratadas con ant i-

TLR4 y  des pués d e l a es timulación c on LPS, pu ede s er a un r econocimiento 

independiente de TLR4 (Triantafilou K. et al, 2001).  
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En c ontraste, e n el  m odelo c olitis pr ovocada p or l a adm inistración de dex tran 

sulfato de sodio en m urinos, el probiótico c omo Lactobacillus c aseí previene el  

desarrollo de la inflamación y regula de forma negativa el infiltrado de neutrófilos; y 

la acción de dicho probiótico es dependiente de la expresión de TLR4 (Chung YW 
et al, 2008). 

 

Otros r eportes, des criben q ue el  pr obiótico de Lactobacillus c aseí DN-114 001 

disminuye la secreción de TNF-α de células infectadas con Shigella a través de un 

proceso q ue i nvolucra l a par ticipación de u na v ía de ubi quitina/proteosoma) r ío 

abajo que permite la expresión de la molécula I-kBα (Tien MT. et al, 2006). 

 

Asimismo, es tudios c línicos han s ugerido a l os pr obióticos c omo u na t erapia 

potencial i mportante al c ontrol de c iertas enfermedades i nflamatorias c omo l a 

enfermedad i nflamatoria c rónica i ntestinal (EII), l a c ual agrupa a  dos  pr incipales 

enfermedades: la enfermedad de crohn (EC) y la colitis ulcerativa (CU); en es tas 

enfermedades la condición en el  hospedero es una i nflamación crónica del tracto 

gastrointestinal que se mantiene a lo largo de la vida (Bouma G, et al, 2003).  

 

En adi ción a l a pr edisposición genética, s e ha di scutido q ue el bal ance d e 

citocinas pro-y anti-inflamatorias juega un papel muy importante en padecimientos 

gastrointestinales (IBD e CD) causando daños severos al epitelio gastrointestinal, 

y se propone que los probióticos pueden intervenir en la expresión de la inmunidad 

innata.  
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Así también, se ha sugerido que los probióticos pueden intervenir en la regulación 

de la f unción del m acrófago por  ac tivación de TLR2 y  TLR4. L os mecanismos 

moleculares y  celulares propuestos de probióticos benéficos en la E II incluyen 4 

puntos importantes:  

 

1) Los pr obióticos bl oquean el  e fecto d e b acterias pa tógenas po r l a s íntesis de  

sustancias bac tericidas y  c ompiten por  l a adher encia del  m icroorganismo 

patógeno al epitelio gastrointestinal.  

 

2) Los pr obióticos r egulan l a r espuesta i nmunitaria, p or el  aumento d e l a 

inmunidad innata y la modulación de la inflamación inducida por microorganismos 

patógenos v ía l as pr oteínas t ipo Toll ( TLRs) r egulando l a s eñalización de estos 

receptores.  

 

3) Los pr obióticos r egulan l a h omeostasis del  epi telio por a umento de l a 

resistencia de las células epiteliales que proveen una barrera funcional y estimulan 

la respuesta protectora.  

 

4) Los probióticos modulan a través de las vías de señalización en las células del 

hospedero v ía NF-κB par a m ediar l as funciones del epitelio g astrointestinal. 

(Vanderpool C. et al, 2008). 

En c ombinación a l os e fectos bi ológicos de  probióticos t ambién s e han 

considerado a los prebióticos  definidos como alimentos funcionales naturales que 

contienen componentes biológicos activos como efectos benéficos a l a salud, así 

como la pr evención d e i nfecciones bacterianas y  v irales (Roberfroid M . et a l, 
2010) (Figura 11). 
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Figura 1 1. M odulación d e l a barrera intestinal y respuesta inmune por p re-bióticos y 
probióticos. Los prebióticos y probióticos  tienen diferentes efectos sobre la mucosa intestinal y en 
la respuesta inmune del tejido linfoide asociado a mucosa intestinal (GALT).Entre los efectos están 
aumentar la expresión d e m ucina y s ecreción de moco e inducir pépt idos ant imicrobianos, 
transferencia de antígenos  por células M. Activación de CD8+, NK, APC con producción de IL-12 e 
IL-15; y mantenimiento de tolerancia por TGF-β e IL-10 (regulación inmune).  
 
Tomado de: Hardy H, et al. Nutrients. 2013 May 29;5(6):1869-912. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
La biota intestinal en interacción con los componentes inmunitarios constituye 

un f actor muy i mportante para m antener la hom eostasis y  pr otección de l 

hospedero a la infección por diferentes grupos de patógenos.  

 

Los macrófagos, s on par te i mportante de l s istema inmunitario innato, a l 

activarse pueden liberar diferentes moléculas por ejemplo, citocinas (pro y anti-

inflamatorias), el e fecto i nmune d e los m icroorganismos benéficos conocidos 

como pr obióticos podrían m antener u n estado d e “ alerta” en  el  hospedero y  

desarrollar un p apel p otencial en l a función ef ectora d e es tas células. P or l o 

tanto, s e pr opone que l os pr obióticos a ctivan a l os m acrófagos v ía l a 

participación de  l os receptores de  l a i nmunidad i nnata principalmente l a 

molécula de TLR2. 
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5. JUSTIFICACIÓN 
 
Estudios realizados en modelos ani males han de mostrado a l as bacterias 

probióticas como moléculas q ue es timulan l a producción de c itocinas pro- y 

anti- inflamatorias, que aumentan l a secreción del i sotipo de inmunoglobulina 

IgA y t ambién d e sustancias a ntimicrobianas ( bacteriocinas) c on efecto 

específico sobre patógenos del  intestino. El entender la contribución de estas 

bacterias probióticas en la función inmunitaria de macrófagos y el papel de los 

receptores t ipo T oll ( TLRs), nos per mitirá obt ener i nformación de s us 

propiedades c omo a dyuvante c apaces d e es timular y  regular r espuestas 

inmunitarias en el hospedero. 
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6. HIPÓTESIS 
 
Las bacterias l ácticas ut ilizadas c omo probióticos activan l a r espuesta 

inmunitaria en M DM de s angre per iférica hu mana dependiente de la 

concentración, t iempo y cepa pr obiótica empleada. A demás induce l a 

producción del  es tallido r espiratorio y  la s ecreción de c itocinas pr o y  ant i-

inflamatorias v ía l a par ticipación de TLR2, s iendo l os e fectos bi ológicos 

relacionados a la activación del factor nuclear  NF-κB. 
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7. OBJETIVOS 

 

 

 

7.1. Objetivo general 
 

Analizar por  ensayos in v itro, si l as bac terias probióticas de cuatro productos 

comerciales activan a l os m acrófagos de rivados de monocitos de s angre 

periférica de origen humano, con el propósito de conocer su función biológica 

en el hospedero. 

 

  

 
 

7.2. Objetivos específicos 
 
7.2.1. Medición del estallido respiratorio (quimioluminiscencia) in vitro en 

los ma crófagos derivados de  m onocitos de s angre per iférica 

humana en respuesta a la estimulación de bacterias probióticas. 

 

7.2.2. Determinar l a producción de c itocinas pro ( IL-8 y T NF-α) y ant i-

inflamatorias (IL-10) por el estímulo de las bacterias probióticas 

 
7.2.3. Estudiar la translocación nuclear NF-κB a la estimulación con las 

cepas pr obióticas e n l os m acrófagos d erivados de s angre 

periférica humana. 

 
7.2.4. Analizar la participación del receptor de TLR2 en la producción de 

citocinas producidas a la estimulación con las cepas probióticas. 
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8. MATERIAL Y MÉTODOS. 
 

8.1 Cepas probióticas aisladas de productos comerciales. 
 

En este t rabajo se ut ilizaron 4 c epas probióticas de Lactobacillus, aisladas de 

productos de l eches fermentadas c omerciales ( Figura 1 2). El a islamiento d e 

las c epas pr obióticas fue d esarrollado por l os c olaboradores del Dr. Ma riano 

García-Garibay ( Departamento d e B iotecnología, U niversidad A utónoma 

Metropolitana-Iztapalapa) las mismas f ueron donadas par a la pr esente t esis. 

Las c aracterísticas d e l as ce pas aisladas de l os pr oductos c omerciales s e 

describen en  l a (Figura 1 3). Los pr obióticos de bacterias l ácticas (LGG, L . 

rhamnosus, L. helveticus) se crecieron en 3ml de medio MRS caldo y L. caseí 

en 3ml de MRS/NaCl 4%. Se dejaron en incubación durante 24 horas a 37°C, 

posteriormente el paquete bacteriano se cosechó y fue almacenado en 1ml de 

medio M RS c aldo s uplementado d e 2 0% de g licerol  y al macenado a -70°C 

hasta su uso.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 12. Cepas probióticas de productos comerciales. 
Las es pecies de l actobacilos ut ilizadas en el  es tudio f ueron ai sladas de c uatro pr oductos 
comerciales: Productos c omercial 1 ( Capsulas C ulturelle), 2  ( Leche N AN – Nestle), 3 
(Chamyto) y 4 (Bio – 4). La mayoría de los productos corresponden a leches fermentadas. 
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Lactobacillus 
rhamnosus GG 

Lactobacillus 
rhamnosus 

Lactobacillus 
helveticus 

 
Lactobacillus caseí 

 

Cápsulas Culturelle Leche en polvo NAN 
(Nestlé) 

Leche fermentada 
Chamyto (Nestlé) 

 
Leche fermentada Bio 

4 (Lala) 

    
MRS-pH 5.2, 42°C MRS-pH 5.2, 42 °C MRS-pH 5.2, 42°C MRS-NaCl, 37°C 

Microaerófilos  
Gram positivos 

    
Bacilos largos, 

delgados y forma 
cadenas. 

Bacilos cortos, de 
bordes redondos y 

empalizados. 

Bacilos muy cortos y 
gruesos, forma 

cadenas separadas.  

Bacilos en forma de 
bastón, forman 

filamentos y son más 
largos. 

    
Forma colonias 

blancas, cremosas y 
opacas. 

Colonias grandes, 
blanco brillante.  

Las colonias son  
pequeñas de 

consistencia cremosa. 

Colonias grandes con 
ligera elevación 

convexa de borde 
entero, ligeramente 

café.  
Figura 13.  C aracterísticas g enerales d e probióticos d e Lactobacillus. El c recimiento 
bacteriano se llevó a cabo en medio de cultivo MRS para LGG, L rhamnosus y L helveticus, en 
el caso de L. caseí se adicionó NaCl y los cuales se incubaron durante 24 horas. La tinción de 
Gram dem ostró es treptobacilos con ex tremos r edondos, G ram pos itivos. E l crecimiento en 
MRS-agar, las colonias bacterianas tardan mayor tiempo en crecer, generalmente 48 horas. 
 
*IDENTIFICACIÓN DE CEPAS POR EXTRACCIÓN DE DNA Y PCR 
La ex tracción de DNA genómico t otal s e r ealizó m ediante el em pleo del K it W izard™, DNA 
Purification Kit (Promega, USA). La reacción para la amplificación (PCR) se llevó a cabo  en un 
termociclador Corbett Research. Los productos de PCR se purificaron por medio de los 
sistemas comerciales Wizard™ SV Gel and Clean-Up System (Promega, USA). La 
secuenciación de las muestras se llevó a cabo en el Laboratorio Divisional de Biología 
Molecular de la División de Ciencias Biológicas y de la Salud, de la UAM-I. 
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8.2 Crecimiento b acteriano y cu antificación d e l as U nidades 
Formadoras de Colonias (UFC) de probióticos de Lactobacillus. 

 

De lo s l otes de bacterias congeladas a -70°C s e t omó u n v ial de c ada c epa 

probiótica; en condiciones de es terilidad se prepararon tres tubos con 3ml de 

medio MRS-caldo (Difco ™ Lactobacilli MRS Broth) y se inocularon 100µl de 

cada una de las cepas respectivamente LGG, L. rhamnosus y L. helveticus) y 

en el  c aso de  L. c aseí el medio M RS suplementado c on 4%  d e NaCl. S e 

dejaron en incubación por 24 h oras a 3 7°C s in ag itación. Transcurrido es te 

tiempo se cosechó el crecimiento bacteriano en tubos eppendorf y se concentró 

por centrifugación a 5000rpm/5min (microcentrifuga Eppendorf Centrifuge).  

 

Posteriormente el paquete bacteriano obtenido se lavó tres veces con solución 

salina fisiológica (SSF) pH 7.2 bajo las mismas condiciones de c entrifugación, 

finalmente se resuspendió en 1 000µl de S SF. Enseguida s e h omogenizó l a 

suspensión bacteriana y se realizó una dilución 1:2 (500µl de cepa probiótica + 

500µl de  S SF), los 500 µl r estantes se c onservaron en c ondiciones d e 

esterilidad.  

 

Se ajustó la bacteria a una absorbancia de 0.9 a 1 a una longitud de onda de 

600nm e n es pectrofotómetro ( GeneQuant pr o). Una v ez q ue s e c onoce l a 

absorbancia en es ta alícuota, en ot ro s tock del m ismo l ote de bac teria se 

realiza el mismo procedimiento.  

 

De esta suspensión bacteriana c on a bsorbancia c onocida s e r ealizaron 

diluciones seriadas de cada cepa; la primera dilución 1:1000 (9990µl de SSF + 

10µl cepa estéril), y una segunda dilución 1:100 a partir de la primera (factor de 

dilución 1x105). Después se inocularon 100µl de esta última dilución para cada 

una d e l as c epas pr obióticas e n pl acas de M RS ag ar, en m uestras por 

duplicado de c uatro e xperimentos i ndependientes y l as pl acas se dej aron en 

crecimiento durante 48h a 37°C (Figura 14). 
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Después de la incubación se contaron las colonias desarrolladas en las placas 

de cada un a de l as cepas probióticas y  se apl icó l a s iguiente fórmula 

matemática.  

 

 

 

 

 

 

FD= Factor de dilución (inverso de la dilución) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Tabla 2 se resumen el número de colonias cuantificadas. 
 
 

Tabla 2. Unidades Formadoras de Colonias (UFC). 

Cepas UFC/ml 

L. rhamnosus GG 2.86 x 108    

L. rhamnosus 2.35 x 108   

L. helveticus 3.865 x 108   

L. caseí 1.13 x 108     
 
 
 
 
 
 
 
 

𝑁𝑁ú𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑑𝑑𝑚𝑚 𝑐𝑐𝑚𝑚𝑐𝑐𝑚𝑚𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 ∗ 𝐹𝐹𝐹𝐹 
𝐴𝐴𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝐴𝐴𝑚𝑚𝐴𝐴𝑐𝑐 𝑐𝑐𝑚𝑚𝑚𝑚𝑠𝑠𝑚𝑚𝑐𝑐𝑑𝑑𝑐𝑐 (𝑚𝑚𝑐𝑐)

= 𝑈𝑈𝐹𝐹𝑈𝑈/𝑚𝑚𝑐𝑐 

286 𝑐𝑐𝑚𝑚𝑐𝑐𝑚𝑚𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 (105) 
0.1 𝑚𝑚𝑐𝑐

= 2.86 𝑥𝑥 108𝑈𝑈𝐹𝐹𝑈𝑈/𝑚𝑚𝑐𝑐 
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Figura 14. Cuantificación de las unidades formadoras de colonias (UFC) de probióticos 
de b acterias l ácticas. El procedimiento de l as U FC s e r ealizó por  m étodos de di lución en  

placa m ediante l a d ilución de l a bac teria en s olución s alina f isiológica. C ada uno de l os 

ensayos de realización en muestras por duplicado en 4 experimentos independientes. 

Agregar a 3 tubos 
estériles 3mL de 

medio MRS y a un 
tubo MRS/NaCl*. 

Inocular 
crecimiento 
bacteriano al 
medio para 

lactobacilos. 
Incubar a 37°C/     

18 –24 h.  
 

Cosechar crecimiento 
de c/cepa y distribuirlo 
a 2  tubos eppendorf.  

Realizar 3 lavados con 
SSF. 5000rpm/5min 

Retirar 
sobrenadante  y 

resuspender 
paquete bacteriano 
en 1000μl de SSF. 

Realizar dilución 
1:2  

(500 μl de la cepa 
+ 500 μl de SSF) 

 
Conservar los 500 

μl de c/cepa 
restante (estéril). 

Medir la Abs de la 
cepa 1:2 (λ=600nm). 

Ajustar c/cepa de   
0.9-1 Abs realizando 
diluciones a partir de 

la dilución 1:2 
 

Una vez que se 
conoce la Abs y la 
dilución realizada, 

ajustar los 500μl de 
cepa estéril restante 

para que tenga la 
misma  Abs. 

Realizar dilución 1:1000  
(9990µl de SSF + 10μl de 

cepa estéril con Abs 
conocida).  

Realizar dilución 1:100 
 (9900µl de SSF + 100μl de 

dilución anterior). 
Vortear la dilución.  

Agregar 100μl de 
dilución 1:100 en 

placas con medio MRS 
y MRS/NaCl*, extender 
con varilla de vidrio. 

Por duplicado. 
 

Determinar UFC/ml a 
las 24h. 
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8.3 Cepas probióticas inactivadas por calor. 
 

Se realizó una resiembra de las cuatro cepas probióticas en caldo MRS (LGG, 

L. rhamnosus y L. h elveticus) y M RS/NaCl 4%(L. c aseí) como s e i ndicó 

anteriormente, se dejaron en incubación por 24 horas a 37°C. De igual manera, 

el crecimiento b acteriano s e l avó t res v eces y  s e r esuspendió en 1000 µl d e 

SSF, pos teriormente se m idió l a absorbancia s iguiendo el  p rocedimiento 

anterior. 

Las bac terias pr obióticas de c ada c epa con abs orbancia c onocida y  en  

condiciones estériles se inactivaron por calor en baño de agua a 85°C durante 

15 m inutos. Después se r esembraron e n pl acas c on medio d e c ultivo M RS-

agar y  s e i ncubaron a 37° C por 4 8 h oras p ara verificar q ue l as b acterias no 

están viables. Posteriormente s e hicieron al ícuotas de 500µl l as c uales s e 

rotularon c on s u r espectivo nom bre, fecha de r esiembra y  A bs. Fueron 

almacenadas a 4°C para su posterior uso (a las 24 horas de ser inactivadas o 

el mismo día de uso). 

 

8.4 Obtención de  células m ononucleares ( MN) d e san gre p eriférica 
humana. 

En un a f ase pr imaria s e s epararon l as c élulas m ononucleares ( linfocitos y 

monocitos) de ac uerdo al m étodo de centrifugación en g radiente de  B öyum 

usando ficoll ( Lymphoprep) de c oncentrados l eucocitarios obt enidos del 

departamento de Medicina Transfusional del H ospital I nfantil de M éxico 

Federico G ómez. E l pr ocedimiento c onsistió en r ealizar una  dilución del  

concentrado con SSF  en v olúmenes 1: 1 (25ml d e s angre +  25 m l de S SF 

estéril), se homogenizó lentamente con una pipeta serológica.  

 

En o tro tubo de 50ml de f ondo cónico se colocó 15 m l de solución gradiente 

Lymphoprep (Nycomed, Oslo; de densidad 1.077± 0.001 g/ml) y sobre la pared 

del tubo se añadió lentamente con una pipeta serológica 30ml de sangre diluida 

para no al terar el  g radiente. Se c entrifugó a 2 500 r pm d urante 4 0 m inutos a 

25°C en c ondiciones mínimas de arranque y f reno (0 y 1 r espectivamente, de 

acuerdo al  t ipo d e centrifuga) (Centrifuga U niversal 32R . H ettich Zentrifugen)   
(Figura 15). 
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Figura 15. Obtención de células MN de sangre periférica humana. 

Granulocitos 
 

Eritrocitos 

Dilución 1:2   
(25ml SSF +  25ml 

Buffy coat). 

15ml Lymphoprep + 30ml de dilución (1:2). Centrifugar a 
2500 rpm/40 min (s/arranque, s/freno) a 25°C. 

 

Transferir MN en dos 
tubos con 14 ml SSF.  
Centrifugar a 1500rpm 
c/arranque, c/freno a 

25°C 
10min. 

 

Realizar 2 lavados para retirar 
plaquetas. 

Centrifugar: 1500rpm, 
c/arranque, c/freno 

25°C durante 
 5min. 

 

Transferir todos los MN a un 
tubo y resuspender en 6ml 

SSF. 

Realizar conteo celular*  
 

 

Plasma y 
plaquetas 

Linfocitos 

 Lymphoprep 

Muestra 
sanguínea 

Gradiente 
Lymphoprep 
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Con una pipeta pasteur transferir la interface de c élulas mononucleares a dos 

tubos de 1 5ml y  s e lavaron t res veces co n 14ml de SSF, s e c entrifugaron a 

1500rpm/10 min a temperatura ambiente (eliminación de plaquetas), todos los 

MN obtenidos fueron transferidos a un solo tubo con 6ml de SSF. 

Las c élulas mononucleares s e c ontabilizaron en c ámara d e N eubauer 

(hematocitómetro) y la viabilidad se evaluó por el método de exclusión de azul 

de tripano (Figura 16). Por lo que se realizó una dilución 1:2 de la suspensión 

celular (20µl de azul de tripano 0.4% GIBCO® + 20µl de la suspensión celular 

de MN) y se t ransfirieron 10µl en la cámara de N eubauer. En el  microscopio 

óptico N OVA con el obj etivo de 4 0x s e obs ervaron l as c élulas viables y se 

realizó el c onteo de cuatro c uadrantes para obt ener el  número de c élulas 

totales aplicando la siguiente fórmula matemática.  

 

 

Ejemplo de cálculo: 

 
 

 
Figura 1 6. Conteo y d eterminación d e l a v iabilidad c elular p or e l m étodo d e e xclusión 
(azul de tripano) en cámara de Neubauer (hematocitómetro). 

�
Número de Células

Número de cuadrantes��
Factor de la

cámara � �Factor de 
dilución � �Volumen en

suspensión�=
𝑁𝑁ú𝑚𝑚. 𝑑𝑑𝑚𝑚 𝑐𝑐é𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑚𝑚𝑐𝑐
 

(448)(104)(2)(6ml)= 53,760,000 𝑀𝑀𝑁𝑁/𝑚𝑚𝑐𝑐 

Observar viabilidad de las 
células 

Dilución 1:2 
20μL de azul de 

tripano 0.4% 
+ 

20μL de suspensión 
celular 

Colocar dilución 1:2 en 
cámara de Neubauer 

Realizar el  co nteo 
celular d e l os cu atro 
cuadrantes L 
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8.5 Purificación de monocitos por adherencia a vidrio y cultivo in vitro 
para su diferenciación a macrófagos (MDM). 

 

La s uspensión de c élulas ob tenidas s e ajustó a una c oncentración de       

16x106 células/ml en medio para monocitos (anexo), el cual consiste en medio       

RPMI-1640 GIBCO suplementado con 10% suero fetal bovino (GIBCO) y 25% 

de pool de suero humano. 

Posteriormente, en una placa de cultivo de 24 pozos (CORNING cat. 3524) se 

colocaron cubreobjetos circulares de v idrio (CORNING) de 9m m de di ámetro 

previamente tratados para cultivo de tejidos (ver anexo). Después se colocaron 

60µl de la suspensión celular ajustada (16x106 células/ml) en el centro de cada 

cubreobjeto. Estas placas se incubaron durante 2 horas a 37°C con atmosfera  

CO2 al 5%  para s u a dhesión ( Revco H abitat). Las células n o adherentes se 

eliminaron c on tres l avados de 500µl cada uno,  con solución balanceada d e 

Hank´s pH 7.2 (anexo) (Figura 17).  

Figura 17. Purificación de monocitos por adherencia a discos de vidrio en placas de 24 
pozos. 

16x106 
céls/ml en 

medio RPMI 
1640 con SFB 
al 10% y PSH 

al 25%. 60μL de células 
ajustadas. 

Adherencia de 
MN a vidrio 

durante 2h en 
atmosfera de 

CO2 al 5%, 
37°C. 

Eliminar células no 
adherentes con lavados 
de solución de Hank´s. 

Observar las células en 
microscopio invertido 

(adherencia homogénea). 

      

Cultivo de monocitos para su 
diferenciación a macrófagos 
con medio RPMI-1640/SFB 
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El H ank´s del  úl timo l avado se su stituyó por 500 µl de m edio R PMI-1640 

suplementado con 10% de SFB atemperado a 37°C. Los monocitos adheridos 

se mantuvieron en cultivo durante 7 días para su diferenciación a macrófagos a 

37°C e n atmósfera d e CO2 al 5% . D urante el proceso de  cultivo s e hicieron 

recambios de medio cada tercer día, antes de estimular a  las células con las 

diferentes bacterias probióticas (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Diferenciación celular de monocitos a macrófagos. a) Las células in vivo 

presentan diferencias en morfología (mayor tamaño a los 7 días). b) En el día 7, por tinción de 

Diff-Quick se observa la forma fusiforme y espumosa del citoplasma de estas células. 

 [10X] 

Día 1 

 [40X] 

Día 7 

 [40X] 

Día 7. Tinción Diff-Quick 

a) 

b) 
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8.6 Evaluación d el est allido r espiratorio d e m acrófagos d erivados d e 
monocito de sangre periférica humana (MDM). 

El es tallido r espiratorio en  l os M DM es timulados y  no  es timulados s e ev aluó 

mediante q uimioluminiscencia amplificada c on l uminol de ac uerdo a l o 

reportado por Müller y colaboradores (Müller-Peddinghaus R. 1984; Rellstab 
P, et al. 1989).  
 

Los M DM s e ar restaron 24 h ant es del  e nsayo de q uimioluminiscencia por  l o 

que se cambió el medio en el que se encuentran por RPMI 1640 suplementado 

con 2% de suero fetal bovino y se dejó en incubación a 37°C en atmosfera de 

CO2 al 5%. 

 

El día del ensayo se prepararon los estímulos con las bacterias probióticas de 

Lactobacillus inactivados por  c alor a di ferentes relaciones célula ef ectora vs 

bacteria (1:10, 1:50, 1 :100, 1:250, 1:500 y 1 :1000, ver anexo) por t riplicado y 

como control positivo de estimulación se realizó la opsonización de Zymosán A 

de Saccharomyces ce revisiae (SIGMA) con s uero A B al 20 % (ver anex o). 

Posteriormente se es timularon l os MDM para evaluar el  estallido respiratorio. 

Para el lo s e pr epararon l as c eldas para l uminómetro adicionando Hank´s y 

luminol atemperados pr eviamente a 37° C en l as c antidades i ndicadas en l a 

tabla 3.  

Tabla 3.  Estimulación de MDM con probióticos de Lactobacillus 
para evaluar el estallido respiratorio 

 

 
 Controles 

 MDM* Luminol Hank´s Zymosán 
Control negativo  100µl 900µl -- 
Control positivo  100µl 800µl 100µl 

 
 
 
 

Estímulos de bacterias probióticas 

  
MDM* Luminol Hank´s 1:10 

LGG 

 cubreobjeto con MDM adheridos 
 
 

100µl 800µl 100µl 
L. rhamnosus 100µl 800µl 100µl 
L. helveticus 100µl 800µl 100µl 

L. caseí 100µl 800µl 100µl 
 
 Luminol Hank´s 1:50 

LGG 100µl 800µl 100µl 
L. rhamnosus 100µl 800µl 100µl 
L. helveticus 100µl 800µl 100µl 

L. caseí 100µl 800µl 100µl 
En l a t abla s e m uestran l os es tímulos de l as c uatro ba cterias pr obióticas e n l a r elación m acrófago v s 
Lactobacillus 1:10 y 1:50 (las relaciones restantes 1:100, 1:250, 1:500 y 1:1000 se prepararon de la 
misma manera) 
* En cada celda para luminómetro colocar 1 cubreobjeto con MDM adheridos.  
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Introducir cuidadosamente en el fondo del tubo de polipropileno con ayuda de 

unas pinzas de pu nta fina uno de l os cubreobjetos circulares de vidrio con los 

MDM adher idos previamente, se colocó procurando que l as células es tén en 

contacto con la solución de H ank´s y luminol para una lectura correcta de l os 

picos de quimioluminiscencia. (Figura 19). 

 
 Figura 1 9. Evaluación del e stallido r espiratorio p or m étodo d e Q uimioluminiscencia 
amplificada con luminol. 

MDM (7días).  

Arrestar las células 24h 
antes de la 

estimulación. 

Estímulos: 
Zymosán opsonizado y 

Lactobacilos inactivados 
por calor (LGG, L. 

rhamnosus,  L. 
helveticus, L. casei–  

MOI  1:10, 1:50, 1:100, 
1:250, 1:500 y 1:1000) 

 
 

Preparar: 
 Control negativo= 

900μL Hank´s + 100μL luminol 
 Control positivo= 

800µl Hank´s + 100µl luminol + 
100µl Zymosán opsonizado 

 Estímulos= 
800µl Hank´s + 100µl luminol + 
100µl Lactobacillus 
 
Transferir a c/ tubo un 
cubreobjetos circular con MDM 
adheridos. 

Ajustar condiciones del 
programa y colocar 100μl 

de cada estímulo a los 
tubos e iniciar las lecturas 

en el luminómetro. 

Realizar gráfico. 
Tiempo (sec) vs picos de 

quimioluminiscencia 
(mv/1000,000 cel/ml) 
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Se adicionaron 100µl de los estímulos al momento de realizar la lectura en el 

luminómetro (Luminómetro LKB-1251) el cual se programó a 37°C.  

 

El procedimiento se realizó por t riplicado para cada uno de los controles, así 

como para l as c uatro c epas pr obióticas (1:10, 1 :50, 1:100, 1: 250, 1: 500 y  

1:1000). 

 

El eq uipo contiene u n s istema d e fotomultiplicador q ue c onvierte l os f otones 

liberados e n uni dades de c orriente eléctrica, de t al forma q ue l a 

quimioluminiscencia e s ex presada en m ili-Volts ( mV) por  núm ero de c élulas. 

Las ev aluaciones s e r ealizaron en muestras por  triplicado, d e ac uerdo al  

programa (PHAGOCYTOSIS) en las condiciones programadas. (Tabla 4). 
  

Tabla 4. Programación del luminómetro (protocolo de 
quimioluminiscencia. (Parámetros del Menú). 

NO OF SAMPLES = 8 

NO OF CYCLES = 60 

DISPENSING = NO. 1 

UNIT OF X – AXIS  = SEC 

TIME INTERVAL = 71 SEC 

UNIT OF Y – AXIS  = MV 

 

 

Cuando el eq uipo comienza a trabajar s e m uestra un menú q ue i ndica e l 

número de ciclo,  posición de la muestra y su respectivo valor en MV los cuales 

se fueron registrando.  

 

Una vez que terminaron los 60 c iclos, en el menú se seleccionó la opción de 

análisis de resultados para observar los picos máximos de quimioluminiscencia.  

 

Posteriormente con estos datos se realizó el gráfico de Tiempo (sec)  en el  eje 

X y en el eje Y los picos de quimioluminiscencia (mV/1000,000 cel/ml). 
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8.7 Producción de citocinas pro (IL-8, TNF-α) y anti-inflamatorias (IL-10) 
en MDM estimulados con bacterias probióticas de Lactobacillus. 

 

Una v ez q ue l os m onocitos s e d iferenciaron a m acrófagos, antes de  s er 

estimulados se arrestaron con 500µl de medio RPMI 1640 s uplementado con 

SFB al 2% en cada pozo de la placa. Se dejaron en incubación a 37°C en una 

atmosfera de CO2 al 5% durante 24h. 

 

Los MD M s e es timularon c on l as bacterias lácticas (LGG, rhamnosus, 

helveticus y c aseí) en un a r elación 1:500 en t iempos de (6 y  2 4 ho ras de 

incubación). Cada pozo contiene las células, 500µl de medio RPMI 1640/SFB 

2% y se adicionaron 100µl de bacteria probiótica.  

 

Se preparó el control negativo (células MDM + medio RPMI 1640/SFB 2%); el 

control pos itivo de ac tivación c elular (células M DM +  medio R PMI 1640/ SFB 

2% + 100µl de Z ymosán). Los c ontroles, así c omo l a es timulación c on l as 

bacterias probióticas de Lactobacillus se prepararon por duplicado en un total 

de 4 experimentos.  

 

Posteriormente los sobrenadantes de las condiciones señaladas anteriormente 

fueron recolectados (se centrifugaron a 5000 rpm por 5 m inutos para el iminar 

los restos bacterianos y celulares), después se hicieron alícuotas de 250 µl y se 

almacenaron a -70°C hasta su corrimiento. 

 

 

8.8 Evaluación de citocinas pro (IL-8, TNF-α) y anti-inflamatorias (IL-10). 
 

La ev aluación de c itocinas pro y  ant i-inflamatorias se realizó m ediante e l 

ensayo de  ELISA ( “Enzyme-linked i mmunosorbent assay”). Para l a 

determinación de c ada citocina s e e mpleó un k it c omercial (B.D. Op tEIA®, 

Pharmingen, S an D iego, C A) de ac uerdo a l as i ndicaciones de l f abricante 

(Human IL-10 ELISA Set, Human IL-8 ELISA Set, Human TFN). 
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El pr oceso c onsistió en  s ensibilizar m icroplacas de  E LISA d e 9 6 p ozos 

(poliestireno de al ta adherencia COSTAR) adicionando a cada pozo 100 µl  de 

anticuerpo de captura para cada citocina (anti-IL-8, TNF-α e IL-10) diluido 1:250 

en solución a mortiguadora ( Buffer d e c arbonatos, ver a nexo) pH 9. 5. Las  

placas se incubaron toda la noche a 4°C. Al día siguiente las placas se lavaron 

con 300µl d e solución de l avado ( PBS/Tween 20 al 0. 05%) tres v eces en el  

lavador de pozos programable de ELISA (Plate Washer, Das).  

 

Posteriormente las placas se t rataron con 200µl/pozo de solución de bloqueo 

(PBS/SFB 1 0%, p H 7 .0) y s e i ncubaron po r 1  hora a t emperatura am biente, 

después se realizaron 3 lavados. 

 

 A c ada u no de l os poz os se les adicionó por d uplicado 1 00µl d e l os 

sobrenadantes obtenidos después de la estimulación de los MDM y a la par se 

preparó un a curva es tándar de la proteína r ecombinante hu mana para c ada 

citocina.  

 

Las pl acas se incubaron a t emperatura ambiente p or 2 ho ras y  se l avaron 5 

veces; se adi cionaron 100µl d el ant icuerpo de det ección diluido 1: 250 

(anticuerpo m onoclonal Anti-TNF-α Humano biotinilado, anti-IL-8 y  ant i-IL-10) 

con el  c onjugado SAv-HRP (streptoavidina-peroxidasa de r ábano - diluido 

1:250) y  l as pl acas s e i ncubaron por  1  hora a t emperatura am biente. 

Posteriormente s e r ealizaron 7 lavados con 30  s  d e espera en tre l avado y  

lavado. Después se adicionaron a los pozos 100µl de s ustrato revelador TMB 

(Substrate Reagent Set BD/ Pharmingen, San Diego, CA, USA) y se incubaron 

protegidos de la luz por  30 minutos a temperatura ambiente. Al término de la 

incubación, la reacción se detuvo adicionando 50µl de solución de paro (H2SO4  

2.0N).  
 
La absorbancia se leyó a 4 50nm dentro de l os 30 minutos posteriores al paro 

de la reacción en el lector de ELISA (Thermo Scientific Multiskan FC microplate 

photometer, M ultiskan F C3.0). La c oncentración de c itocinas s e determinó a 

partir de la interpolación de las lecturas con la curva patrón. (Figura 20). 
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Figura 20. Determinación de citocinas por método de ELISA (Kit del sistema Pharmingen 
OptEIA®). El desarrollo de color se analizó en un lector de ELISA (Termo Sicienfic, Multiskan 

PC) a una longitud d e o nda de 450nm. E l anál isis de l a m uestras de l os s obrenadantes 

obtenidos f ue por  dupl icado y la c oncentración de c itocinas s e ex presó en p g/ml siendo l os 

niveles de detección de estos kits para citocinas de (3.1 pg/ml IL-8; 7.8 pg/ml  para  TNF-α e  

IL-10).  

 

 

 

Estimulación de 
MDM humanos 
por duplicado 

con lactobacilos 
relación 1:500. 

Incubación:      6 
y 24h. 

Determinar la 
producción 
de citocinas 

por el método 
de ELISA. 

Lavados con 300µl de buffer de 
lavado 

(PBS con 0.05% de Tween-20). 
 

Adicionar Ac de detección con el 
conjugado SAv-HRP. 

Adicionar 100µl de sustrato de TMB 
e incubar durante 30 min en 

obscuridad.  
 

Detener la reacción con 50µl/ pozo 
de H2SO4 2N. 

 

Leer Abs a 450nm después 
del paro de la reacción en el 

lector Thermo Scientific 
Multiskan FC microplate 

photometer. 
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8.9 Análisis de NF-κB (p65) por Inmunofluorescencia indirecta.  
 

La localización y translocación de la proteína p65 a NF-κB se evaluó en MDM 

adheridos a c ubreobjetos circulares de 9 m m de diámetro a t ravés de un k it 

para la activación de NF-κB (Cellomics NF-κB Thermo Scientific). La utilización 

de este kit nos permite medir la translocación espacial de NF-κB del citoplasma 

al núc leo d e l as c élulas. E ste k it ut iliza un ant icuerpo pr imario ant i-conejo 

contra la proteína de NF-κB y anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo 

de Alexa-488.  

 

Los macrófagos adheridos a los discos circulares de 9 mm de diámetro fueron 

colocados en l as pl acas de 24 pozos c omo s e mencionó a nteriormente en 

medio RPMI-1640/10% SFB. Al mismo t iempo, se estimularon las células con 

las diferentes bacterias probióticas de Lactobacillus y se preparó otra serie de 

MDM en di sco con estímulos conocidos, por ejemplo LPS de Escherichia coli 

0111:B4 (SIGMA Chemical Co. St Louis, MO USA) a una concentración de 100 

ng/ml. Las células se incubaron por 30 minutos a 37°C en atmósfera de CO2 al 

5%.  

 

Posteriormente l as c élulas s e l avaron d os veces c on PBS y  s e fijaron c on 

paraformaldehído al  4% en a mortiguador de D ulbecco P BS m odificado 

(Cellomics NF-κB Thermo Scientific). Esta solución de fijación fue previamente 

precalentada y  adi cionada a l as c élulas po r 10 m inutos ( este p aso es  c rítico 

para mantener la integridad de las células).  

 

Después l as c élulas f ueron l avadas c on 400µl  de s olución D ulbecco 

Modificada/PBS y  per meabilizadas c on D ulbecco/PBS/0.1% de Triton X -100, 

Cellomics) por 10 m inutos. La s olución d e per meabilización s e retiró y  l as 

células se lavaron dos veces con Dulbecco modificado/PBS y se incubaron por 

una hora a temperatura ambiente con anticuerpo primario (policlonal de conejo 

p65 de NF-κB) en Dulbecco/PBS.  
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Las c élulas s e l avaron nuev amente y  s e adi cionó s olución d e t inción y  

anticuerpo s ecundario ( anti-IgG de c onejo, preparado en c abra c onjugado a 

Alexa-488) m ás el c olorante de c ontraste n uclear H oechst (Cellomics NF -κB 

Thermo Scientific) y se incubaron durante 1 hora protegidos de la luz.  

 

Posteriormente s e l avaron dos  v eces c on D ulbecco/PBS y  l as c élulas s e 

colocaron en l íquido de montaje para conservación de l a fluorescencia (Vecta 

Shield) y se sellaron con barniz (toda la circunferencia de los discos).  

 

La l ectura s e l levó a c abo e n m icroscopio (Axio I mager M .2, C arl Z eiss). La 

adquisición d e i mágenes s e ob tuvo de acuerdo al pr ograma pr e-establecido 

Axio Vision Rel 4.8. Así mismo se cuantificó el porcentaje de células positivas a 

p65 NF-κB por conteo en campo de 200 células a través de dos observadores, 

para cada una de las variables de estímulos utilizados en este estudio. 

 

 

 

8.10 Participación d el receptor de  TLR2 a l a estimulación d e b acterias 
probióticas por  m odelo de  t ransfección est able a la molécula de 
TLR2 en línea celular HEK-293-hTLR2. 
 

Las células HEK 293 (human embrionic kidney) son una línea celular derivadas 

de pr eparaciones d e r iñón e mbriónico humano. S on adherentes y  t ienen 

morfología epitelial (Figura 21). Estas células son capaces de generar tumores 

en ratones nude.  

 

En es te es tudio s e utilizó la l ínea celular HEK-293-hTLR2, l a c ual es tá 

transfectada c on la molécula d e T LR2; l a l ínea c elular de c ontrol par a es tas 

células es HEK-null (no transfectada) (Invivogen, San Diego, CA) se cultivaron 

en DMEM (high-glucose 4.5 g/l, Gibco)/10% SFB con Blasticidin S 0.01mg/ml 

(antibiótico de selección a la expresión de TLR2).  
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Figura 21.  Línea celular HEK-293 (human embrionic Kidney) 

 

 

Las células de cultivos confluentes al 75%, se desprendieron suavemente  con 

solución de P BS t ibio y  f ueron c entrifugadas a 15 00rpm por  5 m inutos. 

Después las células fueron lavadas dos veces bajo las mismas condiciones; el 

paquete celular fue ajustado a 1.5 x104 células/ml. Posteriormente se depositó 

1 ml de l a s uspensión en c ada p ozo de  placas de  24  poz os, l as c uales se 

dejaron toda la noche a 37°C en atmosfera de CO2 al 5%.  Al día siguiente, se 

realizó cambio d e m edio t ibio ( DMEM, High-glucose 4. 5g/l, Gibco/ 

10%SFB/Blasticidin S 0. 01 m g/ml) y  l as c élulas fueron estimuladas c on l as 

bacterias probióticas de lactobacilos  p or 18 horas. Los sobrenadantes de las 

células  se r ecolectaron y  s e c entrifugaron a 5000 r pm/5minutos y  s e 

almacenaron en alícuotas de 250 µl hasta su uso. 
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La participación de TLR2 se analizó por el método de transfección por células, 

evaluando l a s ecreción de interleucina-8 ( IL-8) por el  m étodo de E LISA de 

acuerdo a l as indicaciones del fabricante de la casa comercial de estas líneas 

células (Invivogen, San Diego CA).  

 

En l os c ontroles de l a ac tivación del  TLR2 s e em plearon algunos ag onistas  

como (LTA ( Invivogen); Zymosán A de  Saccharomyces ce revisiae (SIGMA) a  

10µg/ml). Así mismo, se prepararon testigos negativos células no tratadas con 

los estímulos y los ensayos se realizaron a la par con las células de HEK (null; 

no  t ransfectadas con TLR2). Los ensayos se realizaron por  duplicado en un 

total de 4 experimentos. 

 

 

 

 

 

 

8.11 Análisis Estadístico. 
 

Para establecer las diferencias de las células tratadas con diferentes estímulos 

y l as no es timuladas se apl icó l a prueba no paramétrica de Wilcoxon, en  l os 

ensayos de pr oducción de citocinas y estallido respiratorio. Las diferencias se 

consideran significativas  a una p <0.05. 
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9. RESULTADOS 

 
9.1 Actividad oxidativa de los MDM (Quimioluminiscencia) en respuesta 

a bacterias probióticas de Lactobacillus. 
 
 

La pr oducción d e R OS por  l os m acrófagos f ue ev aluada in v itro usando l a 

quimioluminiscencia amplificada con luminol (LCL). La LCL observada durante 

el es tallido respiratorio es  principalmente producida por el  anión superóxido y 

peróxido de hidrógeno. La capacidad de los Lactobacillus para inducir ROS se 

observa en la Figura 22. 
 
 
 
Los M DM pr odujeron un a s eñal por  arriba de  l os niveles de la s c élulas s in 

estimulo (4.875 mV). Así mismo, esta respuesta oxidativa; fue dependiente de 

la c oncentración de bacilos adi cionados a  l os M DM. La m áxima ac tividad 

oxidativa fue observada cuando la relación de célula: lactobacilo fue 1:500 para 

LGG, rhamnosus, he lveticus y caseí (190.1±15, 19 6.24±10, 17 5.86±12, y  

200.12±14 vs 4.875mV) respectivamente (Figura 22). 
 

 

La señal oxidativa inducida por la estimulación de las bacterias lácticas fue dos 

veces m enor a l a r espuesta obs ervada a l ligando de T LR2 ( 467.5±40 vs 

190.1±15, 19 6.24±10, 175. 86±12, y  200. 12±14 respectivamente. A sí también 

se obs ervaron diferencias de l os pi cos de q uimioluminiscencia en tre l as 

diferentes es pecies d e lactobacilos (Figura 2 2). La pr oducción de ROS fue 

mayor par a L. ca seí (200.12±14 Mv) comparado c on LGG, r hamnosus y L. 

helveticus. Sin em bargo, es  importante señalar que l a ac tividad ox idativa fue 

dependiente de la concentración y especie de lactobacilo (Figura 22). 
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Figura 2 2. Producción del estallido respiratorio (quimioluminiscencia) por MDM 
estimulados con probióticos de Lactobacillus. MDM en Hank´s-luminol fueron puestas en 

contacto directo con bacterias de cepas probióticas muertas por calor e inmediatamente 

colocadas para su corrida en un luminómetro LKB-1251. Los valores están representados por 

cuatro experimentos realizados en muestras por duplicado. 

 

*[(p<0.05) Células MDM tratadas con Lactobacillus vs células sin tratamiento]. 

 

 

 

 

* 
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Así mismo, al determinar la cinética de activación de los ROS, a la estimulación 

con este PAM Ps ( Zymosán) s e al canzaron pi cos máximos en poco t iempo 

(cinética r ápida) c on valores de 567 .5±35 m V. Las c élulas es timuladas p or  

Zymosán comienzan su síntesis desde los primeros segundos de adicionado el 

estímulo y alcanzan picos máximos a los 6.9 minutos de adicionado el estímulo 

es decir la extensión de la respuesta oxidativa es rápida y corta (Figura 23).  
 

Por el contrario, la cinética de la respuesta oxidativa en l os MDM estimulados 

con bacterias probióticas apareció en forma tardía (aproximadamente a los 30 

minutos) 3  veces más a l o obs ervado c on Z ymosán, l a ex tensión de l a 

respuesta es lenta y tarda en retornar al estado basal. De acuerdo, a los datos 

anteriores, l os pr obióticos de Lactobacillus activan el  es tallido r espiratorio e n 

MDM de v oluntarios sanos siendo L. caseí, la es pecie q ue i nduce m ayor 

producción con respecto a l as ot ras cepas de pr obióticos anal izadas (Figura 
23). 

Figura 23. Análisis de la cinética oxidativa de MDM inducida por probióticos de bacterias 
lácticas. El tiempo máximo de  producción de los ROS se monitoreo en i ntervalos de t iempo 
pre-establecidos de acuerdo a lo descrito en material y métodos. Los MDM (1x105) células/ml 
fueron c olocadas en c eldas de p olipropileno en s olución de H anks-luminol en l a relación de  
500:1 (Bacterias: células) e inmediatamente  introducidos en el luminómetro LKB-1251. 
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9.2 Producción de  I L-8, T NF-α e IL-10 i nducida por  pr obióticos de  

bacterias lácticas en MDM. 
Como parte del análisis de l a respuesta inmunitaria innata a los probióticos se 

investigó su efecto sobre la síntesis de citocinas tanto pro-inflamatorias (la IL-8, 

TNF-α) y anti-inflamatoria (IL-10) evaluadas a di ferentes tiempos (6 y 24h). La 

capacidad de es timulación de b acterias l ácticas a l a s íntesis d e I L-8, f ue 

significativa comparada con las células s in estimulo (5860.25±100, 5851±100, 

5709±100, 5, 114.75±100 vs 880±85 pg/ml). S u producción fue o bservada d e 

forma temprana desde las 6 horas de estimulación. Después de las 24 horas la 

producción de I L-8 aumento al rededor de 100 0 p g/ml más ( 6690±50; 

6,471.75±45; 6 ,669±38; 6,258.25±40) respectivamente par a LGG, L . 

rhamnosus, L. helveticus y L. caseí (Figura 24). La capacidad de producción 

de IL-8 fue similar entre las bacterias analizadas. Como se puede observar en 

la (Figura 2 4). T odas l as b acterias l ácticas presentaron ac tividad 

inmunoestimuladora en los MDM a la síntesis de esta citocina.  

Figura 24. Producción de IL-8 en MDM estimulados con bacterias lácticas y otros 
estímulos (Zymosán). Los MDM fueron estimulados con células bacterianas en una relación 
de 500:1 (bacterias/ células) y los sobrenadantes de las células fueron recolectados a las 6 y 
24 horas. La medición de las citocinas se realizó por método de ELISA. En este caso para la 
cuantificación de la producción de esta citocina fue necesario realizar una dilución 1:10 de los 
sobrenadantes de cultivo debido a que la concentración de la misma estuvo por arriba del límite 
máximo de detección. Las concentraciones son el resultado de muestras por duplicado ± SEM. 
En un t otal d e 4  ex perimentos r ealizados * ( p<0.05). (Células MDM estimuladas c on c epas 
probióticas vs células sin estimulo). 

 

* 

pg
/m

l 

IL-8 

6 h 
24 h 

55 
 



Resultados 
 
 
Otra de l as citocinas pro-inflamatoria evaluada en la presente tesis fue TNF-α 

La producción de esta citocina se observó desde las 6 horas de estimulación y 

alcanzó valores de 2131.1±100, 2256.3±100 1575.4pg/ml y 1339.5±100 pg/ml 

respectivamente (LGG. L. rhamnosus, L. helveticus y L caseí) (Figura 25). Así 

mismo, la producción de TNF-α entre los diferentes tiempos ensayados (6 y 24 

horas) n o fue s ignificativa aunque en  ap ariencia L. c aseí produjo m enor 

concentración de T NF-α (Figura 2 5). La s íntesis de l TNF-α en respuesta a 

ligando d e TLR2, t al es el caso de Zymosán f ue m ayor en c omparación a  

bacterias lácticas, su producción alcanzó valores de concentración más altos a 

las 24 hor as (2600pg/ml). Al i gual q ue l a pr oducción de I L-8, las bac terias 

probióticas t ienen c apacidad es timulante a la s íntesis de T NF-α de f orma 

temprana. 

Figura 25. Síntesis de TNF-α en MDM estimulados con probióticos de bacterias lácticas. 

Los MDM fueron  estimulados con diferentes especies de bacterias lácticas en relación 1: 500 

(células/bacterias). Los  r esultados r epresentan el promedio y la desviación es tándar en  

muestras por duplicado de cuatro experimentos 

 * (p<0.05 células de MDM vs MDM sin estímulo). 
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Por ot ro par te, también s e anal izaron l as pr opiedades i nmunoreguladoras de 

estas bac terias lácticas a t ravés de l a i nducción de IL -10. A l c ontrario d e l a 

producción de citocinas IL-8 y TNF-α, la síntesis de IL-10 fue mucho menor y 

se presentó de manera tardía, es decir a l as 24 horas de su estimulación con 

las b acterias l ácticas comparada a  las c élulas s in estímulo ( 200±40, 

180±40,100±12,120±10 pg/ml) para LGG. L. rhamnosus, L. helveticus y L caseí 

respectivamente. La síntesis de I L-10 en M DM estimulados con LGG y L. 

rhamnosus fue similar comparado con zymosán (200±40, 180±40 vs 210 pg/ml) 

(Figura 26). Estos resultados nos muestran que las bacterias lácticas inducen 

IL-10 tardíamente y sugieren un perfil de citocinas TH1 en forma temprana.  

 
Figura 26. Síntesis de IL-10 en MDM estimulados con probióticos de bacterias lácticas. 
Las c élulas de  MD M f ueron es timuladas  c on Lactobacillus de c epas probióticas en u na 

relación de 1:500, después de 6 y 24 horas, los sobrenadantes se recolectaron y se cuantificó 

la c oncentración de I L-10. Un l igando d e T LR2 ( Zymosán, 10µ g/ml) f ue us ado c omo control 

positivo de estimulación de los MDM. Los resultados representados en el gráfico son promedio 

de muestras por  duplicado de un total de 4 experimentos realizados. *  (p<0.05) entre células 

estimuladas y sin estímulo. 
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9.3 Interacción in vitro de probióticos de Lactobacillus en MDM. 

 

El efecto de las cepas probióticas, se analizó a través de Microscopía confocal, 

en tiempos cortos de interacción de 1hora. Es importante señalar que en estos 

tiempos de interacción tan cortos no se observó fagocitosis de los lactobacilos 

por las m acrófagos (Figura 27). E n s u mayoría l os l actobacilos solamente 

mantienen contacto con las células. 

 

 

 

 
Figura 27. Interacción in vitro de macrófagos y probióticos de L. caseí. La imagen 
es representativa a las otras cepas de lactobacilos analizados.  
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9.4 Activación y translocación d el f actor n uclear N F-κB en MD M 

estimulados con probióticos de Lactobacillus. 
 

En la respuesta inmune innata las  diferentes v ías de s eñalización involucran 

de manera importante a l  f actor nuclear NF-kB. En este es tudio se evaluó su 

papel al es timular a  l os m acrófagos ( MDM) c on probióticos de bac terias 

lácticas, s e an alizó s u c apacidad d e inducir l a t ranslocación de  p65 N F-κB 

dentro del compartimento nuclear de los MDM, determinado por un ensayo de 

inmunofluorescencia i ndirecta. Su translocación fue observada e n t odas l as 

bacterias probióticas anal izadas a los 30 minutos. Los porcentajes de c élulas 

positivas a l a pr oteína p65 NF-kB fueron alrededor del 5% e n c élulas s in 

estimular, 67% para LGG, 60% L rhamnosus, 60% L helveticus y 55% L caseí. 

A l a par  de es te an álisis, se ev aluó un c ontrol pos itivo ( de LPS de E. coli 

0111:B4) el cual indujo 100% de translocación a la proteína p65 (Figura 28).  

 
Figura 28. Activación del factor NF-kB por probióticos de Lactobacillus. Los MDM fueron 
colocados en cubreobjetos a 1x104 células/ml sobre placas de 24 pozos. Posteriormente fueron 
estimulados con diferentes es pecies de l actobacilos, y LPS de E. coli 0111:B4 ( control 
positivo). La d eterminación de la actividad d e NF-κB se r ealizó por  u n ens ayo d e 
inmunofluorescencia indirecta y s e l levó a c abo un conteo de 2 00 c élulas po r c ampo. Los  
resultados son el promedio de 4 campos analizados. 
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Para confirmar la translocación de NF-κB  en los MDM estimulados se l levó a 

cabo un  análisis p or m icroscopia confocal (Figura 29). Se o bservó l a co-

localización de N F-κB  de l os MDM estimulados con las bac terias probióticas 

(traslape del  az ul-verde). E stos r esultados de muestran q ue l os l actobacilos 

activan la vía NF-κB. 
 

 
Figura 29. Microscopia confocal a la translocación de NF-kB.   
MDM f ueron estimulados con c epas de  pr obióticos de b acterias l ácticas e n r elación 1: 500 
(células/bacteria) y c ontrol pos itivo ( LPS  0. 1µg/ml). La m orfología n uclear identificada por l a 
tinción c on colorante de  H oechst ( fluorescencia a zul) y l a pos itividad a p6 5 N F-kB 
(fluorescencia verde). Así mismo, la co-localización de la proteína en el núcleo. Las imágenes  
fueron analizadas en Microscopio AXIo Imager M.2 Marca Carl Ziess y de acuerdo a programa 
preestablecido Axion Visión  Rel 4.0 y es una imagen representativa de Lactobacillus caseí. 
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9.5 Participación de TLR2 en la producción de IL-8 en la est imulación 

de MDM c on probióticos d e bacterias l ácticas en e l m odelo de  
cultivo de células HEK-293-hTLR2 transfectadas. 

La dependencia de v ía de señalización TLR2 al efecto inmunoestimulador de  

probióticos de bacterias lácticas fue analizada por la síntesis de IL-8  en células 

HEK-293hTLR2 como s e m uestra en l a Figura 30. La pr oducción de I L-8 

inducida p or l as diferentes bacterias lácticas de pr obióticos fue obs ervada 

después de 2 4 hor as en 285 ±35, 28 1, 3 63±35 y 187. 48 pg /ml ( LGG, L . 

rhamnosus, L . h elveticus y L. caseí).  P or el  contrario, es tas mismas c epas 

fueron incapaces de  producir I L-8 e n l as c élulas H EK-null ( control neg ativo). 

Estos resultados demuestran que la participación de TLR2 es importante en la 

señalización del efecto inmune de estas bacterias probióticas de acuerdo a las 

condiciones experimentales de es te estudio, en el cual a la par las células se 

estimularon c on P AMPs es pecíficos d e T LR2 ( LTA y  Z ymosán) obs ervando 

también la síntesis de IL-8.  

 
Figura 30. Participación de TLR2 en la activación de MDM por probióticos de bacterias 
lácticas. El r econocimiento de l os pr obióticos por  T LR2 f ue ev aluado e n m odelo d e c élulas 
transfectadas con (A) plásmido (HEK null) y (B) células HEK-293hTLR2  (transfectadas-
estables) a l a m olécula d e T LR hu mana. Las  c élulas H EK de las di ferentes l íneas f ueron 
estimuladas con diferentes es pecies de  l actobacilos inactivados por c alor, LT A ( 10µg/ml) y 
Zymosán (10µg/ml) durante 18 horas. Los sobrenadantes de los cultivos fueron recolectados y 
evaluados para la producción de IL-8 por ELISA. 

 

IL-8 
* 
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10. DISCUSIÓN 
 

La m ucosa intestinal es tá en c ontinua ex posición a  di versos an tígenos. S in 

embargo, es  s orprendente l a c apacidad del  s istema i nmunitario de m ucosas 

para discernir entre la “Paz y  Guerra” en  es tas superficies (Sansonetti, et a l 
2004). Tal s ituación, nos h ace r eflexionar s obre el  s ignificado del t ipo d e 

respuesta i nmunitaria más adecuada a l a s upervivencia del  h ospedero: l a  

respuesta i nmunitaria local y  s istémica contra los pat ógenos, la t olerancia a  

antígenos de l a dieta y la contribución homeostática de l a biota comensal del 

intestino (Sansonetti, et al 2011, Garret WS et al 2010). 
 

En la homeostasis intestinal, células epiteliales y macrófagos son importantes 

centinelas i nmunológicos del  t racto gastrointestinal (Mac Donald, et  al  201 1, 
Platt AM, et al 2008). La mayoría de estas células están infiltradas en la lámina 

propia s iendo fuente pr incipal a l a s íntesis de moléculas r eguladoras y  

activadoras de l as r espuestas i nmunitarias innatas. La i nfiltración de l os 

macrófagos der ivados de m onocitos al  i ntestino pueden iniciar r espuesta 

inflamatoria a causa de infección; pero también la ruptura de homeostasis de 

estas c élulas c ontribuye al  daño i nmune ob servado en c iertas en fermedades 

inflamatorias c rónicas ( Van Li erop P P et al 20 09, K aser et al ., 2010). Al 

respecto, di ferentes estudios han sugerido cierto g rado de restauración de  l a 

homeostasis i ntestinal al  adm inistrar s uplementos de pr oductos l ácteos 

fermentados adicionados de m icroorganismos benéficos (probióticos) tal es el  

caso de  Lactobacillus. Sin embargo, los resultados de su contribución no son 

contundentes. (Klaenhammer TR et al., 2012).   

 

En el pr esente t rabajo, s e obs ervó el  e fecto i nmunitario de c uatro bacterias 

probióticas de  Lactobacillus (LGG, L rhamnosus, L.  hel veticus, y L.  caseí) al 

activar in vitro la síntesis de mediadores inflamatorios, entre ellos la producción 

de los R OS  ( principalmente  de l os agentes ox idantes de O-2 y H 2O2)  en 

macrófagos humanos de h ospederos s anos. La i mportancia i nmune d e l os 

intermediarios del  oxígeno molecular  (O-2, H2O2, OH -) como ag entes 

microbicidas se ha pu esto en ev idencia en l os individuos con defectos en la 
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maquinaria bioquímica requerida para la síntesis de estas moléculas oxidativas 

(De Oliveira-Junior EB et  al ., 2010). Así m ismo, los ROS son componentes 

extremadamente tóxicos, l os cuales t ienen efectos deletéreos en  variedad de 

patógenos, ho ngos, p arásitos y bac terias; s iendo l os fagocitos ( neutrófilos y  

macrófagos) los pr incipales productores de estos agentes microbicidas (Fang 
FC et al., 2011).  La síntesis de ROS por los macrófagos en reto a las bacterias 

lácticas de este estudio fue dependiente de la concentración de bacteria láctica 

y  tipo de especie. Ambos probióticos L caseí y L helveticus indujeron la mayor 

actividad de los ROS.  

 

Estos r esultados, fueron c onsistentes a r eportes pr evios q ue demuestran l a 

producción del  es tallido r espiratorio y  l a s íntesis de di ferentes c itocinas po r 

bacterias pr obióticas en m odelo d e m acrófagos m urinos r etados c on 

Lactobacillus  (MarcinKiewicz J et al., 2007). Así mismo, ciertas especies de 

lactobacilos, pr oducen R OS y  s u s íntesis s e ha c onsiderado i mportante a l a 

producción de IL-12. Estos datos sustentados por la  observación de reducción 

de esta citocina en la presencia de inhibidores de la enzima NADPH-oxidasa o 

moléculas  de s ecuestro de l os ROS (Ichikawa S. et al ., 2012). Así también, 

Ichikawa y colaboradores sugieren la dependencia de MyD88 y proponen a los 

ROS como nuevas moléculas asociadas a los mecanismos de síntesis de IL-12 

inducida por Lactobacillus  (Ichikawa S. et al., 2012). 
 

En c ontraste, e n o tro es tudio i mitando l a fermentación e n c olón por 

microorganismos E. c oli, Enterococcus  y la adi ción del  hi erro se obs erva 

inhibición e n l a pr oducción de r adicales hi dróxilo, s iendo es tas propiedades 

anti-oxidantes at ribuibles a l a ac tividad d e l a s uperóxido di smutasa ( SOD) 

detectable en los extractos libres de LGG  y L paracasei Fn003 (Sun J et  al., 
2010). Estas divergencias en los efectos biológicos de las bacterias probióticas 

de Lactobacillus pueden atribuirse a la complejidad  de l os componentes de la 

pared celular distintos entre ellas y también a su capacidad de l iberar distintos 

factores o pr oductos de s ecreción ( por ej emplo, bac teriocinas, á cido l áctico, 

ácidos g rasos de c adenas c orta y  enz imas c omo l a actividad d e S OD). E s 

contradictorio, p ero b acterias l ácticas t ienen l a ha bilidad de c oexistir c on 
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propiedades i nhibidoras y  es timuladoras baj o las condiciones de c élulas 

bacterianas v iables, muertas o  s obrenadantes l ibres de c élulas bac terianas 

(Adams CA. et al., 2010; Meyer AL. et al., 2007).  
 

Diferentes es tudios han r eportado l a c apacidad i nmunomoduladora de 

probióticos de di ferentes Lactobacillus en varias estirpes celulares de s istema 

inmunitario y de l a mucosa incluidos células T, B, NK, dendríticas y epiteliales 

(Forsythe P et al., 2010; Singh Y et al., 2013).  

 

Sin em bargo s u f unción en l a m odulación de l os m acrófagos ha s ido 

escasamente investigada. Es reconocido que un fino balance de citocinas pro y 

anti-inflamatorias en los macrófagos es un evento importante a la regulación de 

la r espuesta i nmunitaria innata. Los d atos de es te estudio de muestran a  

probióticos d e b acterias l ácticas como i nductores de l a s íntesis de c itocinas 

pro-inflamatorias ent re ellas, I L-8. Esta q uimiocina muy i mportante al  

reclutamiento y migración de ot ras células de respuesta inflamatoria (Winkler 
M et al., 2003). 
 

La q uimiocina de I L-8 s e pr odujo d esde et apas tempranas de i nteracción d e 

lactobacilos y macrófagos (6 horas de estimulación). Las concentraciones de la 

IL-8 i nducida por l as di ferentes c epas probióticas de Lactobacillus (LGG,  

rhamnosus, h elveticus y caseí)  fueron muy s imilares y  se m antuvo a  las 24 

horas. L a síntesis d e I L-8 i nducida por l os microorganismos probióticos f ue 

elevada (> a 2 000 pg/ml) comparada a l a producción de  la otra c itocina pro-

inflamatoria (TNF-α).  

 

En similitud a nuestros resultados, otros autores han demostrado la expresión 

del RNA m d e la  IL-8 y  l a ac tividad q uimiotáctica  de sobrenadantes d e 

macrófagos estimulados por LGG hacia células TH1 (Veckman V et al., 2003). 

Además Veckman, y colaboradores señalan al bacilo LGG como promotor de 

síntesis d e quimiocinas, con pos ibilidades de propiedades ant i-alergia. Al 

respecto, e n i nvestigaciones r ecientes s e ha observado una c ontribución 

benéfica de  LGG en l a di sminución de alergia en ni ños ( Savilahti E. et a l., 
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2011). En contraste, o tros trabajos (Ma D. et al., 2004; Lin YP. et al., 2008) 

han r eportado aus encia de  producción de IL -8 a l a es timulación di recta por  

ciertas cepas de Lactobacillus como L reuteri analizado en modelo de c élulas 

epiteliales i ntestinales ( Caco-2, T84, H T-29 polarizadas) as í c omo d el L. 

acidophilus  en línea de monocitos humanos (THP-1) (Jiang Y et al, 2012). Así 

mismo, reportes de e fectos inhibitorios d e otras cepas de pr obióticos de 

Lactobacillus  en células  pre estimuladas con PAMPs  específicos como LPS, 

flagelina, LPGs derivadas de distintos patógenos (E. coli, Salmonella, Shigella) 

(Donato KA et al., 2010; Hsu-Wei Fang et al 2010, Malago JJ, et 2010; Han 
Geun Kima et al 2011).  

 

 

Las discrepancias sobre la síntesis de la IL-8, las atribuimos a l as di ferencias 

entre los modelos de experimentación. El presente estudio, se encamino más 

al e fecto di recto de probióticos ( No-tratamiento pr evio c on ot ros es tímulos) 

inversamente en los otros modelos experimentales que fija a las células a pre-

activación par a v alorar s u par ticipación en s ituaciones d e r espuesta 

inflamatoria activa. De acuerdo a las condiciones de nuestro estudio; la síntesis 

de IL-8 por los probióticos evaluados fue similar a la producida por la molécula 

tipo PAMPs  al receptor de TLR2 (zymosán).  

 

 

En este trabajo también se demuestra la síntesis de ot ra de las citocinas pro-

inflamatoria (el TNF-α) determinada después de 6 horas de es timulación y  al  

igual a  la I L-8 s e mantienen e n ni veles s ignificativos des pués de 2 4 h oras. 

Tanto IL-8 y T NF-α son pr oteínas que tienen e fectos biológicos m uy 

importantes en l a regulación de l a respuesta inflamatoria y  a l a activación de 

macrófagos (Winkler M. et al., 2003; Riches DW et al., 1996). La combinación 

de estos resultados sugiere a los Lactobacillus de (LGG, rhamnosus, helveticus 

y caseí) c omo estímulos pr o-inflamatorios, e n eventos tempranos de  l a 

interacción lactobacilos-macrófagos. 
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En contraste, los lactobacilos también indujeron la  secreción de IL-10, pero en 

cinética distinta; esta citocina se detecta en mayor concentración a las 24 horas 

(>250pg/ml). L a s íntesis  de IL-10  d e es te es tudio aparece de f orma t ardía, 

estos da tos compatibles a otros reportes que señalan l a producción de IL -10 

como un evento tardío de la respuesta inmunitaria del hospedero (Bogdan C et 
al., 1991; Ren de Waal Malefyt et al 1991). 

 

 

Las ex plicaciones en la s íntesis de c itocinas por  es tos l actobacilos s ugieren 

que es te t ipo d e b acterias pr obióticas tienen l a c apacidad de  ej ercer e fectos 

anti-inflamatorios, p ero de forma t ardía. Esta r espuesta, c onsiderada c omo 

parte de l as propiedades de Lactobacillus para controlar r espuestas i nmunes 

pro-inflamatorias, s iendo la pr oducción de IL-10 una i mportante citocina a  l a 

regulación inmunitaria del hospedero (Dong H et al., 2010). 

 

 

La función de IL-10 también se ha destacado en problemas gastrointestinales 

crónicos, su modulación por microorganismos probióticos se ha  observado con 

varias c epas pr obióticas s ustentado e n l os pac ientes d e c olitis ul cerativa y  

enfermedad inflamatoria del intestino (Mirpuri J et al., 2012). No hay duda de 

la importancia de IL-10 sobre la regulación negativa de cascadas inflamatorias 

mediante la contra-regulación a las citocinas pro-inflamatorias (Hutchins AP et 
al 2013; Couper KN, et al, 2008). 
 

Así t ambién, l a i mportancia de  I L-10 e n l a pr evención de l a enfermedad 

inflamatoria d el i ntestino de mostrado por l a apar ición de i nflamación c rónica 

observada en  murinos deficientes de I L-10 (R. K uhn, J et a l., 1 993). 

Adicionado d el e fecto pos itivo obs ervado en l a di sminución del d año 

inflamatorio después de la administración oral con Lactobacillus en modelos de 

colitis murina inducida por  dex tran sulfato de amonio (Pan T , et  al, 2014. La 

importancia de l a pr oducción d e I L-10 s e ha  des crito a v arias c epas d e 

microorganismos probióticos (de Moreno de Leblanc et al., 2011).  
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Por otro l ado, l a s íntesis de c itocinas r equiere de c ascadas d e s eñalización 

importantes, ent re ellas, la par ticipación d el factor N F-κB (Napetschnig J , 
2013). En es te t rabajo, l a es timulación de los m acrófagos c on l as c epas de 

probióticos activó a es te i mportante factor de l a t ranscripción. Apoyando a  

estos r esultados, ot ros aut ores h an de mostrado el  e fecto de bac terias 

probióticas como L. paracasei K28 en la ac tivación de NF-κB  asociado a la 

expresión t emprana de v arios m ediadores i nflamatorios de m acrófagos 

peritoneales, a demás de  vías de s eñalización de l a familia de  l as M APKs 

cinasas p38 (Kang H et al, 2011).  

 

 

Consistentes a l os hallazgos de es te trabajo, ot ros a utores r eportan vías de 

señalización asociadas a M APK y NF-κB en la producción de (TNF-α e IL-12) 

de células de bazo de murino estimuladas por L. caseí (Kim YG  et al., 2006). 
Así t ambién, L. r hamnosus G G puede i niciar c ascadas de s eñalización q ue 

involucran N F-kB y  v ías de s eñalización S TAT en macrófagos h umanos 

(Miettinen M et al., 2000).  
 

 

También un a parte muy i mportante e n l a cascada de s eñalización, e s la 

contribución del receptor y los macrófagos expresan receptores tipo Toll (TLRs) 

como TLR2, TLR4 y  TLR6 ( O'Mahony D S et  al  2011) . E stas moléculas d e 

TLRs i ntervienen en l a c ascada de s eñalización de l a r espuesta i nflamatoria 

(Kay E et al, 2014).  

 

 

La s eñalización v ía TLR2 en l as formas de het erodimeros (tal es c aso, d e 

TLR2-TLR6 o  TLR2/TLR1 c on s us correceptores) se ha  destacado a  la 

estimulación de diferentes moléculas tipo PAMPs (Oliveira-Nascimento et al., 
2012). L a diversidad de es tructuras de  l igandos al T LR2 lleva a c uestionar 

acerca de l a es pecificidad del  r eceptor, sin em bargo el  pr incipal l igando 

caracterizado son las lipoproteínas de las bacterias Gram positivas (Zähringer 
U, et al., 2008).  
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En el pr esente trabajo s e demostró un  pa pel i mportante de  l a molécula de 

TLR2 al activar la síntesis de IL-8 en el modelo de células HEK-293-hTLR2 en 

respuesta al estímulo de  Lactobacillus (LGG, rhamnosus, helveticus y caseí).  

 

 

En c ontraste Shida K . y c olaboradores r eportan e fectos i nhibidores d e l as 

peptidoglicanas (PGN) derivadas de L johnsonii y L plantarum  vía mecanismos 

dependientes e independientes de T LR2 (Shida K  et  al , 20 09).  E n otros 

estudios, la estimulación por ácidos l ipoteicoicos revierten el  predominio de la 

producción d e c iertas c epas de l actobacilos a l a s íntesis de  I L-12 por  

predominio de IL-10 vía la ac tivación de l a familia de ERK dependiente de l a 

activación de T LR2 en macrófagos m urinos (Kaji R et al., 2010).  Otros 

estudios ut ilizando células de bazo obt enidas de m urino, demuestran e fectos 

distintos de i nmunomodulación de Lactobacillus viables y  lio filizados 

parcialmente atribuibles a la participación del receptor de TLR2, a diferencia de 

TLR4 y TLR9 (Cai S et al., 2010).   
 
 
En e studios r ecientes, L TA de Lactobacillus rhamnosus G G se c onsidera el 

principal MAMPs de esta bacteria y  las diferencias en la acetilación de es tas 

moléculas modifican su capacidad de señal a la activación de NF-κB vía TLR2, 

TLR2/TLR6 (Claes IJ et al., 2012).  
 

En r esumen, l os resultados de e sta tesis sustentan l a m odulación de 

mecanismos potenciales de respuesta inmunitaria temprana por los probióticos 

como la producción de ROS, producción de citocinas y activación de NF-κB, vía 

dependiente del receptor del TLR2, los cuales se integran en la figura 31. En 

donde s e muestran p arte d e l as ac ciones biológicas de  es tas bacterias a l a 

activación del macrófago basadas en los resultados de este estudio.  

 

Finalmente los mecanismos en la activación de macrófagos por los lactobacilos 

son relevantes y nos orientan a sugerir a este grupo de bacterias lácticas con 

efectos potenciales de adyuvantes a la respuesta inmunitaria del hospedero.  
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Figura 31. Efectos inmunes de probióticos de bacterias lácticas en macrófagos 
humanos. Las bacterias lácticas como  LGG, rhamnosus, helveticus y caseí  inducen 

señales de es timulación en m acrófagos der ivados de m onocitos (MDM) a t ravés del  

receptor TLR2 ex presado q ue c onducen a  l a pr oducción de  es tallido r espiratorio 

principalmente (H2O2, O-2) y citocinas pro-inflamatorios, importantes en la defensa del 

hospedero, así como IL-10 con papel en la homeostasis.  
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11. CONCLUSIONES  
 

1. Probióticos de bacterias lácticas como LGG, L rhamnosus, L helveticus y 

L. caseí derivadas de pr oductos c omerciales ac tivan a macrófagos 

humanos. 

 

2. Los macrófagos ac tivados por  l as bacterias l ácticas i nducen 

mecanismos m icrobicidas dependientes d el ox ígeno, t al es  el  c aso d e 

estallido respiratorio. 

 

3. Los e fectos inmunitarios inducidos por  l as bacterias l ácticas c omo l a 

producción del  es tallido r espiratorio fueron dep endientes d e l a 

concentración y cepa probiótica analizada. 

 
4. La es timulación de macrófagos por  b acterias lácticas LGG, L  

rhamnosus, L helveticus y L. caseí inducen la síntesis de citocinas pro-

inflamatorias ( IL-8 y T NF-α) de forma temprana y también anti-

inflamatorias (IL-10) pero tardíamente.  

 

5. El a nálisis d e lo s p robióticos de bac terias lácticas en l a ac tivación de 

macrófagos, sugiere que estas bacterias son estímulos pro-inflamatorios 

que podr ían c oadyuvar a r eforzar l a respuesta i nmunitaria del 

hospedero. 

 
6. Las bacterias lácticas activan al factor de transcripción NF-κB p65. 

 
 

7. La pr oducción de l a IL-8 i nducida por  l as c epas probióticas sugiere la 

participación del receptor de TLR2. 
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12. PERSPECTIVAS 

 

Con bas e e n l os dat os ob tenidos en l a pr esente tesis, s urgen nuevas 

oportunidades de investigación. 

 

 Analizar el  pa pel d e estas bacterias pr obióticas de  l actobacilos en l a 

polarización de macrófagos (M1, M2). 

 
 

 Evaluar l a c ontribución de pr obióticos de bac terias l ácticas en 

macrófagos obtenidos de hospederos con algún inmunocompromiso, por 

ejemplo la desnutrición. 

 
 

 Estudiar el efecto del  Lactobacillus c aseí en l a r espuesta i nmune de 

macrófagos, en condiciones de pre-activación (inflamación ac tiva) en 

modelos animales (murinos) o estudios in vitro. 

 
 

 Evaluar la posible propiedad adyuvante de Lactobacillus rhamnosus GG, 

L. rhamnosus,  L helveticus y L. caseí a otros antígenos 
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14.  ANEXO  

 

 Tratamiento de cubreobjetos circulares de vidrio (9mm) para cultivo de 
tejidos. 

 
Cortar los cubreobjetos con ayuda de un lápiz de punta diamante y una platilla 

para obtener discos de 9mm de di ámetro. Colocar de 20 a 24 di scos en un a 

caja Petri y cubrirlos con EtOH al 70% durante 5 días. Transcurrido ese tiempo 

se r ealizan 7 l avados de 15 m inutos c ada uno c on ag ua de stilada y  en  

agitación constante. Posteriormente se cubren los discos con HCl 1 M durante 

30 minutos con agitación, enjuagar con agua destilada o bidestilada y retirarlos 

de la caja Petri para su secado en condiciones ambientales. 

Una vez secos, colocar en c ajas Petri papel f iltro y se esterilizan en autoclave 

en seco. 

 
 
 

 Ajuste de Células mononucleares 16x106 células/ml. 
Realizar el conteo de células mononucleares por el método de exclusión de 

azul de t ripano, se r ecomienda q ue l as c élulas m ononucleares s e 

encuentren resuspendidas en 6mL de SSF al 0.9% 

 
 

 

 

 

Ejemplo de ajuste celular: 

(448 células)x(104)x(2)x(6ml) = 53,760,000 células/ml 

 

53,760,000 células--------6mL 

 16 x106 células------------x 

X= 1.8mL 

En un volumen de 1.8mL se tienen 16 x106 células mononucleares. 

�
Número de Células

Número de cuadrantes��
Factor de la

cámara � �Factor de 
dilución � �Volumen en

suspensión�=
𝑁𝑁ú𝑚𝑚. 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙

𝑚𝑚𝑙𝑙
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 Ejemplo r epresentativo de  e stímulos: relación cé lula efectora v s 
bacteria (1:500) 

 

Las c uatro b acterias probióticas s e r esembraron y  s e dej aron en  i ncubación 

durante 24h a 37°C, posteriormente se cosecharon y se realizaron los lavados 

correspondientes para cuantificar l as UFC como se indicó en el  apartado 8 .2 

Crecimiento bac teriano y  c uantificación d e l as U nidades F ormadoras d e 

Colonias (UFC) de probióticos de Lactobacillus. 

 

Se determinaron las UFC/ml de L. rhamnosus GG (Absorbancia 0.906) 

 

 

 

 

Aref 0.906 ≡ 2.86x108 UFC/ml 

 

Una v ez q ue s e det erminaron l as U FC/ml, f ue el  r esultado q ue s e t omó d e 

referencia para los posteriores cálculos.  

 

Para preparar los estímulos se hizo una resiembra de cada bacteria probiótica 

24h antes d el e nsayo, d e i gual manera se l avaron y  s e m idió l a A bs. 

Posteriormente s e r ealizó una r elación e ntre esta a bsorbancia (1.409) y  l a 

absorbancia de referencia (Aref 0.906). 

 

0.906 Abs   →    2.86x108 UFC/ml 
 1.409 Abs →    X=  0.4x109 UFC/ml 
 
 
En 10 00 µl  s e t ienen 0.4x109 UFC/ml, s e q uiere s aber c uántas UFC hay  en 

100µl de muestra requerido para el ensayo de quimioluminiscencia. 

 

0.4x109 UFC/ml    →   1000 µl 
             4.4x107 = X --  100 µl 
 
 

286 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙 (105) 
0.1 𝑚𝑚𝑙𝑙

= 2.86 𝑥𝑥 108𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈/𝑚𝑚𝑙𝑙 
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Considerando que en cada cubreobjetos se adhieren 1x105 monocitos, se hace 

la relación célula efectora vs bacteria. 

 
 

4.4𝑥𝑥107

1𝑥𝑥105
= 445 

Por lo que es una relación 1:445 

A par tir de es te l ote de abs orbancia 1 .409, s e c alcularon 1:10, 1: 50, 1:100, 

1:250, 1:500 y 1:1000 

Ejemplos 

• 1:50 
Aref    0.906 ≡ 2.86x108 UFC/ml 

ALGG 1.409 

 

1x105 *50 = 5x106 bacterias en 100µl requeridos para el ensayo. 

   0.4x109  UFC →  1000µl 
5x106 bact→ X= 12.5µl 
 
Se r equirieron 12. 5µl del  l ote d e LGG Abs 0. 906 y  s e ag regó 87. 5µl de 

Hank´s (se preparó por triplicado). 

 

• 1:500 
Aref    0.906 ≡ 2.86x108 UFC/ml 

ALGG 1.409 

1x105 *500 = 50x106 bacterias en 100µl requeridos para el ensayo. 

   0.4x109  UFC →   1000µl 
50x106 bact→ X= 125µl 
 
Se r equirieron 125µl  del  l ote de LGG Abs 0. 906, pos teriormente es te 

volumen s e c entrifugó a 50 00rpm/5min, s e r etiró el  s obrenadante y  s e 

resuspendió en 1000µl de Hank´s (se preparó por triplicado). 

 

Estos pr ocedimientos s e r ealizaron par a l as c uatro c epas pr obióticas d e 

Lactobacillus y cada una de las relaciones célula efectora vs bacteria. 
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 MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANOS 

 Difco ™ Lactobacilli MRS agar y caldo (1L). 
  

Proteosa peptona N º 3 10,0 g 
Extracto de Carne 10,0 g 
Extracto de Levadura 5,0 g 
Dextrosa 20,0 g 
Polisorbato 80 1,0 g 
Citrato de amonio 2,0 g 
Acetato de Sodio 5,0 g 
Sulfato de magnesio 0,1 g 
Sulfato de Manganeso  0,05 g 
Fosfato dipotásico 2,0 g 
Agar 15,0 g 

 

Suspender 70g  d el p olvo en 1 L d e ag ua desionizada y  her vir hasta 

disolución completa. Ajustar el pH a 5.2.  

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos  

Difco ™ lactobacilos MRS caldo consta de los mismos ingredientes sin el 

agar.  

 

 Difco ™ lactobacilos MRS/NaCl 4%, agar y caldo  
 

Proteosa peptona N º 3 10,0 g 
Extracto de Carne 10,0 g 
Extracto de Levadura 5,0 g 
Dextrosa 20,0 g 
Polisorbato 80 1,0 g 
Citrato de amonio 2,0 g 
Acetato de Sodio 5,0 g 
Sulfato de magnesio 0,1 g 
Sulfato de Manganeso  0,05 g 
Fosfato dipotásico 2,0 g 
NaCl 4,0g 
Agar 15,0 g 

 

Suspender 70g  del  pol vo y 40g de N aCl e n 1L de ag ua des ionizada, 

hervir hasta disolución completa. Ajustar el pH a 5.2.  

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.  

Difco ™ lactobacilos MRS caldo consta de los mismos ingredientes sin el 

agar.  
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 MEDIOS DE CULTIVO CELULAR  

 

 

 Medio para monocitos. RPMI–1640 Gibco®/ SFB 10% / PSH 25% 
(1 ml). 
 

RPMI–1640 Gibco® 650 µl 
SFB Gibco® 250 µl 
PSH 100 µl 

 

Preparar en condiciones de es terilidad en la campana de flujo laminar, 

colocar en tubo eppendorf y resuspender perfectamente.  

 

 

 Medio para monocitos. RPMI–1640 GIBCO®/ SFB 10% (50 ml). 
 

RPMI–1640 Gibco® 45 ml 
SFB Gibco® 5 ml 

 
Colocar en  un tubo para c entrifuga C orning es téril ( 50 ml) en  l a 

campana de flujo laminar.  

 

 

 

 Medio de cultivo para células HEK (HEK-hTLR2 y HEK-null)/10% 
SFB con Blasticidin S 0.01 mg/ml 
 

DMEM high glucose 4.5 g/L Gibco®  
SFB Gibco®  
Blasticidin S  
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 SOLUCIONES 

 

 Pool de Suero Humano (PSH). 
Recolectar suero humano de 10 a 20 individuos y congelar a -70°C. 

 

 

 Solución Salina Fisiológica SSF 0.9% pH=7.2 (1L). 

NaCl 9.0 g 
 

Pesar 9g  de N aCl y disolver en 1L de ag ua des tilada, pos teriormente  

ajustar pH= 7.2 con NaOH 1M. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 

20 minutos. 

 

 

 Solución sal ina B alanceada d e H ank´s ( HBSS) l ibre d e r ojo de f enol 
pH=7 
 

Agua destilada  1000mL 
Dextrosa o glucosa 1.0 g 
Cloruro de sodio 8.0 g 
Cloruro de potasio 0.4 g 
Cloruro de calcio 0.14 g 
Sulfato de magnesio 0.10 g 
Cloruro de magnesio 0.10 g 
Bicarbonato de sodio 0.35 g 
Fosfato de sodio monobásico 0.06 g 
Fosfato de sodio dibásico 0.06 g 

 

Pesar cada uno de los reactivos, disolver en 500ml de agua destilada en 

el or den d e ap arición, una v ez di sueltos aforar a 10 00ml y ajustar a 

pH=7  

Los aj ustes d e pH  se r ealizan c on N aOH 1M =1N o H Cl 1M =1N. 

Esterilizar por el método de filtración usando una membrana de 0.22µm. 

Conservar en refrigeración. 
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 ZYMOSAN A de Saccharomyces cerevisiae 1mg/ml (Sigma Z4250). 
 

Zymosán A 200 mg 
SSI 20 ml 

 
Colocar 200 mg de Zymosán A en 20ml de SSF, calentar en baño maría 

durante 30 m inutos, pos teriormente centrifugar a 50 00 r pm/10 m in. 

Realizar dos  l avados c on S SF y ens eguida hac er al ícuotas de 1 ml e n 

tubos eppendorf. Conservar en refrigeración a -20°C. 

 

 Opsonización de Zymosán 
 

Zymosán A 1 ml 
Suero AB 200 µl 
Hank´s 800 µl 

 
Preparar en el  m omento de s er ut ilizado. Descongelar el  z ymosán a  

temperatura ambiente y posteriormente centrifugar a 5000 rpm durante 5 

minutos, q uitar el  s obrenadante y  r ealizar u n l avado c on S SF. Retirar 

nuevamente el  s obrenadante, r esuspender el  zymosán c on 800µl de 

solución de H ank´s y añadir 200µl d e s uero A B; ho mogenizar 

perfectamente. Incubar a 37° C durante 30 min en estufa con atmósfera 

de C O2 al 5%  o en b año d e ag itación a l a misma t emperatura. 

Transcurrido ese tiempo, retirar de incubación y centrifugar a 5000 rpm/5 

min, q uitar el s obrenadante y  c onservarlo. R ealizar dos  l avados al  

zymosán opsonizado y resuspender en 1 000 µl  de s olución de Hank´s. 

Conservar a temperatura ambiente mientras se usa. Figura 32. 
 

 Zymosán activado por suero (ZAS) 
El s obrenadante q ue s e obt uvo de l a op sonización del  z ymosán s e 

coloca en baño maría a 56°C durante 30 minutos para inactivarlo. Retirar 

del bañ o y  en c ondiciones as épticas r ealizar al ícuotas de 20 -50μl en 

tubos eppendorf de  0.6 mL. Congelar de -20°C a -80°C para ev itar su 

degradación. 
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Figura 3 2. O psonización d e Z ymosán e Inactivación d e s uero activado p or 
zymosán. 

 

Descongelar 
Zymosán y 

centrifugar a 
5000rpm 

5min 

Incubar a 37°C 30min 
en atmosfera de CO2 

al 5% 
 (Resuspender  

ocasionalmente). 

Lavar el 
Zymosán 

opsonizado con 
1000µL HANK´s. 

homogenizar 
(1 lavado) 

 

Resuspender  
Zymosán 

opsonizado con 
1000µL HANK´s. 

 
  

Retirar de 
incubación y 
centrifugar a 

5000rpm/5min. 

Inactivar el Suero 
activado por 

Zymosán (ZAZ) 

Preparar stock 
de Zymosán y 
almacenar a 
4°C  hasta su 

uso. 

800µL 
Hank´s 

+ 
200µL 

Suero AB 
 

Resuspender el 
Zymosán en 1000μL 

de SSF  al 0.9%. 
Centrifugar a 

5000rpm/ 5min. 

Retirar 
sobrenadante 

(SSF). 

Separar 
sobrenadante 
(ZAZ) a otro 
eppendorf. 

Colocar en 
baño maría a 
56°C el tubo 
eppendorf 

que contiene 
el ZAZ. 
30 min. 

Retirar del 
baño maría el 

ZAZ 
inactivado. 

Realizar 
alícuotas de 
20μL a 50μL. 

 
Congelar de 

 -20°C a -80°C. 
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 Luminol 0.8x10-4M (Sigma) 

luminol 0.0141 g 
DMSO 282 µl 
Hank´s  

Pesar 0.0141 g de luminol y disolver en 282µl de DMSO. Posteriormente 

aforar a 100 ml con Hank´s. Esterilizar por filtración. 

 

 Solución de EtOH 70% (100ml). 

Etanol absoluto 70 ml 
Agua destilada 30 ml 

Mezclar ambos reactivos en un tubo. Conservar en refrigeración. 

 
 Buffer de carbonatos 0.1 M pH=9.5 (1.0 L) 

 

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 7.13 g 
Carbonato de sodio (Na2HCO3) 1.59 g 
Agua destilada 1000 ml 

 
Disolver los reactivos en 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 9.5 con 

NaOH 1 0 N.  Us ar recién preparado o dentro de  l os 7 días d e 

preparación. Almacenar a 2-8°C. 

 

 Solución Buffer de Fosfatos-PBS pH=7.0 (1.0 L) 

Cloruro de sodio (NaCl) 8.0 g 
Fosfato de sodio dibásico anhidro (Na2HPO4) 1.16 g 
Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) 0.2 g 
Cloruro de potasio (KCl) 0.2 g 
Agua destilada  1000ml 

 

 Solución de lavado (PBS/ 0.05% Tween-20) 

PBS 500 ml 
Tween-20 250 µl 

 
Usar recién preparado o dentro de los 3 días de preparación. Almacenar 

a 2-8°C. 

 Solución de bloqueo (PBS/SFB 10%) pH=7.0 (50 ml) 

PBS 50 ml 
SFB 5 ml 
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 Solución de paro. Ácido sulfúrico 2 N (100 ml) 

H2SO4 10.66 ml 
Agua destilada 100 ml 

 
 Buffer de lavado 1X (200 ml) 

Buffer de lavado 10X 20 ml 
Agua Ultrapura 180 ml 

 

Almacenar el buffer a 4°C durante 7 días, máximo. 

 

 Buffer de permeabilización 1X (20 ml) 

Buffer de permeabilización 10X 2 ml 
Agua Ultrapura 18 ml 

 
Almacenar el buffer a 4°C durante 7 días, máximo. 

 

 Buffer de lavado II 1X (200 ml) 

Buffer de lavado II 20 ml 
Agua Ultrapura 180 ml 

 
Almacenar el buffer a 4°C durante 7 días, máximo. 

 
 Solución de fijación. 

Paraformaldehído 16% 3.0 ml 
Buffer de lavado 1X 9.0 ml 

 
Calentar a 37° C antes de us ar. Preparar una solución nueva para cada 

ensayo. 

 

 Solución Anticuerpo Primario. 

Anticuerpo primario NF-κB 24 µl 
Buffer de lavado 1X 6.0 ml 

 
 Solución de tinción Anticuerpo Secundario. 

Colorante de Hoechst 3.0 µl 
DyLight 488 de cabra Anti-conejo 12.0 µl 
Buffer de lavado 1X 6.0 ml 

Preparar la solución justo antes del ensayo. 
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