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1. Resumen

Las células polimorfonucleares (PMN) son componentes esenciales de la
inmunidad innata y pioneras de la respuesta inflamatoria a través de la secrecion
de diversas moléculas como citocinas, defensinas y la producciéon del estallido
respiratorio (02, Hz02). El conocimiento de la interaccion molecular, entre
bacterias comensales del intestino, como Lactobacillus y 1os PMN es controversial.
En el presente trabajo, utilizando un modelo in vitro, se analiz6 el efecto bioldgico
de la bacteria probioética Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) sobre células PMN
purificadas de concentrados leucocitarios de donadores de Banco de Sangre. Las
células PMN se purificaron por tratamiento con solucién litica y su viabilidad se
determin6 por el método de exclusion de azul de tripano. Las células PMN se
retaron con diferentes concentraciones de LGG viable e inactivado y se evaluaron
las siguientes funciones inmunes: 1) La producciéon de estallido respiratorio
mediante el método de quimioluminiscencia (QL), ampliada por luminol, a la par
de testigos negativo y positivo (PMN no estimulados y estimulados con Zymosan).
2) La sintesis de citocinas IL-8, TNF-a e IL-13 por el método de ELISA después de
24 horas al reto de LGG, y 3) La capacidad microbicida contra los patégenos
bacterianos Staphylococcus aureus (ATCC 2529), y Escherichia coli (ATCC 35128)
mediante el método de dilucion en placa y conteo de las UFC después de 60
minutos. Los resultados mostraron que el LGG induce el estallido respiratorio en
los PMN, en picos de quimioluminiscencia de 202.35+ 16.56 mv/mL con el LGG
inactivado por calor, a diferencia del LGG viable que produjo 138.11+12.58
mv/mL. Estos picos de quimioluminiscencia fueron dependientes a Ila
concentracion del lactobacilo. Asi mismo, la cinética de activacion mostré una
extension bajo la curva de quimioluminiscencia muy similar a la observada con el
estimulo de Zymosan (testigo positivo), la cual se alcanzé entre los 15 y 20
minutos. Sin embargo, los picos observados en la respuesta a LGG fueron dos veces
menores al observado en la respuesta al Zymosan (202.35£16.56 vs 341.15+2.77
mV). Asi también, la respuesta oxidativa fue mayor con el LGG inactivado

comparado con el bacilo viable. El analisis de la sintesis de citocinas mostré
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efectos diferenciales en las concentraciones de IL-8, TNF-a e IL-1f3. La produccion
de estas citocinas fue de 192.29+36.35, 113%15.5 y 152.5%14.84 pg/mL
respectivamente. La condicion de LGG viable produjo mayor concentracion de
citocinas en comparacion al inactivado (108.5+23.3, 22.5+£7.7, y 36.5+2.12 pg/MlI
para IL-8, TNF-a e IL-1f respectivamente). Ademas, la preincubaciéon de los PMN
con LGG inactivado por 60 minutos en relacion 1:10 (célula/bacteria) indujo un
aumento del 28 % en la capacidad bactericida de los PMN contra E. coli y S. aureus,
comparado al tratamiento con LGG no viable. Estos resultados demuestran
propiedades inmunoestimuladoras de LGG en la funcién inmunitaria innata de las
células PMN humanas en un sistema in vitro siendo estos efectos dependientes a la

concentracion y viabilidad de LGG.



2. Introduccion

“La ignorancia afirma o niega rotundamente; la ciencia duda”

Francois Marie Arovet Voltaire

2.1 Caracteristicas generales del probiotico de Lactobacillus rhamnosus GG

Las bacterias acido lacticas (BAL) constituyen un grupo heterogéneo de
microorganismos Gram positivos, no patoégenos, no toxigénicas, fermentadoras,
caracterizadas por producir acido lactico a partir de carbohidratos. Esta
particularidad las hace utiles como cultivos iniciadores para los procesos de
fermentacion de alimentos. Sin embargo, varias de las BAL también comparten otros
rasgos comunes como ser aerotolerantes, no forman esporas, no reducen el nitrato y

no producen pigmentos (Douillard, et al., 2014; Klaenhammer, et al., 2008).

El grupo se subdivide en bacterias homo y heterofermentativas en funcién de los
productos de su metabolismo. Las homofermentativas se caracterizan porque el Uinico
producto de fermentacidn de los carbohidratos es el acido lactico, mientras que las
segundas pueden originar ademas diéxido de carbono, etanol o acido acético. Asi
mismo, BAL forma parte de los comensales del tracto intestinal y genital humano

(Klein et al., 1998 Papadimitriou, et al., 2016).

Existen reportados 13 géneros distintos de BAL entre ello, Lactobacillus representa el
grupo mayoritario; utilizado en la obtencién de alimentos y bebidas fermentadas.
Ademas, Lactobacillus ocupa un lugar importante dentro de las bacterias definidas

como probioticas (Monteagudo, et al., 2011).

Este concepto de las bacterias probioticas, fue sefialado desde los trabajos de
Metchnikoff en 1908 cuando sugirid la teoria de que la larga vida de los agricultores

de Bulgaria era debido al consumo de productos de leche fermentada (Delcenserie, et



al, 2008, Mackowiak, et al, 2013). En la actualidad, las bacterias probidticas estan
definidas por la organizaciéon mundial de la Salud y la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO/WHO) como: “Microorganismos
vivos que administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del

hospedero”.

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) es una de las bacterias probiéticas de las BAL mas
estudiadas (Vandenplas, et al,, 2015; Yan, et al., 2012). Ademas, LGG forma parte de la
microbiota intestinal en los seres humanos, esté bacilo fue aislado de muestras de
heces de adulto humano por Sherwood Gorbach y Barry Goldwin, de alli las siglas GG,
integradas al nombre genérico de la bacteria lactica. Esta cepa presenta caracteristicas
asociadas a las bacterias probioticas, entre ellas, la capacidad de resistencia al acido y
a la bilis, sus caracteristicas de crecimiento y su potencial de adhesion al epitelio

intestinal (Ardita, et al., 2014; ] Palva, et al., 2012).

En la mayoria de los reportes cientificos, el impacto de las bacterias probidticas se ha
analizado de acuerdo a su capacidad de activacién sobre diferentes sistemas del
hospedero como el nutricional, el metabdlico y el inmunolégico (Singh, et al., 2013;

Kubiszewska, et al., 2014; Lin, et al., 2014)

2.2 El Sistema inmune innato y los probioticos

La inmunidad innata representa la primera linea de defensa en contra de los
microorganismos patogenos. Estas vias innatas son independientes a las
caracteristicas per se del patoégeno involucrado y son alertados en el momento
inmediato de la entrada del microorganismo debido a que la gran mayoria de sus

componentes son constitutivos (Riera, et al., 2016; Chaplin, et al., 2010).

El sistema inmune innato, se caracteriza por utilizar proteinas codificadas en linea

germinal para identificar, mediante un nimero restringido de receptores, sustancias
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extrafias y moléculas invariantes presentes en los patdgenos. Estas moléculas
receptoras pueden estar en la superficie de las células inmunes, en los
compartimientos del citoplasma o en forma soluble y reciben el nombre de las siglas
de PRRs (receptores de reconocimiento de patrones), entre ellos el grupo de los TLR

(receptores tipo Toll) que son de los mas importantes (Kawali, et al,, 2010).

Los PRRs reconocen estructuras invariantes o altamente conservadas denominadas
PAMP’s (patrones moleculares asociados a patégenos) que son compartidas por un
grupo importante de microorganismos (Kumagai, et al., 2010). Estos PAMP’s son
expresados en diferentes patégenos, por ejemplo, LPS, peptidoglicana (LPG) y acidos
lipoteicoicos de bacterias gram positivas, acidos micolicos (Micobacterias) y

flagelinas, entre otras (Bianchi, et al., 2007).

Los probidticos de Lactobacillus, al igual que otras bacterias gram positivas, poseen
moléculas conservadas denominadas MAMP’s (patrones moleculares asociados a
microorganismos), expresados su pared celular. En los ultimos afios a estas MAMPs
se les atribuye un papel importante en el reconocimiento por el sistema inmune
innato del hospedero (Figura 1). Entre las moléculas de MAMPs se citan a la LPG, los
acidos lipoteicoicos (LTA), los ex polisacaridos y las distintas glicoproteinas

secretadas por estas bacterias (Newman, et al., 2013)

En las interacciones de MAMP-PRR en las bacterias comensales se ha documentado a
la pared celular como un factor prioritario en el contacto. Sin embargo, en estudios
por Lebeer y col, (2010), sugieren que el resultado final de la respuesta en las células
del hospedero depende de la combinacién de los distintos MAMP’s que interactian
con varios PRRs y asociados a correceptores pueden afinar la sefializacién en funcion

de la concentracion de estos MAMP’s (Abreu, et al., 2010; Bron, et al., 2013).
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Figura 1. La interaccion molecular de los componentes de superficie de lactobacillus y los receptores del sistema inmune

innato. Los polisacéridos de la superficie del lactobacillus pueden también contribuir también en las moléculas MAMPs
de estas bacterias.

(Bron, 2013)

Estudios previos han identificado los MAMP’s de los probioticos y éstos, como ya se
citd, se encuentran distribuidos sobre la pared celular de estas bacterias
(Kleerebezem, et al., 2010). También, parte de los efectos benéficos de los probioticos
se han asociado al contacto directo entre la célula del hospedero con la bacteria
probiotica viable (Adams, et al., 2010; Ohashi, et al., 2009). Por el contrario, en otros
reportes se menciona que algunos factores solubles, derivados de los probiéticos,
tienen también la propiedad de modular directamente la produccion de citocinas y de

regular respuestas inmunes innatas en el hospedero (Mokrozub, et al., 2015).



Trabajos previos han demostrado que ciertos probidticos pueden modular respuestas
inflamatorias mediado por los PRRs en el intestino con impacto directo en las
funciones de las células intraepiteliales y células presentadoras de antigeno (Roselli,

etal, 2007; Zhang, et al., 2010).

En estudios recientes, se han propuesto varios mecanismos de los factores solobles de
los probidticos para la modulaciéon del intestino. Pefia y colaboradores (2003)
reportan la inhibicién de TNF-a y la relacion de TNF-a/IL-10 por LGG en el modelo de
macroéfagos de ratones, con un efecto anti inflamatorio, independiente del contacto de
las células probiéticas. Asi mismo, utilizando la cepa de L. rhamnosus GG, para indagar
el mecanismo molecular por el cual los probiéticos regulan células intraepiteliales,
Yan F y colaboradores (2013) reportan la purificaciéon de dos proteinas derivadas de

esta bacteria (p75 y p40) con papel potencial en la respuesta inmune.

Estas proteinas solubles activan proteinas de sefalizacién del grupo Akt, inhiben la
apoptosis de células epiteliales por citocinas, promueven el crecimiento celular en
células epiteliales de colon humano y también en explantes de colon de ratdn,

observando reduccion del dafio de colon inducido por el TNF-a (Yan, et al., 2012).

En otros estudios de cultivo celular de lineas epiteliales humanas, se demostr6 que el
LGG era igualmente efectivo, tanto viable como inactivado (por UV), para la

disminucién de IL-8 en epitelio intestinal (Lopez, et al., 2008).

En otros trabajos se ha demostrado que las bacterias probidticas inactivadas, viables o
sus productos liberados, tienen efectos similares en modelos tanto in vitro como in
vivo, que los hacen candidatos para la regulacion de citocinas proinflamatorias
inducidas por moléculas tipo PAMP’s, (por ejemplo, LPS de las bacterias gram

negativas).

También se han demostrado, los efectos beneficos con ciertos grupos de probiéticos,
en el hospedero tanto en condiciones de salud como de enfermedad. Asi mismo se ha
analizado la interacion de estos microorganismos con las células del epitelio y como

intraccionan con el sistema inmune. (Frei, et al., 2015).



Esta documentado también que los probioticos contribuyen a regimenes alimentarios
saludables y, en los ultimos afios, se le atribuyen papeles importantes relacionados a
la gestion de la enfermedad e inmunidad del hospedero esto debido a que los
probioticos bloquean el efecto de bacterias atogenas por la sintesis de sustancias
bactericidas y compiten con el microorganismo patogeno por la adherencia al epitelio

gastroitestinal. (Kemgang, et al., 2014)

Parte de estas funciones benéficas se han estratificado en diferentes acciones
reguladoras de la respuesta del hospedero, entre ellas la via metabdlica (sintesis de
otros componentes), y funcion homeostatica (mantenimiento de la composicién de la
microbiota intestinal) por un aumento en la reistencia de las celulas epteliales que
proveen una barrera funcional y estimulan la respuesta protectora mediando las

rspuestas del epitelio gastrointestinal via NF-«kB (Ashraf, et al., 2014).

Ademas, las bacterias probidticas (por ejemplo, lactobacillus) son constituyentes de la
microbiota natural del intestino y han sido propuestos con efectos potenciales para
revertir la disbiosis (desequilibrio de la microbiota) y restaurar la tolerancia hacia la

microbiota (Sartor, et al., 2008; Gareau, et al., 2010).

otra investigacion importante de estas acciones también es en el campo inmunoldgico,
al tener un efecto positivo sobre el aumento de la respuesta inmunitaria por su
participacion en la protecciéon local de la mucosa al competir o antagonizar contra
microorganismos patogenos y contrarrestar la disbiosis, asi como en la

inmunomodulacién (Forsythe, et al., 2010; Singh, et al., 2013).

En la inmunomodulacién del intestino, la interaccion de los probiéticos con células
presentadoras de antigeno, por ejemplo, dendriticas y macréfagos induce a que
secreten citocinas, que regulan la funcién de células T reguladoras llevando a la

inmunomodulacién (Figura 2).
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Figura 2. Importancia de los probidticos en la salud del intestino humano. Los probidticos desarrollan un papel
importante en el mantenimiento de la microbiota intestinal, composicidon, metabolismo e inmunidad. Ademas, los
probidticos disminuyen el riesgo de infecciones y refuerzan la mucosa intestinal

(Singh, et al., 2013)

Las acciones de los probidticos contra la adhesion del patégeno involucran distintas
vias, como la competencia de sitios de adhesion en las células epiteliales intestinales.
Esta interaccion puede activar o no mecanismos de respuesta inflamatoria, a través de
la activacion de las células inmunitarias como macrofagos y dendriticas. Otros
mecanismos incluyen la liberacion de bacteriocinas, cambios del pH y Ila

neutralizacion de toxinas (Kemgang, et al., 2014) (Figura 3).
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(Singh, et al.,, 2013)

El potencial inmunomodulador de las bacterias probidticas tiene interés como opcion
profilactica y terapéutica en diversos trastornos, que van desde la diarrea a la alergia.
Sin embargo, los estudios clinicos y de intervencién con probidticos no son
universalmente eficaces. La mayoria de la proteccion por los probidticos se ha
asociado a vias respiratorias y gastrointestinales. Por ejemplo, el probiético conocido
como LGG muestra resultados prometedores en la prevencién de la enfermedad
atopica (Foolad, et al., 2014),el alivio de la diarrea (Guandalini, et al, 2011) y la
prevencion de infecciones del tracto respiratorio en nifios (Hojsak, et al, 2010),
mientras los resultados en la enfermedad de Crohn son menos prometedoras (Jiang, et

al, 2011; Bonaccorsi, et al, 2016). Claramente, el momento de la aplicaciéon y la
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gravedad de las condiciones del hospedero per se son factores importantes en la

determinacion de la eficacia de los probioticos.

Varias de las moléculas inmunomoduladoras de las bacterias probidticas son MAMP’s,
mismas que pueden interactuar con moléculas como los receptores tipo Toll (TLR’s),
expresados en células epiteliales (IEC) y células dendriticas (DC) en el tracto
gastrointestinal, las cuales parecen ser especialmente importantes en la comunicacion

entre los probioéticos y el hospedero (De Nardo, et al.,, 2015).

La interaccion entre una MAMP y los receptores de PRR en células del hospedero da
como resultado la induccién de las cascadas de sefalizacion. Esta respuesta puede
incluir la produccién de citocinas pro y antiinflamatorias, quimiocinas, moléculas

antimicrobianas y factores citoprotectores (Medzhitov, et al., 2007).

Un aspecto relevante de esas interacciones, se encuentra en la pared bacteriana de
estasbacterias probioticas, la cual representa una entidad dindmica, integrada de
varios componentes como peptidoglicano, polisacarido capsular (CPS), lipoproteinas,
y acidos teicoicos los cuales desarrollan un papel esencial en la modulacién de la

respuesta inmune (Remus, et al., 2011).

Estudios previos, han analizado el efecto de la elasticidad de la pared bacteriana
utilizando microscopia de fuerza atomica (AFM) en las BAL y cepas de bifidobacterias
en su papel al sistema fagocitico de células mononucleares (macrofagos). Los autores
de este estudio (Mokrozub, et al.,, 2015) demostraron que existen diferentes grados
de elasticidad y rigidez en la pared celular de bacterias lacticas, siendo un factor
importante para la sintesis de mediadores inflamatorios como la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la sintesis del 6xido nitrico (NO) por que los
lactobacillus con pared celular mds eldstica tienen mayor capacidad para acumular

metaboitos reactivos de oxigeno que los que tienen una pared celular mas rigida.

Por ejemplo, L delbrueckii, sub especie bulgaris IMV B 7281, presenta una pared
celular mas elastica, en comparacion a L. casei IMV B7280. Estos datos sugieren que

las propiedades de inmunoestimulacién dependen de la hidrofobicidad y lo por tanto,
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es una importante variable a considerar en el efecto biolégico esperado de las cepas

probioticas (Mokrozub, et al., 2015; Schaer-Zammaretti, et al., 2003).

Por otra parte, la interaccién del sistema inmune innato y los probidticos también se
ha sustentado en la activacién y regulaciéon de citocinas pro y antiinflamatorias en
distintas células inmunes de ese sistema, principalmente macréfagos, células
dendriticas y células NK, con efectos diferenciales a la cepa probiéticas empleada. Sin
embargo, el impacto de cepas probiodticas en otras células de la inmunidad innata

como son los neutrofilos es poco conocido.

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN), también cominmente llamados neutroéfilos
son de las mas abundantes poblaciones de leucocitos de la sangre, integran el 50 a
60 % de los leucocitos circulantes (25 x 10° células). Estas células PMN son
componentes criticos de la inmunidad innata que son esenciales en la proteccién del
hospedero contra diferentes microrganismos patégenos y también intervienen en
minimizar los efectos nocivos mediados por el dafio celular. Las células PMN
desarrollan una variedad de funciones antimicrobianas, tal es el caso de la

degranulacion y la fagocitosis (Sadik, et al., 2011)

Es conocido que los neutréfilos producen en forma masiva grandes cantidades de
especies reactivas de oxigeno y otras moléculas que destruyen efectivamente a los
microorganismos patégenos (Fournier, et al., 2012). En el contacto de las células PMN
y los microoganismos patégenos, las especies oxidativas son generadas por un
estallido respiratorio iniciado por la activaciéon de la NADPH oxidasa; esta enzima esta
constituida de un complejo multienzimatico de proteinas denominadas proteinas

phox ensamblado sobre la membrana celular del fagocito (Figura 4).

La activacién de la enzima de NADPH oxidasa en el fagocito incluye la generacion de
varios productos oxidantes (Maghzal, et al., 2012). Los eventos bioquimicos asociados
al estallido respiratorio se agrupan en la sintesis inicial de anién superéxido (02), el
perdxido de hidrégeno (H202) y los productos intermedios del singlete de oxigeno 02
y radical hidroxilo (OH), ademas del sistema de mieloperoxidasa, cuyo sustrato es el

peroxido de hidrogeno para la generacion del i6n hipoclorito. Estas diferentes

12



reacciones se clasifican como mecanismos microbicidas dependientes de oxigeno, asi
como dependientes de mieloperoxidasa (i6n hipoclorito). Esta ultima molécula con

propiedades altamente oxidantes (Wang, et al., 2015).
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Figura 4. Leucocitos polimorfonucleares con su contenido de moléculas antimicrobianas. La NADPH oxidasa induce la
produccién de estallido respiratorio, entre otros mecanismos que se activan como la degranulacién y fagocitosis.

( Fournier, etal., 2012)

Otros componentes, antimicrobianos de estas células incluyen diferentes enzimas
contenidas en sus granulos intracelulares, ademas varias de ellas estan definidas

como péptidos antimicrobianos (defensinas y catelicidinas), mieloperoxidasa, enzimas
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hidroliticas (lisozima, sialididasas y colagenasas), proteasas (captesina G, aurocidin y
elastasa), fosfolipasas catidénicas y quelantes de hierro (lactoferrina), que son
liberadas bajo el contacto con microrganismos. Las células polimorfonucleares son
capaces también de formar redes extracelulares con funciéon antimicrobiana

denominadas NET (trampas extracelulares de neutrofilos).

En los udltimos afos, las trampas extracelulares (NET’s) han sido extensamente
investigadas y es notoria su participacién en la funcién microbicida de estas células
(Papayannoulos, et al, 2009). Asi también, las células PMN son un componente
principal del sistema inmune innato y comprenden la primera respuesta en los sitios

de inflamacién (Sadik, et al., 2011; Amulic, et al., 2012).

Asi mismo, la funcién primaria del sistema innato involucra el reclutamiento de
células inmunes a los sitios de infeccién y su participaciéon en la inflamacién. Esta
funcién es modulada por la sintesis de mediadores inflamatorios como las citocinas
(moléculas de bajo peso molecular involucradas en la comunicacién célula a célula).
Las células PMN'’s, tienen un papel dual, es decir tanto benéfico como nocivo,
dependiente de las condiciones intrinsecas del hospedero. Estos papeles, también

estan presentes durante la inflamacién intestinal (Wallace, et al., 2014).

2.3 El papel de las células PMN en la inflamacion intestinal

La regulacion homeostatica del intestino es compleja e involucra un fino balance al
limitar la respuesta inflamatoria ante un nimero masivo de bacterias comensales
presentes en el lumen. Tres principales componentes contribuyen a la homeostasis
intestinal, el epitelio, los microorganismos intestinales y las células inmunes. Las
células epiteliales intestinales (IEC) forman una barrera fisica protectora en contra de
la microflora comensal presente en el lumen intestinal, es decir, constituyen la

inmunidad constitutiva del sitio.
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Existen varios tipos de macréfagos locales, algunos de ellos encargados de la
fagocitosis de antigenos y otros que ademas de las funciones fagociticas participan en la

amplificacion de la respuesta.

Durante la inflamaciéon intestinal, los monocitos residentes contribuyen al
reclutamiento de neutrofilos a través de sintesis de quimiocinas derivadas de
macrofagos. Los neutrofilos presentes en la sangre censan estos gradientes y
atraviesan el endotelio vascular y llegan a la lamina propia; este evento se considera
parte fisioldgica de la respuesta inflamatoria del intestino. Los neutréfilos son
reclutados a los sitios de infeccién en minutos y la respuesta inmune puede alcanzar

su maximo entre 24 y 48 horas en situaciones agudas. (Ajuebor, et al., 1999).

Bajo ciertas condiciones fisioldgicas o patoldgicas estas células atraviesan el epitelio
dentro del lumen intestinal y liberan moléculas quimioatrayentes, como CAP18,
captesina G y azurocidina. Asi mismo, el arribo de estas células conlleva al
reclutamiento de macroéfagos circulantes, como células de la segunda fase de la
respuesta inflamatoria. En desdrdenes intestinales de etiologia compleja, como colitis
ulcerativa y la enfermedad de Crohn, los dafios al epitelio son notorios, con invasién
de bacterias comensales dentro del espacio subepitelial y el reclutamiento masivo de

neutroéfilos. (Mantovani, et al., 2011).

Sin embargo, la contribucién de estas células es controversial; algunos reportes
sefialan un papel benéfico y otros en deterioro de la enfermedad (Wallace, et al,
2014). Por ejemplo, en modelos de colitis ulcerativa en ratones y de rata la
eliminacién de neutréfilos aumenta la inflamacién sugiriendo a las células PMN con

papel benéfico en la colitis.

En contraste, la eliminacion de los neutrofilos en ratas, usando anticuerpos contra
neutroéfilos, no tiene efectos importantes sobre la severidad de inflamacién. Por lo
tanto, las células PMN’S se han considerado con un pael dicotémico durante la

inflamacion intestinal (Fournier, et al., 2012).

15



La funcién primaria de los neutroéfilos en el intestino es la eliminacion de patégenos
que translocan y atraviesan el epitelio e invaden la mucosa. Estas células contribuyen
directamente al reclutamiento de células inmunes por la sintesis de citocinas y

mediadores muy potentes involucrados en la respuesta inflamatoria. (Figura 4).

La citocina IL-8 es un potente quimioatrayente secretado a la superficie basolateral de
las células intraepiteliales, y por las células PMN activadas de la lamina propia del

intestino (Kucharzik, et al., 2005).

Esta citocina también ejerce funciones importantes sobre otros fagocitos, entre ellos
monocitos y macroéfagos, induciendo la sintesis de otras citocinas proinflamatorias
como IL-1 y TNF-q, que pueden regular la activacién de la inmunidad innata e inducir
sefiales para la activacidn de células T cooperadoras (Newton, et al., 2012). La sintesis
de citocinas es un importante factor de comunicacién intracelular y una via también
en la regulacién de los signos clasicos de la inflamacién (Akris, et al., 2011; Perobelli,

etal., 2015).

Asi mismo, la resolucién de la inflamacion requiere también de la participacion de los
fagocitos para remover los detritus del tejido inflamado y restaurar la homeostasis

(Serhan, et al., 2008).

Diferentes reportes han documentado la contribucion de las células PMN en la
biosintesis de factores de crecimiento, tal es caso del factor del endotelio vascular y
mediadores para la resolucion de la respuesta inflamatoria, como lipoxinas, resolvinas

y protectinas, que facilitan la reparacidn y cicatrizacion tisular (Sylvia, et al., 2003).

Las células fagociticas participan también en la regulaciéndel proceso inflamatorio,
llevan a acabo la sintesis de moleculas como leucotrienos, prostaglandinas y la
lipoxina A4 que posee una potente actividad antiinflamatoria inhibidora del

reclutamiento de PMN al sitio de inflamacidn. (Levy, et al., 2001).

Los neutrofilos también son responsables de participar en la biosintesis de la
resolvina E1 otro mediador anti-inflamatorio, este es un derivado del &cido

eicosapentaenoico producido por la via de la 5- lipoxigenasa (Serhan, et al., 2000). La
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resolvina E1, en asociacion a otros mediadores como el leucotrieno B4 (LTB4) y el
receptor de BLT1 presentes en neutrofilos resultan en una desregulacion negativa de
la actividad de LTB4 (Arita,et al., 2007). Aunque es claro, la contribuciéon benéfica de
los neutroéfilos durante la activacion de la inflamacion respuesta inmune temprana ;
también el exceso del reclutamiento y la acumulacion de los neutréfilos en el intestino
bajo ciertas condiciones patolégicas del hospedero como las enfermedades
inflamatorias del intestino, pueden tener un papel nocivo a la mucosa intestinal. Sin
embargo, el fino balance de la respuesta pro y anti-inflamatoria en los neutréfilos en
cooperacién con otras células representan una estrategia de regulaciéon y homeostasis

del sistema inmune del hospedero (Colgan, et al., 2013).
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(Fournier etal., 2012)
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3. Antecedentes

“La ciencia se compone de errores que a su vez son los pasos hacia la verdad”

Julio Verne

Diferentes estudios han demostrado los efectos bioldgicos de la modulacion de la
barrera intestinal y la respuesta inmune por prebiéticos y probiéticos. Parte de estos
efectos incluyen funciones de homeostasis sobre la mucosa intestinal y efectos de
activaciéon y regulacién de la respuesta inmune en el tejido linfoide asociado a la
mucosa intestinal (GALT). Ademas, de otras funciones, entre ellas el aumentar la
expresion de mucina y la secrecidon de moco para estimular la sintesis de péptidos anti

microbianos. (Bodera, et al., 2008)

Asi también, la transferencia de antigenos por las células M, y la activacion de
respuestas inmunes relacionadas con inmunidad adquirida como la activacion de los
linfocitos T citotoxicos, células NK y de células presentadoras de antigeno con
produccién de citocinas, IL-12 e IL-15 y mantenimiento de la tolerancia por TGF-a e

IL- 10 (Hardy, et al.,, 2013).

En otros estudios, la administracion del Lactobacillus rhamnosus GG induce aumento
de las células productoras de IgA en la mucosa intestinal, liberacién local de
interferones, y también facilita el transporte y la captura de los antigenos por las

células linfoides en las placas de Peyer (Reid, et al., 2003).

Algunas de las cepas bacterianas consideradas como probidticas también pueden
influir en los mecanismos inmunitarios innatos, por ejemplo, la fagocitosis. Estudios
por Perdigon y colaboradores en 1988, demostraron que L. acidophilus y L. casei

aumentan la capacidad de fagocitosis de macro6fagos peritoneales.

Ademas, se demostré que tienen efecto biolégico al aumentar la adherencia de los
leucocitos al epitelio (Perdigon, et al, 1988). Otras cepas como B. lactis HNO19
también aumentan la fagocitosis de células mononucleares de sangre periférica

(Arunachalam, et al., 2000).
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L rhamnosus GG también tiene efecto en la regulacion positiva de la expresion de los
receptores de la fagocitosis como CR1, CR3 Fcy RIIl y FcaR en los neutroéfilos (Pelto, et

al., 1998).

Lactobacillus casei Shirota (probidtico de bacterias Gram positivas) induce la
producién de citocinas pro-inflamatorias en la linea celular de macréfagos J744 Al

(Cross, et al., 2004).

En otros estudios, LGG posee efectos antitumorales en modelo animal de cancer de
vejiga (Lim, et al,, 2002) y la instilacién intra-vesical de LGG en el modelo animal de
cancer de vejiga inducen una afluencia significativa de neutréfilos y células
dendriticas; y los autores sugieren acciones importantes en la migracién de estas
células al sitio de infeccidn y posibles mecanismos de activacién de estas células que

reducen el riesgo a este tipo de cancer (Seow, et al., 2010).

La respuesta anti tumoral de LGG en este modelo de cancer de vejiga favorece la
expresion de moléculas de MHC clase I y la activaciéon de neutréfilos en una primera
fase, aunado a la maduraciéon de células dendriticas en sistemas de cocultivo para
generar linfocitos T citotoxicos en contra de las celulas cancerosas. (Kandasamy, et al,,

2011).

Asi mismo, LGG favorece la secrecion de los antigenos del tumor que activan no solo a
los neutroéfilos, sino también respuestas inmunes especificas (Kandasamy, et al.,

2011).

Estudios recientes sugieren ademas al LGG con propiedades inmunoreguladoras en la
actividad funcional de neutréfilos al ejercer un efecto inhibitorio en la formacién de
las trampas extracelulares de estas células NET (Vong, et al., 2014). Este mecanismo

de accidon anti microbicida de estas células, cominmente conocido como Netosis.

Estos datos proporcionan evidencias de la acciéon de probiodticos, entre ellos LGG en
diferentes mecanismos a la inmunidad innata del hospedero. Sin embargo; la

contribucién de LGG principalmente neutréfilos, es ain controvertido.
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4. Justificacion

No estd en la naturaleza de las cosas que el hombre realice un
descubrimiento subito e inesperado; la ciencia avanza paso a paso y cada
hombre depende del trabajo de sus predecesores”

Sir Ernest Rutherford

Desde 1907, en trabajos reportados por Metchnikoff, se observé que los
microorganismos de diferentes géneros y especies habian sido reconocidos como
probidticos en humanos y animales con un papel protector multifacético. Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) es uno de los probiéticos mas estudiados, su efecto positivo se ha
demostrado en la prevencidn de diarrea asociada con antibiéticos en nifios, asi como
en la resistencia a la infeccion de patégenos del tracto gastrointestinal. Sin embargo,
los mecanismos inmunes que estdn involucrados en los efectos biolégicos son
controversiales. Entender la interaccién de esta bacteria probidtica y las células
polimorfonucleares y las modificaciones que ocurran en la respuesta inmune derivado
de ello, generara informacién de importancia para su uso como un inmunoestimulante

y/o regulador de la respuesta inmune innata principalmente.
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5. Hipotesis

“La formulacion de un problema, es mds importante que su solucion”

Albert Einstein

Si LGG induce la sintesis temprana in vitro de IL-8, IL-13 y TNF-a dependiente de la
concentracion y condicién (viable e inactivado) del probidtico entonces también
aumenta la actividad bactericida de los PMN al reto de Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.
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6. OBJETIVOS

“..las vendas cayeron de mis ojos, las dudas se desvanecieron y una sensacion
de tranquila certidumbre ocupo su lugar”

Lothar Meyer

6.1 Objetivo general

Analizar el efecto in vitro del probiético comercial liofilizado Lactobacillus rhamnosus

(LGG) sobre los mecanismos efectores de células polimorfonucleares (PMN) humanas.

6.2 Objetivos especificos

6.2.1 Evaluar el efecto in vitro de LGG en la funci6on oxidativa de leucocitos

polimorfonucleares (PMN) mediante un ensayo de quimioluminiscencia.

6.2.2 Analizar la sintesis de las citocinas proinflamatorias, IL-8, IL-1B y TNF-a en

leucocitos PMN, estimulados con LGG, por el método de ELISA.

6.2.3 Establecer el efecto del LGG sobre la actividad bactericida de células PMN

retadas con Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

6.2.4 Conocer la contribucion de LGG viable e inactivado (por calor) en las funciones

oxidativa, sintesis de citocinas y actividad bactericida de PMN humanos.
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7. Material y métodos

“La inteligencia consiste no solo en el conocimiento, sino también en la destreza de
aplicar los conocimientos en la prdctica “.

Aristoteles

7.1 Cepa probioética de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)

En este trabajo se utilizé una cepa probiética de Lactobacillus rhamnosus GG aislada de

un producto comercial (Capsulas Culturelle®). El aislamiento de la bacteria probidtica
fue realizado por el Dr. Mariano Garcia y sus colaboradores del Departamento de
Biotecnologia, Universidad Auténoma Metropolitana unidad Iztapalapa, y fue donada
para la elaboracion de la presente tesis. El producto comercial de Capsulas Culturelle®

contiene 5 mil millones de UFC (unidades formadoras de colonias) del probiético

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) viable en la presentacidn liofilizada como se sefiala

en la Figura 6.
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Supplement Facts

Serving Size: One (1) Packet

Amount % Daily Value % Daily Value
PerServing  ages1-3 4+ years of age™

Total Carbohydrate 19 t <1%
Vitamin C 2mg 5% 4%
Lactobacillus GG 5 billion CFUs™* t

ji=mmmnlSss L]
** Percent Daily Values are based on a 2,000 calorie diet. tDaily Value not established.

Other ingredients: Mannitol, inulin, sucrose,
~maltodextrin, sodium ascorbate, and silicon dioxide.

Figura 6. El origen de la cepa probidtica utilizada en este estudio (LGG) fue aislada de producto comercial.
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7.2 Cultivo del probiético LGG en medio de cultivo MRS

La bacteria probiética, donada por el grupo del Laboratorio de Biotecnologia (Dr.
Mariano Garcia Garibay), fue crecida en medio MRS (agar y caldo) a condiciones de pH
5.2 y se incubaron por 18 horas a 37 ¢C. El paquete bacteriano se cosechd en tubos
Eppendorf por centrifugacion a 5000 rpm/5 min (Micro centrifuga Eppendorf
Centrifuge) y las bacterias se lavaron tres veces con solucidn salina fisiolégica (SSF)
bajo las mismas condiciones de centrifugacion y el paquete bacteriano obtenido se

resuspendié en un volumen de 1 mL de SSF.

Durante la cosecha de esta bacteria probiotica se realizaron tinciones de gram para
verificar la morfologia de las bacterias y las caracteristicas de las colonias en
crecimiento sobre placas de agar MRS. La tincién de gram se desarrollé de la
siguiente manera: se preparo un frotis de la cepa probidtica recién cosechada, dejando
secar al aire, posteriormente se adicion6 una gota de cristal violeta (al 10 % en
etanol/95 %, Merck) durante 1 minuto; después se lavé con agua corriente y se
agreg6 una gota de lugol, dejandola otro minuto y posteriormente se retir6 la soluciéon
con agua nuevamente. El frotis se decolor6 con 2 gotas de alcohol/acetona (50 % v/v)
y se enjuagd inmediatamente con agua de la llave para finalmente adicionar safranina
por 1 min. Después, se dejo secar y se observé la morfologia al microscopio dptico en
objetivo de 100X con aceite de inmersidon. Las caracteristicas morfolégicas de

crecimiento de estas bacterias se muestran en la Figura 7.

Cultivo en placa

MRS pH5.2a Bacilos largos Colonias

37eC delgados en forma blanco opacas
de cadenas y cremosas

Figura 7. Caracteristicas generales de la cepa probidtica LGG (crecimiento en caldo, en placa y tincion de Gram).
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7.3 Cuantificacion de las UFC (unidades formadoras de colonias) en LGG

Las bacterias se crecieron en 4 mL del medio MRS caldo y se incubaron a 37 ¢C
durante 18 horas. El nimero de bacterias presentes en esta suspension se analizé por
método de dilucion en placa, brevemente; las bacterias fueron cosechadas por
centrifugacion (5000 rpm/5 min), una suspension ajustada a 1mL fue diluida 1/2 con
SSF (500 pL de suspension bacteriana + 500 pL de SSF). La absorbancia se midi6 en

espectrofotometro (Gene Quant) a una longitud de onda de 600 nm.

En la cuenta de UFC se realizaron diluciones seriadas en un volumen de 10 mL de SSF,
la primera diluciéon de 1/1000 (10 pL de bacteria + 9 990 uL de SSF), la segunda
1/100 (100 pL de bacteria + 9900 pL de SSF) y la tercera 1/10 (1000 uL de bacteria +
9 000 pL de SSF). De la ultima dilucién se inocularon 100 uL por duplicado en una
placa de agar MRS y se dejaron incubar a 37 2C durante 72 h. Después del tiempo de
incubacion se contaron las colonias crecidas en cada placa y se calcularon las UFC

aplicando la formula:

(nimero de colonias )(FD)

= UFC/mL
alicuota inoculada /m

FD=Factor de dilucion (inverso a la dilucion)

Por ejemplo: En la Tabla 1 se muestran los datos de los calculos. Obteniendo asi una

relacion de abs/UFC a 1.373 de absorbancia hay 1.625x10° UFC del bacilo LGG

Tabla 1.Calculos de numero de UFC de Lactobacillus LGG.

Absorbancia Colonias Promedio UFC/mL
1.497 88 98 9.8x108
108
1.373 164 162.5 1.625x10°
161
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7.3 Inactivacidn por calor de probidtico LGG

Se realizé un lote previo de probiético no viable a partir de una resiembra de la cepa
de LGG crecida en caldo MRS. La inactivacién de la bacteria probidtica se realiz6 por

tratamiento de calor, en un bafio de agua a 85 2C durante 15 min (Figura 8).

Cultivo, Mediciéon de la Inactivaciéon de Verificacion de las
concentracién absorbancia a varios lotes de cepas inactivadasy
del paquete 600 nm bacteria por calor almacenamientode
bacteriano de (Bafio de agua a 85 los lotesa -20 °C
LGG °C /15 minutos)

Figura 8. Inactivacién por calor de cepa probidtica LGG* Se prepararon lotes de bacterias probidticas inactivadas en un
solo paso para todos los ensayos de estimulacidn de las células polimorfonucleares. Estos lotes fueron almacenados en
alicuotas suficientes de acuerdo al disefio experimental programado.

Asi mismo, la verificacion de la bacteria inactivada se realizé a través de resiembras

en placas de medio MRS por duplicado, las cuales se incubaron a 37 2C por 48 h.

LGG viable LGG no viable

Figura 9. Crecimiento en placa de LGG viable y LGG inactivado por calor

En los diferentes ensayos realizados con la cepa de LGG no viable se prepararon
alicuotas en volumenes de 1 mL, las cuales se mantuvieron en congelacién a -20 2C

hasta su uso.
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7.5 Obtencién de células polimorfonucleares (PMN) de sangre periférica
humana

Se obtuvieron concentrados leucocitarios del Banco de Sangre del Hospital Infantil de
México, Federico Gomez, de donadores clinicamente sanos. La sangre se diluyé 1/2
con SSF (25 mL de sangre + 25 mL de SSF), homogenizando lentamente en un tubo de

50 mL.

Posteriormente, 10 mL de la sangre diluida se adicionaron lentamente sobre un tubo
de 15 mL conico estéril, conteniendo 3 mL del gradiente Lymphoprep, con ayuda de
una pipeta Pasteur. Esta preparacion fue centrifugada a 2500 rpm durante 25 min
(Centrifuga Universal 32R. hettich Zentrifgen) a 22 ¢C. En condiciones de arranque y
freno minimos para mantener las condiciones dptimas del gradiente. Después de la
centrifugacion se retiraron con ayuda de una pipeta las fases formadas del gradiente

(Figura 10).

Estas corresponden al plasma, plaquetas, células mononucleares (interfase) y el
gradiente de Lymphoprep junto a la banda de células polimorfonucleares y el paquete

de globulos rojos.

Plasma

Mononucleares

Ficoll

Células

PMN ]
Células

PMN

Glébulos
rojos

Gradiente Primer Células Segundo PMN
de choque PMN choque lavados
densidad litico litico con SSF

Figura 10. Obtencidn y purificacion de células PMN de sangre periférica humana.
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La purificacion de las células polimorfonucleares (neutroéfilos) se llevé a cabo por la
eliminacién de eritrocitos mediante tratamientos con 10 mL de solucion litica (ver
anexo) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente las células

obtenidas fueron centrifugadas a 1500 rpm/10 min a temperatura ambiente.

El sobrenadante se retiré y el paquete celular fue tratado con un segundo choque
litico, bajo las condiciones ya descritas. El paquete celular obtenido (PMN) fue lavadé
con 6 mL de SSF, homogenizando lentamente con una pipeta Pasteur y nuevamente
centrifugado a 1500 rpm/5 min (con condiciones maximas de arranque y de frenado).
Finalmente, el paquete celular de PMN se resuspendié en 4 mL de SSF (concentrado

de células PMN).

7.6 Determinacion de la viabilidad de células PMN

Después de la obtencion de los PMN se evalud la viabilidad de estas células en la

camara de Neubauer a partir del concentrado de células PMN (Figura 11).

Diluir 1:2 Cargar Observar al Contar el numero
con azul de con 10pl microscopio de células vivas y
tripano la cdmara muertas

Figura 11. Determinacion de viabilidad de células PMN a través de la exclusidon del colorante de azul de tripano. Las
células se contaron en el cuadrante de células blancas en la cdmara de Neubauer.
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Esta determinacién se realizé en una dilucién de las células 1/2 (10 pL del stock de
células PMN + 10 pL de azul de tripano) con azul de tripano al 4 % (GIBCO). 10 uL de
la suspension, se colocaron para llenar la caAmara. El conteo se realiz6 en uno de los
cuadrantes, visualizando (figura 12) el total de células vivas (refringentes) y el total de

células muertas (azules).

Figura 12. Viabilidad de células PMN. Analisis de las células en microscopio simple en objetivo de 100 x con aceite de
inmersion, la flecha indica las células viables que excluyen el colorante de azul de tripano, en donde hay ausencia de la
coloracién azul, caracteristica de las células muertas.

La viabilidad se expresé en %, determinado por la siguiente formula:

células vivas
( ” - - ) (100) = % de viabilidad
células vivas + células muertas
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7.7 Cuantificacion de células PMN

Al mismo tiempo, también se realizé un conteo del total de PMN obtenidos utilizando
el otro compartimento de la camara de Neubauer. Los PMN se diluyeron 1/5 con
liquido de Turk (10 pL del concentrado de PMN + 40 pL de liquido de Turk) y de esta
dilucién se tomaron 10 pL para llenar la cdmara, la cual fue observada en microscopio

optico (Ver anexo). El numero total de células se determino por la siguiente formula:

( namero de células ) <volumen. fie) ( factor de) ( factor de) _ ntmero de células /
numero de cuadrantes/ \suspension / \ dilucién / \la camara mL

Durante el proceso de purificacién de las células polimorfonucleares se realizaron
tinciones de Wright (Figuras 13 y 14) para visualizar la morfologia tipica de estas
células, por preparacion de diferentes frotis en portaobjetos, asi mismo se realizaron
centrifugaciones en cytospin de las células para varios de los experimentos realizados
en esta tesis. La mayoria de las células por morfologia corresponden a mas del 95 %

de neutroéfilos.

Figura 13. Analisis morfoldgico de las células PMN tefiidas con Diff-Quik (Wright modificado).
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Figura 14. Neutrdfilos purificados de sangre periférica humana. La morfologia también se visualizé por frotis preparados
en centrifuga de cytospin, las laminillas fueron tefiidas por colorante de Diff-Quik (Wright modificado). En estas
microfotografias se puede observar las caracteristicas del nucleo multilobulado de los neutrdfilos en una forma de célula
aplanada

7.8 Evaluacion del estallido respiratorio (funcién oxidativa) de leucocitos PMN
por el método de quimioluminiscencia

La evaluacién de la actividad oxidativa se realiz6 a través de la medicién de la sintesis
de ROS, en las células PMN mediante el método de quimioluminiscencia amplificada

con luminol (Sigma).

La solucién amplificadora se preparé en forma fresca a un stock de una concentraciéon

de 0.8x10-4 M en HBSS (ver anexo).

La respuesta quimioluminiscente amplificada con luminol queda establecida en la

siguiente reaccion:
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Oxidante

o-aminoftalato

N, + Luza~425nm

Figura 15. La interaccion de luminol con las especies reactivas de oxigeno durante el estallido respiratorio

En el protocolo del ensayo de quimioluminiscencia las células PMN fueron ajustadas a

una concentracion de 1x10¢ células/mL en la mezcla de reacciéon (luminol, Hank’s)

con diferentes relaciones de LGG viable e inactivado por calor (2x105, 4x106, 5x107y

2.5x108 UFC). Al mismo tiempo se preparo el control positivo (zymosan opsonizado) y

negativo (PMN/HBSS) como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Preparacion de tubos de reacciéon para medicion de ROS.

Muestra Muestra
Control Control
negativo positivo I.‘GG L(.;G no
viable viable
HBSS 800 uL 700 uL 700 pL 700 uL
2x106cel/mL 100 pL 100 uL 100 pL 100 pL
Luminol 100 puL 100 uL 100 pL 100 pL
Zymosan = | @ -------ee- 100 uL. | e | e
LGGviable | = ---—---- | - 100 u. | e
LGGnoviable @ @ --------- | e 100 pL
Volumen total 1000 uL 1000 pL 1000 uL 1000 uL

Los tubos preparados se colocaron inmediatamente en un equipo de luminémetro

(LKB-1251) el cual fue programado como se indica en la tabla 3.

Tabla 3. Programa de luminémetro.

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
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Este equipo contiene un sistema fotomultiplicador que convierte los fotones liberados
en unidades de corriente eléctrica, de tal forma que la quimioluminiscencia es

expresada en mini volts (MV) por nimero de células.

7.9 Estimulacion de PMN con LGG

Posteriormente se realizé una interaccién de las células con Lactobacillus, por un
ensayo de estimulacion in vitro, que se llevdo a cabo en placas de 24 pozos a

concentracion de 2x106 PMN /500 pL por pozo en medio RPMI-1640/5 % SFB.

Después se adicionaron 50 pL de Lactobacillus inactivados por calor y viables en
concentraciones de 2x10°, 2x10¢y 2x107 UFC, se dejaron incubar a 37 °C en atmosfera
de COz durante 24 horas; transcurrido el tiempo de incubacién se recogi6 el medio de
los pozos y se coloc6 en tubos Eppendorf e inmediatamente se centrifugd
5000 rpm/5 min. El sobrenadante se guardé a -20 2C hasta su uso para la

determinacion de la sintesis de citocinas.

7.10 Evaluacion de la sintesis de citocinas pro inflamatorias (IL8, IL13 y TNFa)
en células PMN por el método de ELISA

La sintesis de citocinas proinflamatorias se evalué por el método de ELISA de las
siglas en inglés (ensayo por inmunoadsorcidn ligado a enzimas) utilizando un kit
comercial OPTEIA PHARMINGEN, San Diego CA, USA. El protocolo fue de acuerdo a las

indicaciones del fabricante.

La técnica de ELISA se realizé sensibilizando una placa de 96 pozos (poliestireno de

alta adherencia) de fondo plano. A cada pozo se adicionaron 100 pL del anticuerpo de
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captura de la citocina a cuantificar. Este anticuerpo fue diluido en solucion
amortiguadora de carbonatos pH 9.2 en una dilucién de 1/250 y se dejé incubar toda
la noche a 42 C. Al dia siguiente y antes de cada adicion del anticuerpo de captura,
deteccién y conjugado, se realizaron lavados mediante la utilizacion de un lavador de

ELISA (Plate Washer modelo A1) de acuerdo al protocolo indicado en la tabla 4:

Tabla 4. Parametros del programa de lavador de ELISA (Das).

SELECT DEL PROGRAM MEMORY MENU
Starting strip 01-12
Number of strip to washing 01-12*
Liquid volumen 300 pL
Plate managenent Wash
Strip washing cycles 01-12*
Strip empty Yes-no
Strip washing delay 30s
Number of cycles 01
Plate starting 0-1 min
Plate incubation 0-1 min
Sabe parameter Yes-no
Insert plate Yes
Run Yes

*El nimero de lavados se llevé a cabo de acuerdo a las indicaciones del inserto para
cada una de las citocinas

Brevemente, después del tratamiento de la placa tratada con el anticuerpo de captura
se lavo tres veces con solucion de PBS/Tween 20 al 0.05 %. Después se agregaron
200 pL de la solucion diluyente (PBS/SFB 10 %, pH 7.0) dejando incubar lhora a
temperatura ambiente y después se realizaron tres lavados. Se agregaron 100 pL del
Rh (recombinante humano) de la citocina (IL-8, IL-1 y TNF-a) o 100 pL de la muestra

colocados por duplicado y se dejo incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, los pozos fueron lavados 5 veces y se les adicion6 el anticuerpo de
deteccién en la dilucion indicada (Tabla 5) para cada citocina, por 1 hora a

temperatura ambiente.
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Tabla 5. Especificaciones de los insertos.

Citocina | Concentracién Concentracion Dilucién del Diluciéon del | Dilucion del
del Rh inicial de la anticuerpo | anticuerpode | conjugado
curva de captura deteccion
IL-8 110 ng/mL 200 pg/mL 1/250 1/250 1/250
TNF-a | 74 ng/mL 500 pg/mL 1/250 1/500 1/250
IL-18 | 34 ng/mL 250 pg/mL 1/250 1/500 1/250

Finalmente se adicionaron 100 pL del sustrato revelador TMB (BD/Pharmingen, San

Diego, CA, USA) por 30 min, protegidas de la luz a temperatura ambiente, la reaccién

fue detenida por la adicion de 50 pL de H2SO4 2N (Figura 16).

Las absorbancias de reaccién fueron leidas en un lector de ELISA (Thermo Scientific

Multiskan FC microplatephotometer, Multiskan F C3.0) a una longitud de 450 nm.

Determinando la concentracidon de las citocinas a través de la interpolacion de las

lecturas en la curva patrén (Figuras 17, 18 y 19).
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Figura 16. Placa de Elisa con curvas (IL-8, TNF- e IL-1B) y las muestras de las citocinas analizadas. El revelado de la placa
se realizd con una solucion de sustrato TMB. El esquema representa uno de los cuatro ensayos experimentales

realizados.
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Figura 17. Curva estandar de IL-8.
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Figura 18. Curva estandar de TNF-a.
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Figura 19. Curva estandar de IL-1pB.

7.11 Analisis de actividad microbicida de polimorfonucleares retados con S.
aureusy E. coli

Se analiz6 la actividad microbicida de los polimorfonucleares retados con S. aureus
ATCC 29213 y E. coli ATCC 35128. Previamente las bacterias patogenas se
resembraron en 4 mL de caldo soya tripticaseina por 18 horas (para el caso de S.
aureus) y 4 horas (E. coli) y se incubarén a 37 ¢C. Después, cada bacteria fue lavada 3
veces por centrifugaciéon a 5000 rpm/5 min. Las bacterias fueron cuantificadas en un
espectrofotometro (Quant-gene) a una longitud de 550 nm. Posteriormente, se realiz6
una opsonizacion del concentrado de bacterias a 1x108 UFC/ mL de cada bacteria con
pool de suero humano por 30 min a 37 °C.

Por otra parte, las células PMN ajustadas a 1x10°fueron incubadas con LGG en una
relacion de 1:10 (célula: bacteria), tanto con la bacteria lactica viable e inactivada por
calor, durante una hora en bafio maria con agitaciéon constante a 37 2C.

Posteriormente se adicionaron las bacterias opsonizadas en relacion 1:10 de cada
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bacteria patogena (S. aureus y E. coli) durante 60 minutos, en las condiciones arriba
sefaladas. Se prepararon alicuotas de la interaccion en los tiempos de 0 y 60 minutos.
Asi mismo, la actividad microbicida fue determinada por la cuenta de unidades
formadoras de colonias por el método de dilucidn y conteo en placa para cada una de
las bacterias ensayadas. A la par, se prepararon testigos negativos sin previa
incubacion con bacteria probidtica. Los experimentos se realizaron en muestras por

duplicado en un total de tres experimentos.

7.12. Analisis estadistico

Para establecer las diferencias de las células tratadas con los diferentes estimulos y las
no estimuladas, se aplicé la prueba no paramétrica de Wilcoxon en los ensayos de la
producciéon de ROS (picos de quimioluminiscencia), produccién de citocinas y

actividad microbicida. Las diferencias se consideraron significativas a una p<0.05.
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8. RESULTADOS

“Lo importante en la ciencia no es tanto obtener nuevos datos, sino descubrir
nuevas formas de pensar sobre ellos.”

William Lawrence Bragg

8.1 Actividad oxidativa de células polimorfonucleares (quimioluminiscencia) en
respuesta a la bacteria Lactobacillus rhamnosus GG viable y no viable

La producciéon de ROS (especies reactivas de oxigeno) por las células PMN fue
evaluada en un modelo in vitro, usando la emisién de luz amplificada con luminol
(quimioluminiscencia). Esta emisién es producida como resultado de la liberacién de
las especies oxidativas principalmente (0%, H202) producto de la activacion de las
células PMN en respuesta a un estimulo especifico. El analisis de la capacidad del

bacilo de LGG de inducir la sintesis de los ROS se muestra en la Figura 20.

Las células PMN estimuladas con LGG viable indujeron una sefial por arriba de los
niveles de las células sin estimulo (138.11+12.58 vs 12.58+5.73 mV/mL). Asi mismo
después de la adicién de LGG no viable (202.35+16.56 mV). En ambas condiciones del
bacilo viable y no viable, los niveles de los picos de quimioluminiscencia obtenidos

fueron dependientes a la concentracion del bacilo.

El efecto estimulante maximo a la respuesta oxidativa al bacilo viable fue alcanzado
con 5x107 UFC bajo estas condiciones experimentales de estudio, a diferencia de un

logaritmo de concentracion en el caso de LGG no viable (Figura20).

En contraste, concentraciones menores de 2x105 UFC tanto de LGG viable y no viable
indujeron picos menores de respuesta oxidativa con valores de (18.81+10.65 y
22.53+5.1 mV/2x105 células/mL) respectivamente. La respuesta oxidativa con LGG no
viable fue mayor comparada al LGG viable (202.35+16.56 mV/mL vs 138.11+12.58
mV/mL).
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Por otro lado, los niveles de respuesta oxidativa fueron comparados a los picos de
quimioluminiscencia inducidos por Zymosan (un testigo positivo, y molécula ligando
al receptor de TLR2). Dicho estimulo, produjo una sefial de quimioluminiscencia 2.4
veces mayor (341.15+2.77 mV) al obtenido con LGG viable (138.11+12.58 mV) y 1.6
veces (202.35£16.56 mV/mL) mayor a LGG no viable (Figura 20).
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Figura 20. Sintesis de estallido respiratorio (quimioluminiscencia) por células PMN estimulados con LGG viable e
inactivado. PMN en HBSS-luminol fueron puestos en contacto directo con LGG viable e inactivado e inmediatamente
colocadas para su corrida en un luminometro LKB-1251. Los valores representan cuatro experimentos realizados en
muestras por duplicado.

*(p<0.05) células PMN tratadas con LGG viable y no viable vs células PMN sin tratamiento

Ademas, de los picos de quimioluminiscencia, también se analizé el tiempo de
aparicion de las respuestas oxidativas al estimulo de LGG a través de las curvas de
quimioluminiscencia obtenidas bajo el protocolo descrito en material y métodos. Las
extensiones del area bajo la curva nos muestran que la maxima respuesta oxidativa se
alcanz6 en tiempos cortos de estimulacidon (respuesta temprana) entre 12 y 30

minutos de adicionado el estimulo (Figura 21).
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Cinética de quimioluminiscencia en
respuesta a LGG viable
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Figura 21. Andlisis de la cinética de produccién oxidativa de células PMN inducida por Lactobacillus rhamnosus GG
viable. Los PMN (2x105 células/mL) fueron colocados en celdas de polipropileno en solucion de HBSS-luminol en
diferentes concentraciones de bacteria e inmediatamente introducidas al luminometro LKB-1251. La flecha indica el
inicio de la sintesis de ROS. Los valores representan cuatro experimentos realizados en muestras por duplicado.

Asi mismo, las células tratadas con LGG viable a la concentraciéon de 2x108 UFC/mL
comienzan la produccion de ROS desde los primeros minutos (un promedio de 5 min)
las extensiones de las curvas se producen en maximo de 60 minutos de adicionado el

estimulo (Figura 21).

La cinética de quimioluminiscencia del bacilo viable comparado a las concentraciones
bajas (2.5 x 108 UFC/mL) es muy corta y rapida entre 5 y 25 minutos a diferencia de
concentraciones de (5x107 4x10¢ y 2x10°>UFC/mL) con tiempos mas tardios de 10

min.

En contraste la cinética de la respuesta oxidativa a Zymosan (un testigo positivo) se
observé en forma tardia entre los 40 y 50 minutos de adicionado el estimulo, la
extension de la respuesta es lenta, se sostiene por mucho mayor tiempo; y tarda mas

en retornar al estado basal. (Figura 21).
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Por otra parte, la cinética de quimioluminiscencia a la respuesta de LGG no viable
resulta muy similar al estimulo de bacilo viable, iniciandose la respuesta oxidativa
también en los primeros minutos con extensiones de la curva entre 10 y 70 minutos

(Figura 22).

Cinética de lactobacillus inactivado
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Figura 22. Analisis de la cinética de produccién oxidativa de células PMN inducida por Lactobacillus rhamnosus GG
inactivado. Células PMN 2x10°/mL fueron colocadas en celdas de polipropileno en solucién de HBSS-luminol con
diferentes concentraciones de LGG inactivado por calor (15min a 85°C) e inmediatamente introducidas en el
luminometro LKB-1252. Los valores representan cuatro experimentos realizados en muestras por duplicado.

8.2 Produccion de IL-8, TNF-a e IL-1f3 inducidas por LGG viable y no viable en
células PMN

Como parte del andlisis de la respuesta inmune innata se evalu6 la sintesis de
citocinas proinflamatorias, principalmente de IL-8 después de 24 horas. (Figura 23).
La capacidad de estimulacion de LGG viable a la sintesis de IL-8, fue dependiente a la
concentracion del bacilo, siendo la maxima sintesis de IL-8 (192.29 + 36.35 pg/mL)
observada a una concentracion de 2x10® UFC/mL. LGG no viable indujo niveles

menores de esta citocina (108.5+23.34 vs 192.29+36.35 pg/mL).
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Figura23. Sintesis de IL-8 en PMN estimulados in vitro con probidtico LGG viable y no viable. Los PMN fueron
estimulados con la cepa probidtica de LGG a diferentes concentraciones (105, 106y 107 UFC) de bacteria viable e
inactivada por calor. Los sobrenadantes de las células fueron recolectados después de 24 horas de estimulacion. La
medicidn de las citocinas se realizdé por método de ELISA. Las concentraciones son resultado de muestras por duplicado
+ desviacidn estandar en un total de tres experimentos realizados.

*p<0.05celulas PMN estimuladas con LGG viable y no viable vs células sin estimular

Otra de las citocinas proinflamatorias evaluadas fue TNF-q, la sintesis de esta citocina
fue inversamente proporcional a la concentraciéon de LGG viable. La produccion
maxima de esta citocina se observo a una concentracion de 2x105 UFC, en cambio, a
concentraciones mayores (2x10¢ y 2x107 UFC) se indujeron niveles menores de TNF-a
(25.5+494y 5.5+ 2.12 pg/mL). La comparacion al estimulo de LGG no viable, sobre
la producciéon de esta citocina indujo valores 5.7 menores de TNF-a (113 £ 15.55 vs

19.5 + 2.12 pg/mL) (Figura 24).
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Figura 24. Sintesis de TNF-a en PMN estimulados in vitro con probidtico LGG viable y no viable. Los PMN fueron
estimulados con la cepa probidtica a diferentes concentraciones (2x105, 2x10° y 2x10’ UFC) de bacteria viable e
inactivada y los sobrenadantes de las células fueron recolectados a las 24 horas. La medicion de las citocinas se realizé
por método de ELISA. Las concentraciones son resultado de tres experimentos realizados por duplicado.

*p<0.05celulas PMN estimuladas con LGG viable y no viable vs células sin estimular

Asi mismo, se evalué la produccion de IL-18 que fue significativamente mayor en las
células estimuladas con LGG viable (152.5 + 14.84 pg/mL), en comparacién a las
células sin estimulo (Figura 25). Sin embargo, a concentraciones de 2x10¢ UFC se
indujeron niveles menores (40.5 + 0.7 vs 152.5 + 14.84 pg/mL). LGG no viable indujo
4.2 veces niveles menores de IL-1f3 (36.5 + 2.12 vs 152.5 + 14.84 pg/mL), sugiriendo

que LGG viable induce mayor sintesis de IL-13 en comparacion a LGG no viable.

En conjunto LGG viable y no viable indujeron citocinas de respuesta inflamatoria (IL-
8, TNF-a e IL-1B) dependientes de la condicion del estimulo viable y no viable

(Figuras 23, 24y 25).
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Figura 25. Sintesis de IL-1B en PMN estimulados in vitro con Lactobacillus LGG viable e inactivado. Los PMN fueron
estimulados con la cepa probidtica a diferentes concentraciones (2x105, 2x10° y 2x10’ UFC) de bacteria viable e
inactivada y los sobrenadantes de las células fueron recolectados a las 24 horas. La medicion de las citocinas se realizd
por método de ELISA. Las concentraciones son expresadas en pg/mL * desviacién estandar y son el resultado de tres
experimentos realizados por duplicado.

*p<0.05celulas PMN estimuladas con LGG viable y no viable vs células sin estimular

8.3 Efecto in vitro de la bacteria LGG viable y no viable en la actividad
bactericida de células PMN al reto de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli.

Otra de las funciones inmunitarias analizadas en esta tesis fue la capacidad bactericida
de las células PMN al reto con una bacteria gram positiva S. aureus cepa ATCC 29213.
El efecto de LGG sobre esta funcién se evalué en células PMN en una relacién 1:10

célula:bacteria a los 60 minutos.

En condiciones basales, sin tratamiento, se observé que las células PMN per se tienen
la capacidad de eliminar hasta 48.66 + 3.21 % del S. aureus evaluado en tiempos

cortos de interaccidn célula: bacteria (60 minutos).
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El tratamiento in vitro de una hora con LGG viable no tuvo efectos significativos en la
capacidad de eliminacién de S. aureus (48.66 * 3.21 vs 49 + 12.28 %) después de 60

minutos de interaccion.

Sin embargo, el tratamiento con LGG no viable indujé un aumento significativo del 26
% en la eliminacion de esta bacteria con valores de (48.66 + 3.21 vs 75.66 * 5.85 %),

comparado a células PMN no tratadas (Figura 26).

Asi también, al establecer la comparacion de la capacidad microbicida en condiciones
de tratamiento previo de LGG viable y no viable, los datos de porcentaje indican un
incremento (75.66+5.85 vs 49+12.28 %) cuando las células PMN son previamente

tratadas con LGG no viable.
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Figura 26. Actividad bactericida de células PMN retadas con Staphylococcus aureus ATCC 29213. Las células PMN
ajustadas a 2x10° células fueron incubadas previamente con 1x10° de bacteria probidtica de LGG (1:10, célula/bacteria)
a 37 °C por 1 hora en agitacion constante. Posteriormente se adicionaron 100 plL de Staphylococcus aureus 29213, en
concentracién de 1x10° UFC y se mantuvieron 1 hora a 37 °C. Los resultados estan representados en porcentaje y son
representativos de un promedio de cuatro experimentos realizados por duplicado.
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Asi mismo analizamos el mismo sistema con una bacteria gram (E. coli cepa ATCC
35128). Los resultados mostraron un efecto similar, siendo el LGG no viable el que
induj6 mayor aumento en la capacidad bactericida de estas células comparada a las

células sin tratamiento (23.33+£1.52 vs 49.33+£7.09 %) (Figura 27).
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Figura 27. Actividad bactericida de células PMN retadas con Escherichia coli ATCC 35128. Las células PMN ajustadas a
2x10° células fueron incubadas previamente con 1x10°de bacteria probidtica LGG (1:10, célula/bacteria) a 37 °C por 1
hora en agitacidn constante. Posteriormente se adicionaron 100 uL de Escherichia coli (1x107 UFC/mL) y se mantuvieron
1 hora a 37 °C. Los resultados estan presentados en porcentaje y son representativos de un promedio de cuatro
experimentos realizados por duplicado.
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9. Discusion

“Ciencia es todo aquello sobre lo cual cabe discusion”

José Ortega y Gasset

El mantenimiento de la homeostasis gastrointestinal se considera un punto critico
para la prevencién del desarrollo de las enfermedades autoinmunes y metabdlicas
(Hotamisligil, 2008). La influencia positiva de los probiéticos en la homeostasis
intestinal se ha sustentado principalmente en su antagonismo bacteriano y en la
inmunomodulacion, que ayudan al hospedero sano a mantener y controlar ciertas

reacciones infecciosas, inflamatorias e inmunolégicas (Galdeano, et al., 2007).

Sin embargo, una de las recientes preocupaciones sobre el tratamiento con
probiodticos, es el alcance de sus efectos locales y sistémicos; ademas de las vias
moleculares responsable de su interaccidn con las células del hospedero (Vogel, et al,

2008).

En esta tesis, apoyados por un sistema in vitro con neutréfilos humanos de sangre
periférica, se demostré la actividad inmunoestimulante del probidtico de LGG,
derivado de un producto comercial. Los resultados obtenidos demostraron que LGG,
en su condicion de bacteria viable y no viable ejercén efectos biologicos diferenciales

sobre las funciones inmunitarias de las células polimorfonucleares.

La cepa probidtica de LGG indujo la sintesis de mediadores proinflamatorios, entre
ellos la produccion de ROS, principalmente de las especies oxidativas: anién

superoxido y peroxido de hidrogeno, detectables por quimioluminiscencia.

La sintesis de ROS por las células polimorfonucleares en reto a la estimulaciéon de LGG
en este estudio fue dependiente a la concentracién de la bacteria lactica adicionada.
Las caracteristicas de estas cinéticas de quimioluminiscencia nos sugieren que el
evento de estallido respiratorio activado por la estimulacién de LGG viable y no viable

es un evento corto y rapido con un comportamiento muy similar a la respuesta de
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Zymosan, Unicamente con respuestas diferenciales en los picos de
quimioluminiscencia entre los estimulos estudiados y dependientes a la concentracion

y viabilidad del bacilo.

Ambas preparaciones del LGG viable y el inactivado por calor tienen la habilidad de
inducir las sintesis de ROS. Sin embargo, la mayor actividad se obtuvo con bacteria

viable.

Esta reconocido en la literatura que las acciones estimulante e inhibidora de una
bacteria probidtica también se pueden atribuir a las condiciones de los
microorganismos, es decir viables, muertas, o en su caso componentes solubles
obtenidos de los sobrenadantes libres de células bacterianas probiéticas. Dichos
efectos también se sugieren dependen de la cepa probidtica y de la especie analizada

(Chapot-Chartier, et al., 2014).

Ademas, la pared celular de bacterias lacticas se sugiere como un factor importante de
los efectos observados en la activaciéon de las células inmunes (Vinderola, et al., 2004).
En esta tesis, también se observa esta situaciéon ya que los polimorfonucleares se

activaron con ambas bacterias probiotica viable y no viable.

El papel inmunitario de los ROS, como moléculas de acciéon microbicida se destaca por
los efectos observados en los individuos con defectos en la maquinaria bioquimica
necesaria a la sintesis de estas moléculas oxidativas (Kumar, et al., 2010; Meissner, et
al., 2010). Asi también, los ROS son componentes extremadamente toxicos, para los
microorganismos patdgenos, entre ellos bacterias y parasitos. Los fagocitos
profesionales (neutroéfilos y macrofagos) son las principales células productoras de
estos mecanismos dependientes de oxigeno (Koch, et al., 2012). Estos resultados en la
sintesis de ROS fueron consistentes con los datos obtenidos de otros reportes que
demuestran la producciéon de estallido respiratorio y la sintesis de citocinas por

bacterias probioticas en fagocitos profesionales de ratén (Kapila, et al., 2013).

En contraste, estudios por Sun y colaboradores demuestran efectos inhibitorios sobre

la produccion del estallido respiratorio, principalmente de los radicales hidroxilos,
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por extractos libres del bacilo de LGG y L. paracasei, siendo estas propiedades
atribuibles a la presencia de la enzima de superoxido dismutasa (SOD) detectable en

los extractos libres de LGG y L. paracasei Fn 003 (Sun, et al., 2010).

Estas divergencias en los efectos biologicos de las bacterias probidticas, como en el
caso del LGG pueden atribuirse a la complejidad de los componentes de la pared
celular distintos entre ellas y también en su capacidad de liberar varios grupos de
moléculas o productos de secrecion (por ejemplo, bacteriocinas, acido lactico, acidos

grasos de cadena corta y enzimas entre ellas la actividad de SOD).

La contribucién inmunomoduladora de las bacterias lacticas, en su efecto local se ha
demostrado en varias estirpes celulares de la mucosa intestinal (epitelio, células
epiteliales) y también células inmunes de la mucosa (por ejemplo, linfocitos T, células

dendriticas y monocito-macro6fagos).

Sin embargo, su funcién en la modulacién de la actividad funcional de los neutroéfilos
es contradictoria y escasamente investigada. Los neutréfilos soportan el ataque de los
microorganismos infecciosos como la primera linea de defensa del hospedero del
sistema inmune innato, y son de las primeras células reclutadas en el sitio de infeccion

(Jaillon, et al., 2013; Rosales, et al., 2016).

Basados en este principio, el fino balance de mediadores inflamatorios (citocinas pro-
y antiinflamatorias) en los neutréfilos es un evento importante para la regulacion y

homeostasis de la inflamacién (Soehnlein, et al., 2010).

Los resultados de esta tesis sustentan a LGG como inductor de la sintesis de citocinas
proinflamatorias, entre ellas la IL-8. Esta quimiocina es muy importante para el
reclutamiento y migracion de neutrodfilos y de otras células de la respuesta

inflamatoria, como macroéfagos y células dendriticas (Harada, et al., 1994).

La quimiocina IL-8 en los neutroéfilos fue detectable a las 24 horas de estimulacién con
LGG. Los niveles alcanzados de esta citocina fueron muy similares al inducido por una

molécula del tipo PAMPs (por ejemplo, Zymosan).
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La produccion de la IL-8 en los neutrofilos fue dependiente de la concentracion del
estimulo adicionado, y los datos sugieren que ambas preparaciones de LGG viable y no
viable inducen esta quimiocina en niveles significativos en comparacion a la respuesta

de las células no estimuladas.

Esta reconocido también que los neutrofilos son fuente de citocinas proinflamatoria y
reguladoras, incluyendo el interferén-y e IL-17 A (Taylor, et al, 2014). Aunque, los
neutréfilos son generalmente considerados como células de vida corta en la
circulacion, otros informes indican que estas células pueden sobrevivir por periodos
mas largos de tiempo en condiciones inflamatorias, donde son estimuladas por

citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento (Koch, et al,, 2012).

En similitud a nuestros resultados, otros autores han demostrado la expresién de
RNAm de IL-8 y actividad quimiotactica en los sobrenadantes de LGG hacia células

TH1 (Veckman, et al., 2003).

En esta tesis, también se demostro6 la sintesis de otra citocina pro-inflamatoria TNF-q,
esta molécula, como la IL-8, son proteinas que tienen efectos biolégicos importantes

en la activacion de neutréfilos (Palomino, et al.,, 2015).

TNF-a es un componente esencial en la defensa innata del hospedero, demostrado por
las complicaciones en las infecciones por defectos en la sintesis de esta citocina
(Barbar, et al, 1996). Esta demostrado que ante el reconocimiento de un
microorganismo, citocinas como TNF-a. IL-8 e IL1-B son secretadas por neutrofilos

activados (Mantovani, et al., 2011).

De acuerdo a las condiciones experimentales del estudio se sugiere una dependencia

de la concentracién del bacilo con la produccion de TNF-c.

La activacion de neutrofilos por LGG también indujo la sintesis de IL-1a, esta citocina
tiene una participacion esencial en la activacidon del complejo de inflamosoma, el cual
es muy importante en el control de ciertas infecciones bacterianas y virales. In vivo la
IL-1B es la responsable de la respuesta de fase aguda como fiebre, la sintesis de

proteinas de fase aguda, anorexia y somnolencia (Kolaczkowska, et al., 2013).
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La activacion del inflamasoma y procesamiento de la IL-18 se han estudiado
ampliamente en los monocitos, macréfagos y células dendriticas (Latz, et al.,, 2013;
Gross, et al, 2011). Sin embargo, aunque los neutréfilos son las células mas
prominentes que infiltran los sitios de infeccion e inflamacidn, la contribucién de los
neutrdéfilos en el inflamasoma y la producciéon de activacion y IL-1 son menos

conocidos.

En esta tesis, LGG viable indujé mayor produccién de esta citocina en comparacion a la
bacteria inactivada; estos datos sugieren que la estimulacién de LGG podria tener un

papel importante en la activacion del inflamasoma.

Otro aspecto, de la contribucién del LGG en la funcion de los neutrdfilos fue su efecto
en la actividad bactericida durante tiempos cortos, 1 hora de interaccién. Los
resultados llaman la atenciéon porque la bacteria lactica inactivada indujo mayor
porcentaje de muerte, en comparaciéon a la bacteria lactica viable. Este aumento de
capacidad bactericida de los neutréfilos por LGG se observé para ambos patégenos

evaluados (Staphylococcus aureus y E. coli).

Los resultados bajo estas condiciones de estudio sugieren a LGG no viable con un
efecto potencial mayor a la capacidad microbicida de estas células contra S aureus

cepa ATCC 29213.

Estos resultados también sugieren que las cepas inactivadas pueden ser utilizadas
como adyuvantes en la depuracion de bacterias patdgenas. Ademas, esta respuesta fue
muy similar a los datos obtenidos por otros estudios, que sefialan que bacterias
probioticos del grupo de las bacterias acido lactica, aumentan la funciéon microbicida
de los fagocitos profesionales tanto en modelos in vitro e in vivo (Giorgetti , et al,

2015).

Finalmente, los resultados de la presente tesis sustentan la modulaciéon de los
mecanismos potenciales de respuesta inmunitaria temprana por LGG y nos orientan a
sugerir a este probiotico como un candidato potencial a reforzar las actividades

inmunitarias de las células polimorfonucleares.
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10. Conclusiones

“En la vida no hay cosas que temer solo cosas que comprender”

Marie Curie

El probiético de LGG derivado de producto comercial Culturelle activa in vitro a

leucocitos polimorfonucleares humanos.

Los leucocitos polimorfonucleares activados por el bacilo de LGG inducen mecanismos

microbicidas dependientes del oxigeno (estallido respiratorio).

Los efectos inmunitarios inducidos por LGG, como la producciéon de ROS fueron
dependientes de la concentracién del bacilo y de la preparacién de la bacteria viable y

no viable.

La estimulacion de las células polimorfonucleares por LGG activa la sintesis de
citocinas pro inflamatorias (IL-8, TNF-a e IL-B) de forma diferencial a la bacteria

viable e inactivada.

El tratamiento in vitro de las células PMN con LGG no viable aumenté la capacidad

microbicida frente al reto de Staphylococcus aureusy Escherichia coli patégena.

La contribucién del LGG en sus preparaciones de bacterias viables y no viables induce
efectos inmune diferenciales en las células PMN con perfil de citocinas pro
inflamatorias, que podrian coadyuvar a fortalecer la funcién inmunitaria de estas

células fagociticas.
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11. Perspectivas

“Lo importante es no dejar de hacerse preguntas”

Albert Einstein

Con base en los datos obtenidos de la presente tesis, surgen nuevas oportunidades de

investigacion

¢ Analizar el efecto del LGG en células PMN en condiciones de preactivacion de

las células (inflamacién activa) en modelos animales o estudios in vivo.

« Estudiar el efecto del LGG en otras funciones del PMN como es su funcién

quimiotactica y fagocitosis a otros patégenos.

X/

« Evaluar el papel del LGG en hospederos con enfermedades inflamatorias
cronicas como desordenes inflamatorios del intestino, ademas de diabetes,

obesidad y cancer.

X/

+» Determinar los mecanismos de sefializaciéon involucrados en los efectos de LGG

sobre estas células de la inmunidad innata.
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13. Anexo

“En el fondo los cientificos somos gente con suerte: podemos jugar a lo que
queramos durante toda la vida”

Lee Smolin

% Medios de cultivo para bacterias
» Medio de cultivo MRS caldo
Difco ™ Lactobacilli MRS caldo (1 L)

Proteasa peptonaN.3 10.0g
Extracto de carne 10.0g
Extracto de levadura 50g
Dextrosa 200g
Polisorbato 80 1.0g
Citrato de amonio 20g
Acetato de sodio 50g
Sulfato de magnesio 01g
Sulfato de manganeso 0.05g
Fosfato dipotasico 20¢g

Suspender 70 g del polvo en 1 L de agua destilada y disolver completamente. Ajustar
el pH a 5.2 posteriormente esterilizar en autoclave a 121 2C por 15 minutos.

» Medio de cultivo MRS agar
Difco ™ Lactobacilli MRS agar (1 L)
Proteasa peptonaN.3 10.0g

Extracto de carne 100¢g
Extracto de levadura 5.0¢g
Dextrosa 20.0g
Polisorbato 80 1.0g
Citrato de amonio 20g
Acetato de sodio 50¢g

Sulfato de magnesio 01g
Sulfato de manganeso 0.05g
Fosfato dipotasico 20g
Agar 150¢

Suspender 70 g del polvo en 1 L de agua destilada y disolver completamente. Ajustar
el pH a 5.2 posteriormente esterilizar en autoclave a 121 2C por 15 minutos.
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» Caldo soya tripticaseina (1 L)

Cloruro de sodio 100g
Dextrosa 100g
Fosfato dipotasico 5.0g
Peptonade casina 20.0g
Peptonadesoya 1.0g

Rehidratar 30 g del medio en 1 L de agua destilada y disolverlo por completo. Agregar
20 g de agar bacteriolédgico disolver perfectamente y esterilizar por autoclave 121 2C
durante 15 minutos.

¢ Medio para células

» Medio RPMI-1640/5 % SFB (50 mL)
MPMI-1640 Gibco® 47.5 mL
SFB Gibco® 2.5mL

Colocar en un tubo cénico de 50 mL estéril en la campana de flujo laminar.

% Soluciones
» Pool de suero Humano (PSH)
Recolectar suero humano de 10 individuos, mezclar y guardar a -20 °C.

» Solucion Salina Fisiolégica (SSF) (1 L)

NaCl 9.0 g

Pesar 9 g de Na(Cl y disolver en 1 L de agua destilada, posteriormente ajustar a pH 7.2
y esterilizar en autoclave a 121 2C durante 15 minutos.

» Solucion de cloruro de amonio NH4Cl (1L)

Cloruro de amonio (NH;Cl) 16.58 g
Agua destilada (H,0) 1000 mL

Pesar 16.58 g de NH4Cl disolver en 500 mL de agua destilada y aforar a 1000 mL.
Esterilizar por autoclave a 121°C durante 15 minutos. Almacenar a 4 2C.

» Solucion de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (1L)

EDTA 0.146 g
Agua destilada (H,0) 1000 mL
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Pesar 0.146 g de sal sédica de EDTA mezclar en 500 mL de agua destilada y aforar a
1000 ml. Posteriormente esterilizar por autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Almacenar a 4 °C.

» Solucion de bicarbonato de sodio NaHCO3 (1 L)

NaHCO; 8.4g
Agua destilada (H,0) 1000 mL

Pesar 8.4 g de NaHCO3 mezclar en 500 mL de agua destilada y aforar a 1000 mL.
Esterilizar por autoclave a 121 2C durante 15 minutos. Almacenar a 4 °C.

» Solucion de lisis (50 mL)

Solucion de cloruro de amonio 25 mL
Solucion de EDTA 10 mL
Solucion de bicarbonato de sodio 5 mL
Agua destilada 10 mL

Se mezclan todas las soluciones en un tubo de 50 mL al momento de su uso ya que con
el tiempo se pierde la capacidad de lisis.

» Liquido de Turk

Cristal violeta en solucion al 2 % 3 gotas
Acido acético glacial al 95 % 10 mL

» Solucion Salina Balancea da de Hank’s (HBSS) libre de rojo de fenol (1 L)

Agua destilada 1000 mL
Dextrosa o glucosa 10.00g
Cloruro de sodio 8.00¢g
Cloruro de potasio 040¢g
Cloruro de calcio 0.14¢g
cloruro de magnesio 0.10g
Sulfato de magnesio 0.10g
Bicarbonato de sodio 035¢
Fosfato de potasio monobasico 0.06g
Fosfato de sodio dibasico 0.06g

Pesar cada una de las sales en orden de aparicion, disolver y aforar a 1 000 mL con
agua destilada y ajustar a pH 7. Esterilizar por filtracién usando una membrana e 0.22
um. conservar a 4 2C.
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» Zymosan A de Saccharomyces cerevisiae 1mg/mL (Sigma Z4250)

Zymosan A 200 mg
Ssi 20 mL

Colocar 200 mg de Zymosan A en 200 de SSF, calentar en bafio maria durante 30
minutos, posteriormente centrifugar a 5 000 rpm/10 min. Realizar lavados con SSF y
enseguida hacer alicuotas de 1 mL en tubos eppendorf, conservar a -20 2C.

» Opsonizacion de Zymosan A

Zymosan A 1mlL
Suero AB 200 pL
HBSS 800 pL

Se prepara al momento de su uso, descongelar el Zymosan a temperatura ambiente y
posteriormente centrifugar a 5 000 rpm/5 min, quitar el sobrenadante y realizar un
lavado con SSF, retirar nuevamente el sobrenadante, resuspender con HBSS (800 pL)
y suero AB (200 pL); homogenizar y dejar incubar a 37 2C durante 30 minutos en
estufa con atmosfera de COzal 5%. Transcurrido el tiempo retirar de la incubacion y
centrifugar a 5 000 rpm/5 min, quitar el sobrenadante. Realizar dos lavados con HBSS
y resuspender en 1 000 puL. de HBSS y conservar a temperatura ambiente mientras se
usa.

» Luminol 0.8x10-4 M Sigma

Luminol 0.0141¢g
DMSO 282 pL
HBSS

Pesar 0.0141 g de luminol y disolver en 282 pL de DMSO, posteriormente aforar a
100 mL con HBSS y esterilizar por filtracién con membrana de 0.22 pm en la campana

de flujo laminar.

» Buffer de carbonatos 0.1 M pH 9.5 (1L)

Bicarbonato de sodio (Na HCO;) 7.43¢g
Carbonato de sodio (Na, CO3) 1.59¢
Agua destilada (H,0) 1000 mL

Disolver las sales en 1 L de agua destilada, ajustar el pH a 9.5 y guardar a 4 °C.
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> Buffer de fosfatos (PBS) pH 7 (1 L)

Cloruro de sodio (NaCl) 80¢g
Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na,HPO,;) 11.6¢g
Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) 20¢g
Cloruro de potasio (KCI) 20¢g
Agua destilada (H,0) 1000 mL

Pesar las sales y disolver en 1 L de agua destilada ajustar a pH de 7 y esterilizar en

autoclave 121 °C durante 15 minutos.

» Solucion de lavado (PBS/0.05 % Tween-20)

PBS 500 mL
Tween-20 250 L

Se prepara al momento de usar y se puede guardar 5 dias a 4 ©C.

» Solucion diluyente (PBS/10%SFB) pH 7 (50 mL)
PBS 45mL
SFB 5mL

Mezclar en un tubo de 50 mL el PBS con el SFB.

> Acido sulftirico 2 N (100 mL)
Acido sulfirico (H,S0;) 10.66 mL
Agua destilada (H,0) 100 mL

Colocar 10.66 mL de H2SO4 en un matraz y aforar a 100 mL con agua destilada.
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