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Resumen

Los probidticos estdn adquiriendo un gran interés en los Gltimos tiempos tanto

por su uso para la elaboracion de multitud de productos fermentados, fundamentalmente
lacteos, como por su contribucion al mantenimiento del estado de salud del consumidor.
Las propiedades saludables que se les atribuyen y que sustentan su aplicacion en la
clinica, se relacionan con algunos mecanismos de accion sobre enfermedades
relacionadas con el sistema digestivo y la funcién inmune. Ha sido evidenciado que
afectan a la microbiota intestinal aumentando el nimero de bacterias beneficiosas y
disminuyendo el de patogenas para el mantenimiento del equilibrio intestinal y
prevencion del desarrollo de enfermedades. Es necesario demostrar su eficacia en la
salud humana mediante la realizacion de ensayos clinicos bien documentados que
permitan seleccionar las poblaciones mas apropiadas, siendo las bacterias probidticas
mas habituales las del género Lactobacillus y Bifidobacterium.
Para la realizacion de éste trabajo fueron seleccionadas tres cepas pertenecientes a la
coleccion del IPLA-CSIC: Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG (LGG),
Lactobacillus acidophilus DSM 200797 y Bifidobacterium longum subsp. longum
NCIMB 8809. Los efectos inmunomoduladores de estas bacterias y la influencia de las
mismas sobre la respuesta inmunitaria llevan a estudiar el comportamiento de algunos
de sus componentes (proteinas extracelulares, proteinas de superficie, acido lipoteicoico
y ADN) en individuos sanos, siendo el objetivo de este trabajo.



Abstract

Probiotics have received huge interest during the last decades due to their use in
fermented products, specially dairy products, and to their contribution to the healthy
status of the consumer.

The probiotic affect associated to their intake that favour their use as adjuvant for
several diseases is related with their capability to improve the healthy status of patients
in intestinal and autoimmune diseases. | has been shown that probiotics could modulate
the microbiota increasing beneficial bacteria and decreasing pathogens contributing to
the maintenance of the intestinal homeostasis and the prevention of several diseases.
The use of probiotics is limited to the demonstration of their capability to improve
human health with well performed clinical trials to select the most appropriate probiotic
for each populations. The most common probiotic strains belong to the genera
Lactobacillus and Bifidobacterium.

To perform this study we select tree strains from the culture collection of IPLA-CSIC:
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG (LGG), Lactobacillus acidophilus DSM
20079" y Bifidobacterium longum subsp. longum NCIMB 8809. The immune
modulatory effects of these strains and their influence in the host immune response were
study analysing the cytokine pattern induce by different bacterial extracts (extracellular
protein, surface proteins, lipoteichoic acid and DNA) in co-culture with immune cells
isolated from healthy donors.
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1. Introduccién

El consumo de productos fermentados, fundamentalmente lacteos, esta
aumentando hoy dia y han supuesto un gran interés debido a los microorganismos
beneficiosos para la salud que contienen. En relacion a ellos aparece el concepto de
probidtico, cuya definicion ha ido evolucionando hasta considerarse como
“microorganismo vivo que administrado en cantidades adecuadas ejerce un efecto
beneficioso sobre la salud del hospedador” (FAO/WHO, 2006). En 1907 ya habia
interés por adicionar bacterias que tenian cierto beneficio en alimentos tal y como hizo
referencia el premio Nobel de medicina Elie Metchnikoff, quien indicé que “la
dependencia de los microbios intestinales de los alimentos hace posible adoptar medidas
para modificar la flora de nuestros cuerpos y para reemplazar los microbios dafiinos por

microbios beneficiosos” (Olveira y cols., 2007).

Las bacterias acido lacticas (BAL) han de presentar una serie de caracteristicas

para ser empleadas como probidticos tal y como se muestra en la siguiente figura.

[ Ejercer un beneficio sobre la salud del hospedador ]

Sobrevivir a su paso por el tracto
gastrointestinal

Estabilizar la microbiota intestinal }

Criterios para la

seleccion de
probidticos

‘ Actuar contra patdgenos mediante la produccion

{ Adherirse al epitelio intestinal y colonizar el ‘

de sustancias antimicrobianas lumen

Estar presentes en un producto alimentico en alta cantidad y de forma viable
durante su vida til

Figura 1. Criterios de seleccion de bacterias empleadas como probioticos.

Ademas, los microorganismos probidticos deben estar identificados
adecuadamente, carecer de factores de virulencia y de la capacidad de producir
metabolitos indeseables, mostrar tolerancia a las condiciones del entorno donde acttan

de forma beneficiosa y que se verifique su funcion con ensayos en humanos. La
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Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) evalla las cepas elaborando una
lista con aquellas cuyo uso es seguro para el consumo humano. Es la denominada QPS:
Qualified Presumption of Safety. El estudio de las distintas poblaciones microbianas ha
sido dificil de abordar debido a que hasta el 80% de las especies no pueden ser
cultivadas in vitro porque requieren unas condiciones tanto fisicas como nutricionales

muy concretas (Duncan y cols., 2007).

Con el nacimiento, se va estableciendo una flora que aumenta en nimero y
variedad durante los meses siguientes, en los que la madre le transfiere al nifio sus
propias bacterias a través de la leche materna hasta llegar entre el primer y el segundo
afio de vida donde la composicion se asemeja a la del adulto y se mantiene estable.

Hay evidencias de que la microbiota comensal es clave para un adecuado desarrollo de
la mucosa intestinal y del sistema inmune asociado a la misma, por lo que los
microorganismos presentes en la leche materna podrian desempefiar importantes
funciones en este aspecto (Brunser T., 2013; Delcenserie y cols., 2008). Con ella le
confiere anticuerpos especificos y moléculas de inmunidad innata frente a gérmenes,
pudiendo repercutir en la vida adulta con diversas enfermedades inmunoinflamatorias.
Su composicion se modifica con los habitos alimentarios en conjunto con otros factores
como son la dieta, localizacion geografica, higiene o el clima. (Delcenserie y cols.,
2008). Conocer el papel de éstas bacterias en el desarrollo de la microbiota intestinal del
neonato es trascendental para el desarrollo de férmulas infantiles que imiten los efectos

funcionales de la leche materna garantizando siempre su seguridad.

Los lactobacilos pertenecen al filo Firmicutes, presentes en gran cantidad de
productos fermentados destinados a la alimentacion, algunos de ellos con caracter
probiotico. Otro género son las bifidobacterias, que pertenecen a los Actinomycetes
presentes tanto en la dieta como en el intestino humano. Ambos grupos son los
principalmente empleados como probidticos debido a que sus propiedades beneficiosas
estdn mas contrastadas (Andreoletti y cols., 2013). Son capaces de actuar tanto en
individuos sanos como en aquellos con diversas patologias, siendo necesario que
resistan las condiciones del aparato digestivo y permanecer viables a su paso para
interaccionar con la microbiota y ejercer un efecto beneficioso, ademas de que se

adhieran a las células intestinales interviniendo en este proceso distintos componentes
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entre los que se incluyen exopolisacaridos, é&cidos lipoteicoicos y proteinas
extracelulares y de superficie (Rodriguez, 2015). En animales nacidos y criados en
condiciones de esterilidad (germ-free) se han realizado numerosos experimentos en los
que se muestra como influyen en la estructura de la mucosa del hospedador, en la

funcién y el desarrollo del sistema inmunoldgico (Herich y cols., 2002).

A los microorganismos probidticos se les atribuye la capacidad de estimular la
respuesta inmune o regular la respuesta inflamatoria, ademas de modular la actividad de
monocitos, macrdfagos, neutrofilos y células natural killer (NK) que son los principales
efectores de la inmunidad innata (Yépez y cols., 2015). Para el inicio de la respuesta
inmunitaria innata son imprescindibles receptores de reconocimiento de componentes
especificos de bacterias, hongos y virus, entre los que se incluyen los TLR (Toll-like
Receptor) y los NOD (Nucleotide Oligomerization Domain). Su activacion desencadena
cascadas de sefializacion intracelular que generan la produccion de distintos tipos de
citocinas de forma controlada dependiendo del tipo de cepa. Los probi6ticos
interaccionan con las células M de las placas de Peyer (PP) con el epitelio intestinal

para ejercer su accion (Delcenserie y cols., 2008).

El objetivo de este trabajo es analizar como afectan distintas fracciones de
bacterias probidticas al sistema inmunol6gico humano. En concreto se emplearon dos
cepas pertenecientes al género Lactobacillus (Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG
(LGG) y Lactobacillus acidophilus DSM 20079") y una cepa perteneciente a
Bifidobacterium (Bifidobacterium longum subsp. longum NCIMB 8809). De las tres
cepas se obtuvieron las siguientes fracciones: proteinas extracelulares, proteinas de
superficie, acido lipoteicoico y ADN. La respuesta inmune se analizé mediante el co-
cultivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) con los extractos
bacterianos y la posterior cuantificacion de las citocinas producidas.

15



2. Consideraciones teoricas y/o experimentales

2.1. Definicion de probidtico:

Un probidtico es un microorganismo vivo que administrado en cantidades
adecuadas ejerce un efecto beneficioso sobre la salud del hospedador (FAO/WHO,
2006). El concepto de “alimento funcional” fue introducido en Japén a finales de la
década de 1980, el cuél fue expandiéndose mundialmente por la preocupacion sobre la
nutricion, dieta y salud de la poblacion (Stanton y cols., 2001). Fue en la 62 Reunién de
la Asociacion Cientifica Internacional para Probioticos y Prebidticos (ISAPP) en 2008,
donde se actualizo la definicién como “ingrediente selectivo fermentado que da lugar a
cambios especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota intestinal,

otorgando asi beneficios en la salud del huésped” (Gibson y cols., 2010).

Desde los afios 90, se han ido estableciendo politicas reguladoras para los
alimentos funcionales que presentan variaciones segun el pais. La nueva regulacion
europea sobre nutricién y salud entré con mayor impetu en el 2007 (Leathwood y cols.,
2007).

La mayor parte de los probioticos para el consumo humano son BAL, residentes
habituales del tracto gastrointestinal que pertenecen fundamentalmente a los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium. Las especies de Lactobacillus que han sido aisladas
incluyen: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus gasseri y Lactobacillus reuteri. Dentro de las
especies de Bifidobacterium: Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum y
Bifidobacterium infantis (Heller, 2001). Ademas, se emplean otros géneros como
Escherichia coli, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Propionibacterium,
Bacillus y Saccharomyces (Rodriguez, 2015).

A estos microorganismos les son atribuidas diferentes caracteristicas como:
accion beneficiosa sobre la salud, inmunomodulacién, capacidad de reducir el riesgo de
infeccion (Rijkers y cols., 2010), modificacion del metabolismo del hospedador,

respuesta antiinflamatoria, exclusion y muerte de patdgenos en el tracto gastrointestinal,
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absorcion de nutrientes y disminucién del riesgo de contraer enfermedad (Al-Salami y
cols., 2012).

2.1.1.  Efectos beneficiosos de los probioticos

Los cambios que se han ido produciendo en los habitos alimentarios hasta la
actualidad, han dado lugar a distintos tipos de enfermedades cronicas asociadas con una
disbiosis de la microbiota intestinal. La finalidad de los probidticos es servir como
alternativa o complementar el tratamiento de estas enfermedades por su capacidad para
interaccionar con la microbiota humana (Valcheva y cols., 2016). Entre ellas se
encuentran: diarreas, alergias, algunos tipos de cancer, diabetes tipo 2, infecciones del
sistema urinario, desordenes inmunoldgicos, intolerancia a la lactosa,
hipercolesterolemia, obesidad, Helicobacter pylori, sindrome  metabdlico,
esteatohepatitis no alcoholica, enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome de intestino

irritable, aterosclerosis, autismo, asma y enfermedad celiaca (Béckhed y cols., 2012).

> Tratamiento de diarreas

En el caso de diarrea de diferente etiologia, se ha demostrado que la
administracion de cepas probiéticas, entre las que se encuentran L. rhamnosus GG, L.
reuteri, L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, alguna cepa de Escherichia coli, ademéas
de ciertas bifidobacterias y enterococos, disminuyen tanto la gravedad como la duracién
en el caso de diarreas agudas en adultos (De Vrese y cols., 2007; Manzano y cols.,
2012). Los mecanismos que explican su accion son la produccion de sustancias
antimicrobianas como bacteriocinas, peroxido de hidrégeno y biosurfactantes, la
disminucion del pH intestinal por la produccién de acido lactico y la resistencia a la
colonizacién de patogenos. Por otro lado, pueden prevenir la infeccion al competir con
virus o patogenos en los sitios de union a las células epiteliales. Hay que tener en cuenta
que estos mecanismos varian entre cepas teniendo distintos efectos (Manzano y cols.,
2012; Parvez y cols., 2006).

La administracion de LGG en concreto, ha mostrado en algunos estudios que
disminuye la incidencia de diarrea en nifios malnutridos y la duracion de la misma se

reduce a un dia. Resulta del mismo modo eficaz para prevenir la diarrea asociada a
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antibioticos, nosocomial y la asociada a malnutricion, pero no cuando se trata de

diarreas severas (De Vrese y cols., 2007; Sanders y cols., 2013).

> Prevencion y tratamiento de alergias

Por otro lado, se ha observado que en el caso de pacientes con alergias la
microbiota cambia con respecto a la de sujetos sanos. Esto lleva a considerar la
administracion de probidticos como prevencidn primaria o tratamiento de este tipo de

enfermedades debido a sus propiedades inmunomoduladoras (Watanabe y cols., 2003).

Es de tener en cuenta que hay diferencias en los resultados en funcidn del tipo de
cepa, el momento de intervencion terapéutica, el tipo de enfermedad alérgica y la
combinacion con otros suplementos alimenticios (Manzano y cols., 2012). En relacion a
la hipersensibilidad de personas con alergias producidas por alimentos y aquellas con
eczema atopico, las bacterias probioticas tienen un importante papel regulador (Parvez y
cols., 2006). Marteau y cols., trataron durante dos meses a un grupo de 27 nifios con
eczema atopico usando distintos tipos de probidticos, entre ellos Lactobacillus

rhamnosus GG, disminuyendo de forma significativa su severidad.

> Prevencion del desarrollo de cancer

Se han realizado estudios en roedores focalizando los efectos de probioticos en
lesiones precancerosas y tumorales, observandose que promueven una modificacion de
la microbiota y su metabolismo, cambios en el pH del colon, unién o inactivacion de
agentes carcindgenos, mejora de la respuesta inmune, reduccion de la inflamacién del

colon, proliferacion epitelial y reduccién de apoptosis (Sanders y cols., 2013).

Hay claras evidencias de la contribucién de la dieta en la modulacion del riesgo
de céancer colorectal, uno de los mayores causantes de muerte en los paises
industrializados. En estudios con animales, LGG reducia tanto la incidencia como el
namero de tumores, al igual que B. longum (Parvez y cols., 2006). En humanos
también se ha observado que pueden tener un efecto protector frente a esta enfermedad

en estudios de casos-control (Rowland, 2004).
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> Mejora de la intolerancia a la lactosa

Los sintomas producidos por este sindrome, tales como dolor abdominal,
diarrea, nduseas, etc., son variables en cada persona debido la capacidad de su
microbiota para fermentar la lactosa (Manzano y cols., 2012). El efecto beneficioso se
debe al aumento de la actividad de la lactasa en el intestino por las BAL (Parvez y cols.,
2006).

> Tratamiento de la obesidad

Respecto a la obesidad inducida por la dieta, la suplementacion de probidticos,
concretamente diversos lactobacilos y bifidobacterias, han demostrado su efecto
positivo en modelos animales para contrarrestarla. En cuanto al metabolismo de lipidos,
en estudios experimentales se ha visto que han producido una disminucion de los
niveles de colesterol y lipoproteinas de baja densidad, y un aumento de lipoproteinas de
alta densidad. En humanos los estudios son escasos para afirmar el efecto potencial
(Manzano y cols., 2012).

La resistencia a la insulina y control de la glucemia, con la cepa LGG en
concreto, se ha demostrado su efecto beneficioso en la homeostasis de la glucosa,
mejorando en ratones la sensibilidad a la insulina y la reduccién de la acumulacion de

lipidos siendo beneficioso para el control del peso corporal (Kobyliak y cols., 2016).

> Tratamiento de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal

Otra enfermedad sobre la que tienen actuacion los probi6ticos es la enfermedad
inflamatoria intestinal (EIl) que puede presentarse de dos formas: como enfermedad de
Crohn o colitis ulcerosa. Se trata de una inflamacién crénica de la mucosa del tracto
gastrointestinal que se relaciona con una respuesta inmune anémala a la microbiota
comensal. Lo que tiene lugar es un desbalance en su composicién (disbiosis) que puede
relacionarse con su patogénesis (Hevia y cols.,, 2014). Las bacterias probidticas
contribuyen positivamente con la modificacion y mejora de la flora intestinal,
modulando la barrera epitelial, reduciendo bacterias patogénicas que se unen o penetran
en la superficie de la mucosa, previniendo el crecimiento de las mismas, estimulando la
funcién de la barrera y equilibrando el balance en la produccion de citocinas

proinflamatorias y antiinflamatorias (Mikov y cols., 2014).
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> Efectos inmunomoduladores

Otro mecanismo de accidn es la estimulacion del sistema inmune y el bloqueo de
patdgenos responsables de infecciones en el intestino mediante la union de las bacterias
probidticas al epitelio intestinal (Mikov y cols., 2014). Se ha demostrado, in vitro, como
el nimero de especies patogenas se reduce en el mucus intestinal con la administracion
de LGG, L. rhamnosus LC705, B. breve 99 y Propionibacterium freudenreichii ssp.
Shermanii JS (Collado y cols., 2007).

2.2. Bacterias lacticas

Las BAL son un amplio grupo de microorganismos usado en la elaboracién de
gran variedad de productos fermentados destinados al consumo humano (lacteos,
vegetales, cérnicos, de panaderia, bebidas alcohdlicas) y animal (ensilados). A él
pertenecen los microorganismos mayormente utilizados como probidticos. Al ser
bacterias utilizadas en alimentacion, tienen un status de GRAS (Generally Regarded As
Safe).

Se clasifican segun su morfologia en cocos o bacilos, o segin el modo de
fermentar la glucosa en homofermentativos o heterofermentativos. Son bacterias Gram-
positivas, anaerobias facultativas, catalasa negativas, no esporuladas, acido tolerantes,
con un pH 6ptimo de crecimiento entre 5.5 y 6.2 y estrictamente fermentativas presentes
tanto en la naturaleza, como en el intestino humano y animal. Ademés, hay gran
diversidad dentro del género segun el contenido en G+C en el DNA, que varia entre 32-
52%. Sus colonias se caracterizan por ser circulares y de color blanquecino (Jagadeesh,
2015).

Consumen rapidamente los carbohidratos fermentables del alimento como fuente
de energia y los convierten en acidos organicos, especialmente en &cido lactico. Como
consecuencia de la acidificacion, el pH disminuye aumentando la vida util del producto
por la inhibicion del crecimiento de patdgenos y alterantes y mejorando asi su seguridad
(Khandelwal y cols., 2015; Saez-Lara y cols., 2015; Salminen y cols., 2004). La
produccién de &cido lactico puede llevarse a cabo por dos vias: homofermentativa,
como producto de la fermentacion, o heterofermentativa, en la cual ademas puede

producirse dioxido de carbono, etanol y/o &cido acético (Kandler, 1983).
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Algunos de los géneros mas importantes son: Lactococcus, Enterococcus,
Lactobacillus y Streptococcus (Salminen y cols., 2004). Por razones tecnolégicas, a este
grupo también pertenecen los géneros Bifodobacterium, y Propionibacterium. Son
bacterias capaces de crecer s6lo con unas determinadas condiciones nutricionales del
medio puesto que poseen una baja capacidad biosintética y altos requerimientos de

fuentes de carbono y nitrégeno (Stackebrandt, 1988).

2.2.1. Geénero Lactobacillus

Es un género que incluye sobre 80 especies reconocidas (Kandler,
1983). Morfologicamente se caracterizan por ser largas y delgadas, aunque en funcion
de la especie éstas varian, pudiendo ser bacilos o coco-bacilos de pequefio tamafio o
formar cadenas largas. En general no tienen movilidad, pero en el caso contrario es

debida a la presencia de flagelos peritricos (Winn y cols., 2006).

Los lactobacilos son bacilos Gram positivos, aerobios facultativos, presentes en
la flora vaginal, tracto intestinal y la cavidad oral en humanos (Tortora y cols., 2007).
Se distribuyen ampliamente por la naturaleza y también forman parte de la flora normal
de muchos animales. Debido a su capacidad fermentativa, son empleados en multitud de
productos comerciales tales como: lacteos, granos, chucrut, pickles, mantequilla,...
Todas las especies dentro de éste grupo son catalasa y oxidasa negativa, no reducen
nitrato, no producen indol ni H2S y no forman esporas. La pared celular de dichas
bacterias se caracteriza por contener un peptidoglucano grueso y acidos teicoicos

ligados a la membrana (Tortora y cols., 2007; Winn y cols., 2006).

Como fuentes de carbono y energia, no solo requieren carbohidratos, sino
también aminoécidos, vitaminas y nucle6tidos. Sus efectos beneficiosos para la salud
son los que les atribuyen la capacidad de actuar como probidticos. Ademas de sus
propiedades para la prevencion y control de determinadas enfermedades, otorgan

compuestos aromaticos (diacetilo, acetaldehido) a los alimentos.

Lactobacillus rhamnosus GG es una de las principales cepas probiédticas usadas
debido a la gran investigacion que se ha realizado sobre ella tanto en humanos como en

animales.
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2.2.2. Geénero Bifidobacterium

En la actualidad hay descritas y catalogadas mas de 30 especies diferentes de
bifidobacterias. Su morfologia es variada, generalmente con forma bacilar, cortas,
regulares o con ramificaciones. Pueden presentarse individualmente, en cadenas, en
empalizada o en forma de V, Y, T. Dicha forma bifida es a la que hace referencia su
nombre. Son bacilos Gram positivos, inmoviles, no esporulados, anaerobios estrictos
(aunque algunas especies si toleran el oxigeno), catalasa negativos, productores de acido
lactico en procesos de fermentacion (Khandelwal y cols., 2015). Son sacaroliticos
(capaces de fermentar glucosa, galactosa y fructosa) y acido-tolerantes, en general con
un pH dptimo de crecimiento de 6.5y 7.0 (Leahy y cols., 2005).

Fueron aisladas por primera vez de heces de neonatos lactantes por Tissier y
cols. en 1990, que las denominaron Bacillus bifidus (Vanegas y cols., 2010), pero por su
similitud en algunas caracteristicas con el género Lactobacillus, Orla-Jensen en 1924
reconocio el género Bifidobacterium como un taxon separado dentro de éste grupo y
fueron incluidas en la 72 ed. del Manual Bergey’s. Una de las diferencias con las BAL
es su alto contenido cromosémico en G+C y el metabolismo de los azUcares, puesto que
carecen de aldolasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Leahy y cols., 2005). Para su

cultivo requieren necesariamente cisteina que actia como agente reductor.

Estan presentes de forma natural en el tracto gastrointestinal de humanos, con un
contenido de 3% tanto en nifios como en adultos sanos y en diversos animales en
distinta proporcién en funcién de la edad y mayoritariamente del tipo de alimentacion
(Candela y cols., 2007; Roy y cols., 2001). El caracter de “microorganismo probidtico”
le es otorgado por ser uno de los principales grupos promotores de la salud y por su

inocuidad, de ahi su amplio uso en la industria alimentaria.

2.3. Microbiota intestinal humana

La microbiota intestinal es un complejo ecosistema de microorganismos muy
diversos que tienen un papel clave en la salud del ser humano, ya que compite por los

nutrientes y receptores, desplaza a patdégenos, produce factores antimicrobianos, regula
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la tasa de recambio de enterocitos, promueve el desarrollo y diferenciacién de las
células epiteliales, fortifica la barrera intestinal y mantiene el buen funcionamiento de la
inmunidad de la mucosa intestinal (Gerritsen y cols., 2011; Sekirov y cols., 2010).
Ademas sintetiza aminoacidos esenciales, vitaminas y &cidos grasos de cadena corta
mediante la degradacion de proteinas y polisacaridos no digeribles (Sekirov y cols.,
2010). Contiene mas de 10'* microorganismos que estan expuestos al ambiente externo,
los cuales residen o pasan a través del tracto gastrointestinal, tracto respiratorio y

genitourinario.

Los seres humanos nacen estériles y establecen rapidamente la poblacion
bacteriana en el parto, siendo considerado en un principio un determinante fundamental
de la composicién inicial de la microbiota (Hdez y cols., 2015; Isolauri y cols., 2001,
Yu y cols., 2012). Sin embargo, en estudios recientes se ha mostrado que el principal
factor iniciador es la leche materna por ser una fuente continua de bacterias comensales
y mutualistas para el nifio, entre las que se encuentran: estreptococos, enterococos,
estafilococos y bacterias lacticas (Hdez y cols., 2015). A la edad de 2 afios dominan
bacterias similares a las del adulto, que contiene mayoritariamente dos filotipos o
phylum, Firmicutes y Bacteroidetes, seguidos de Actinobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia y Euyarchaeota (Arumugam y cols., 2011) (Figura 2). Esta se
mantiene mas o menos estable, ya que el sistema inmunoldgico reconoce y tolera a las

especies bacterianas que se adquieren durante esta fase (Hdez y cols., 2015).

= Firmicutes

® Bacteroidetes

® Actinobacteria
Proteobacteria

= Verrncomicrobia

® Euyarchaeota

Figura 2. Phylum que componen mayoritariamente la microbiota intestinal.
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Aunque la microbiota se establece en la primera etapa de la vida, se pueden
producir cambios en funcion de la edad, dieta, origen geogréfico, ingesta de
complementos alimenticios, farmacos, estrés, infecciones y medio ambiente,
produciendo una modificacion de la misma y de la expresion de sus genes (Arumugam
y cols., 2011; Backhed y cols., 2012; Hdez y cols., 2015). Su composicion es variable y
especifica para cada individuo, de forma que no es posible establecer una definicion
concreta de lo que se consideraria normal y saludable (Gallego y cols. 2016).

Entre la microbiota y el individuo existe una asociacion simbiética, aportando
nutrientes y un ambiente adecuado por parte de los microbios gastrointestinales y
contribuyendo en el desarrollo y adecuado mantenimiento de la mucosa intestinal por
parte de la microbiota (Hevia y cols., 2015). Se ha demostrado con estudios animales
que la baja diversidad bacteriana esta relacionada con una mayor susceptibilidad de
desarrollar distintas enfermedades. Como consecuencia, se considera que es mas
importante para conservar la salud la funcion de la microbiota, en lugar de la

composicion (Nicholson y cols., 2012).

El mantenimiento tanto de la estructura como de la funcion beneficiosa, se
define basado a distintos aspectos: la actividad fisiologica de los metabolitos producidos
por las bacterias intestinales, el concepto de disbiosis, que se relaciona con actividad
inflamatoria, infecciosa, funcional y/o condiciones nutricionales, y también la
manipulacion de la microbiota para la mejora o prevencién de patologias (Béckhed y
cols., 2012). Es de gran importancia conocer el factor desencadenante del desbalance,
ya que el efecto beneficioso de un microorganismo en el hospedador puede modificarse

cuando las condiciones cambian (Gallego y cols., 2016).

2.4. Interaccidn probidtico-hospedador

El sistema inmune juega un gran papel en la modulacién de la microbiota
intestinal para proteger frente a patogenos y preservar la relacion simbidtica entre el
hospedador y la misma (Rodriguez y cols., 2013). Con estudios in vitro se ha estudiado
la respuesta de las células del tracto gastrointestinal a las bacterias probiéticas (Marco y
cols. 2006).
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Los probidticos pueden modular la respuesta inmune ejerciendo sus beneficios a
distintos niveles del intestino: en el lumen a través de su interaccion con la microbiota o
con un efecto metabolico directo, en otros 6rganos extraintestinales, en la mucosa y el
epitelio incluyendo los efectos de barrera, en los procesos digestivos y el sistema
inmunoldgico asociado a mucosa a traves de las células M en PP (Guarner y cols.,
2010). También pueden intervenir a nivel sistémico por sus propiedades

inmunomoduladoras, influyendo en la respuesta inmune del individuo.

Los microorganismos o estructuras antigénicas son captadas y transportadas por
células M del epitelio favoreciendo la estimulacién del tejido linfoide asociado a
mucosa en el cual se encuentran las células receptoras del antigeno (Manzano y cols.,
2012). Los linfocitos T estimulan los linfocitos T helper encargados de producir
distintos tipos de citocinas. Estas ademas, son variables segun la cepa probidtica, con
casos de inhibicién o estimulacion de la produccién de algunas de ellas tales como IL-
10, IL-12 o factor de necrosis tumoral (TNF-a ) (Chiba y cols., 2010). Las células
dendriticas (CD) constituyen la tercera linea de defensa. Pueden introducir las bacterias
probidticas en el lumen, induciendo marcadores de proliferacion, citotoxicidad y la
activacion de células NK autélogas (Fink y cols., 2007). Ademas, actian en el
reconocimiento temprano bacteriano y por tanto, en la formacion de células T (Marco y
cols. 2006).
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Figura 3. Mecanismos de accion de los probioticos (Bermudez-Brito y cols., 2012).
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La barrera intestinal es el mayor mecanismo de defensa frente a organismos
externos, a través de la secrecion de mucus, clorhidrico y agua, ademas de la adherencia
a las células del epitelio (Yépez y cols., 2015). Es imprescindible ésta adherencia para la
colonizacion e interaccion con las bacterias del hospedador y para la modulacion del
sistema inmunolégico frente a patdgenos (Bermudez-Brito y cols., 2012). Se ha
demostrado que varias proteinas de Lactobacillus promueven el proceso de adhesion al
tracto gastrointestinal, el cual estd mediado principalmente por proteinas, pero también
por exopolisacaridos y &cidos lipoteicoicos (Veélez y cols., 2007). EI componente
implicado en la unidn es proteasa resistente y se asocia a la superficie bacteriana.
Ademas, éste se degrada en un péptido antimicrobiano que otorga una proteccion frente
a patdgenos en el hospedador, lo que sugiere el efecto beneficioso que pueden presentar
las proteinas de superficie (Greene y cols., 1994). Entre éstos péptidos se incluyen
bacteriocinas, que contribuyen a la funcionalidad de los probidticos en el tracto
gastrointestinal al conferir a las cepas una ventaja competitiva consecuencia de la

actividad antimicrobiana (Gerritsen y cols., 2011; Guarner y cols., 2010).

Los receptores TLR pueden interaccionar con moléculas de los patégenos y
bacterias comensales tras su anclaje a la superficie mediante el antigeno CD14, de
forma que TLR-4 interacciona con LPS (lipopolisacérido) formando un complejo unido
a una proteina. Como consecuencia, se activan numerosas moléculas de sefializacion en
las células para la liberacion del factor de transcripciéon nuclear kB (NFkB), que al
mismo tiempo transcribe citocinas inflamatorias (IL-8 e IL-6), respondiendo con una
respuesta inflamatoria a la invasion del patégeno (Yépez y cols., 2015). Lefteris y cols.,
investigaron con seis cepas de Lactobacillus para ver su efecto frente a bacterias
patdgenas como Salmonella entérica ser. typhimurium SL1344, mostrando todas ellas
una fuerte actividad antimicrobiana frente a la misma. Del mismo modo fue
demostrado, tanto in vitro como en animales de laboratorio, para cepas de
Bifidobacterium, inhibiendo su adhesion al mucus debido a la &cido-resistencia que

éstas adquieren (Bermudez-Brito y cols., 2012; Liévin y cols., 2000).

El efecto de los probioticos es mayor cuando se administran distintas cepas en
conjunto (Qin y cols., 2010). Se ha visto por ejemplo que la combinacion de
fructooligosacaridos como es la inulina con cepas de L. rhamnosus y B. lactis, aumenta

el nimero de cepas de dichas especies de la flora intestinal y disminuye la de
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Clostridium perfringens, reduciendo patologias del tracto gastrointestinal (Davis y cols.,
2009). En ratas alimentadas con dietas suplementadas con inulina junto con cepas
probidticas como L. acidophilus, L. bulgaricus, B. bifidum, B. longum y S.
thermophilus, aumenta la actividad de enzimas como son las disacaridasas intestinales
(Yangy cols., 2005).

2.5. Tejido Linfoide Asociado al Intestino (GALT)

En la mucosa intestinal del hospedador tienen lugar distintas interacciones entre
los microorganismos comensales que componen la microbiota y patdégenos de
naturaleza variada (Rodriguez y cols., 2013). Esto sugiere que su modulacion para
obtener “bacterias beneficiosas” podria contribuir al bienestar del hospedador, lo cual es

la base de la utilizacion de alimentos probidticos.

El principal componente del sistema inmunitario intestinal es el tejido linfoide
asociado a la mucosa de tracto gastrointestinal (GALT), el cual contiene el mayor
nimero de células inmunocompetentes del organismo. Presenta en funcion de la
especificidad (Marin y cols., 2011; Hdez y cols., 2015):

a) una parte inductora de la respuesta inmunitaria intestinal, que es el compartimento
constituido por nddulos linfoides, apéndice, PP y ganglios linfaticos mesentéricos.

Es lo que se conoce como GALT organizado.

b) una zona donde se lleva a cabo la fase efectora de la respuesta inmunitaria
intestinal, siendo principalmente la ldmina propia intestinal. La integran linfocitos
individuales de la pared del intestino dispersos, intraepiteliales y de la lamina

propia. Es conocido como GALT difuso o efector.

Ademéas de los componentes fisicos, estdn los moleculares (proteinas
antimicrobianas) y celulares, que actlan sinérgicamente evitando la invasion de
patogenos. Las celulas del epitelio constituyen una barrera fisica primaria, que es
selectiva, e inician la respuesta inmune al ser el principal nexo de union con la

microbiota (Kemgang y cols., 2014).
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A través de la inmunidad innata y adquirida, el organismo es capaz de tolerar los
antigenos presentes en la dieta y la propia microbiota residente, ademas de reconocer y
rechazar a aquellos patdgenos. Los efectos mas importantes respecto a la inmunidad
adaptativa son el incremento de la produccién de células secretoras de IgA, IgG e IgM
como son las células B, incrementos en la IgA secretora total y especifica, y la
modulacion de la respuesta inflamatoria intestinal (Moreno Baptista y cols., 2013). Las
IgA requieren la interaccion de las CD fagociticas con las células T y B inmersas en la
PP, con las células que presentan el antigeno en foliculos linfoides aislados o en
ganglios linfaticos mesentéricos. Esto es crucial para que tenga lugar la estimulacion de
las células inmunes y de la respuesta de la mucosa, actuando la IgA con el bloqueo de la
unién de patdgenos a la superficie del epitelio y facilitando que llegue el antigeno.

Los antigenos del lumen pueden ser captados por las células M, que los
transportan a células presentadoras de antigenos (CPA) por endocitosis o fagocitosis
expresandolos en la membrana plasméatica donde son reconocidos por receptores de
células T (TCR). Segun el estimulo recibido se diferencian en linfocitos Thl, Th2 y Th3
(Ramiro-Puig y cols., 2008). También es propiciada la activacion de células NK vy el
aumento de la secrecion de interferon (IFN)-y y TNF-a (Galdeano y cols., 2007; Ogawa
y cols., 2006).

2.6. Moléculas implicadas en la interaccion

La pared celular de Gram-positivas estd compuesta de una capa gruesa
fundamentalmente de peptidoglicano a la que se anclan polimeros secundarios como
son polisacaridos, acidos lipoteicoicos y proteinas, que le confieren a la pared
propiedades especificas de especie y cepa. Estos componentes actlan directamente en la
adherencia al epitelio intestinal, en la interaccion bacteria-hospedador e incluso para
interaccionar con los microorganismos patdgenos en el hospedador (Sengupta y cols.,
2013).
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2.6.1. Proteinas extracelulares

Las BAL se interrelacionan con las bacterias comensales del intestino del
hospedador mediante proteinas secretadas que son transportadas desde la membrana
citoplasmatica a las células de la mucosa y podrian ser responsables de la inhibicion de
microorganismos patégenos y de la modulacion de la respuesta inmune (Sanchez y
cols., 2009). Ademaés, pueden inducir cambios en la expresion génica mediante la
interaccion probiotico-hospedador ejerciendo asi un efecto beneficioso (Séanchez el al.,
2008).

Las proteinas extracelulares se pueden dividir en dos grandes grupos: por un
lado las que tienen un péptido sefal situado en el extremo N-terminal responsable de su
secrecion al medio y a la superficie bacteriana, que son sintetizadas como pre-proteinas;
y por otro lado, las que tienen péptido sefial y dominios de union a la superficie celular
de la membrana plasmatica del hospedador a la cual se anclan (Sanchez, 2010). Las pre-
proteinas que presentan un péptido sefial, pueden ser atacadas por peptidasas y ser
liberadas o quedar retenidas en la membrana debido a la presencia de aminoacidos
hidrofdbicos que estan precedidos o seguidos de residuos con carga positiva (Bath y
cols., 2005).

Del género Lactobacillus, las nucleasas son las principales proteinas secretadas.
Su actividad sobre el ADN ubicado en el lumen, puede dar lugar a la formacion de
oligonucle6tidos con caracter inmunomodulador. Ademas, algunos Lactobacillus y
Bifidobacterium secretan una serie de compuestos proteinicos solubles de pequefio
tamafio que ejercen proteccion frente a infecciones como la listeriosis causada por
Listeria monocytogenes. Se han observado sus efectos in vitro, pero muchos de estos
compuestos estan aun por identificar (Sanchez y cols., 2008). L. rhamnosus GG produce
dos de las proteinas mas abundantes secretadas encontradas en el sobrenadante de dicho
cultivo. Son: LGG_00324 o p75 y LGG_00031 o p40, capaces de prevenir la apoptosis
inducida por citocinas, establecer la homeostasis en el intestino y la prevencién y

tratamiento de colitis de forma experimental con la p40. (Claes y cols., 2012).

En el género Bifidobacterium, en el caso de B. longum NCIMB 8809, se han

identificado cuatro proteinas que podrian tener un importante papel tanto en la fisiologia
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como en interaccion probidtico-hospedador, como por ejemplo las serpinas que
intervienen en la inflamacién aguda (Sanchez y cols., 2008; Ruiz y cols., 2014).
Concretamente en la cepa B. longum NCC2705 ha sido demostrado que éstas inhiben
elastasas del pancreas y de neutréfilos, de ahi su posible participacion en la

inmunomodulacion por parte de las bifidobacterias.

2.6.2.  Proteinas de superficie

Las proteinas de superficie se encuentran ancladas a la pared bacteriana o son
secretadas al medio que las rodea en el que se vuelven a asociar con la pared celular. Se
caracterizan por ser moléculas de pequefio tamafio (entre 40-60 kDa) asociadas a la
pared celular bacteriana. Pueden unirse a otros componentes (por ejemplo acidos grasos
de cadena larga) de la membrana del citoplasma donde reciben el nombre de
lipoproteinas, o anclarse por segmentos hidrofébicos transmembrana por enlaces
covalentes a través del extremo N- o C- terminal. A la pared pueden unirse
covalentemente por la accién del enzima sortasa, pero también pueden adherirse de
forma no covalente, por interacciones electrostaticas mediante éstos dominios de anclaje
que se componen de aminodcidos hidrofébicos que contienen residuos cargados
positivamente (Lebeer y cols., 2008; Sanchez y cols., 2008; Sanchez y cols., 2009).

Las lipoproteinas tienen un péptido sefial en el extremo N-terminal, en cuya
secuencia incluyen un residuo de cisteina antes del cual corta la peptidasa sefial. Cuando
el precursor es translocado, la prolipoproteina diacilglicerol transferasa afiade un grupo
diacilglicerol al grupo SH del residuo de cisteina, actla la peptidasa sefial tras la
insercion de la proteina a la bicapa lipidica y ésta se ancla al &cido graso de cadena larga
(Sutcliffe y cols., 2002). Estan implicadas en el transporte, adhesion, resistencia a
antibidticos, procesos sensoriales, homeostasis celular y en la translocacion y
plegamiento de proteinas (Sengupta y cols., 2013).

En las proteinas de superficie que son ancladas por accion de sortasas, se les
reconoce un motivo LPXTG localizado en el extremo C-terminal del precursor, seguido
de un dominio hidréfobo y una cola con residuos con carga positiva mediante los cuales

se produce el anclaje. Las sortasas utilizan sustratos que funcionan como adhesinas,
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internalinas, factores que evitan la coagulacion y el sistema inmunolédgico y

transportadores de nutrientes a traves de la pared celular (Maresso y cols., 2008).

Dentro del género Bifidobacterium, se ha demostrado que algunas especies
pueden interactuar con el sistema plasmindgeno a través de las proteinas denominadas
moonlighting o “proteinas pluriempleadas”, las cuales pueden ser exportadas a la
superficie bacteriana sin necesidad de una sefial. El plasmindgeno puede activarse por la
presencia de los enzimas gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y enolasa
de la superficie bacteriana, aumentando la capacidad de captacion de nutrientes y la

capacidad invasiva (Hurmalainen, y cols., 2007; Sanchez y cols., 2008).

Un tipo especial de proteinas asociadas a la superficie de la pared celular
bacteriana de forma no covalente son las S-layer (SLp), ejerciendo su funcion protectora
frente a patdgenos. Se caracterizan por tener estructura cristalina, una sola subunidad y
uno o més dominios N-terminal en algunas bacterias probidticas (Burgain y cols., 2014)

2.6.3.  Acido lipoteicoico

Los &cidos teicoicos representan el segundo mayor componente asociado a la
pared celular de bacterias Gram-positivas. Son moléculas compuestas de poliglicerol
fosfato o poliribitol fosfato, unidas de forma covalente a peptidoglicanos o anclados en
la parte externa de la membrana citoplasmatica a lipidos pasando a denominarse acidos
lipoteicoicos. De ésta forma constituyen polimeros cargados negativamente. Tanto en
un caso como en otro, existen grandes diferencias segin la especie y cepa, la fase de
crecimiento, el pH del medio, la fuente de carbono, la disponibilidad de fosfato, etc.

(Lebeer y cols., 2008; Neuhaus y cols., 2003; Sengupta y cols., 2013).

El &cido lipoteicoico tiene un papel fundamental en la fisiologia y regulacion de
la division celular (Brown y cols., 2013). Es el que mas hidrofobicidad de superficie
aporta en funcién de las sustituciones con ésteres de D-alanina, da rigidez a la pared
celular e interviene en la adhesion de la bacteria al intestino desencadenando la
respuesta del sistema inmune para mantener la homeostasis. Al poder actuar con efectos
tanto proinflamatorios como antiinflamatorios, es de interés su estudio para el

tratamiento de distintas patologias (Brown y cols., 2013; Granato y cols., 2004). Fueron
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una de las primeras moléculas efectoras de LGG estudiadas por ser considerados
equivalentes de LPS de Gram-negativas en la estimulacion de la respuesta del sistema
inmunologico (Segers y cols., 2014).

2.6.4. ADN

El ADN bacteriano se identifica por la frecuencia de dinucledtidos no metilados
de citosina-guanina (CpG) que no suelen estar presentes en eucariotas. Estos motivos
CpG que interaccionan con receptores tipo Toll-like-9 (TLR-9) de las células del
epitelio, son potentes inductores del sistema inmunolégico innato y aportan a la mucosa
la propiedad de evitar la apoptosis (Marteau y cols., 2002). Rachmilewitz y cols.,
mediante una mezcla probidtica VSL#3 que contenia cuatro cepas de Lactobacillus, tres
cepas de bifidobacterias y una de Streptococcus salivarus subsp. thermophilus demostro
que el ADN gendmico no metilado tenia efectos positivos en el tratamiento de ratones

con colitis inducida.

En estudios in vitro se ha mostrado que el procedente de diferentes cepas
probidticas interviene en la activacion de células NF-KB, involucradas en la activacion
de TLR. En estudios con ratones actla en la actividad proliferativa del sistema
inmunoldgico, en los que con LGG, se demostré que su ADN es capaz de inducir la
proliferacion de células B y estimular la respuesta Thl siendo beneficioso en la
prevencion de alergias. En estudios con PBMCs obtenidos de pacientes alérgicos se vio
como LGG podia modular la respuesta Th1/Th2 de forma especifica. Ademas, méas del
50% del efecto de la IgG podria ser explicado por la accion del ADN gendmico (Segers
y cols., 2014).

Para otros tipos de enfermedades en humanos, ain no se ha confirmado la actuacion del

DNA de bacterias probioticas (Rachmilewitz y cols. 2004).

2.7. Citocinas

“Las citocinas o citoquinas, son proteinas o glicoproteinas secretadas por las
células inmunocompetentes, de bajo peso molecular (menos de 30 Kd) que a través de

su interaccion con receptores de superficie celular regulan el desarrollo o la funcién de
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otra célula” (Elizondo y cols., 2011). Distintos tipos de células pueden dar lugar a una
misma citocina, produciendo multiples y variables efectos sobre el sistema
inmunologico del hospedador (Kemgang y cols., 2014).

Las vias de sefializacion son activadas por las distintas moléculas de la bacteria
produciendo cambios fenotipicos en las CD (principales células involucradas en la
activacion de receptores de inmunidad innata para la union de microorganismos) y en la
secrecion de citocinas. La actuacion de los probidticos sobre el sistema inmunol6gico
adaptativo tiene efectos en las células Treg, células T efectoras, células natural killer T
(NKT) y células B (Frei y cols., 2015).

Los linfocitos T son los principales productores de citocinas. Se clasifican en
tres subpoblaciones principales cuando son activados dando lugar a la secrecion de
distintas citocinas en funcién del tipo de estimulo en el momento de reconocimiento
antigénico: Thl que intervienen en la defensa de microorganismos, Th2 que median en
reacciones alérgicas y en la defensa frente a patdgenos y T reguladores (Kemgang y
cols., 2014).

Algunas cepas probidticas estimulan la respuesta de células Thl, induciendo la
produccion de IFN-y, TNF-a e IL-2 (Figura 4). Sin embargo otras, inducen la respuesta
de Th2 con el consiguiente aumento de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-25. Cuando se
desencadena una respuesta reguladora, los linfocitos T (Treg, Trl y Th3) producen IL-
10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), interviniendo en el
funcionamiento de las células Thl y Th2 (Moreno y cols., 2013). Thl7 es una
subpoblacion efectora cuya funcién parece estar relacionada con la defensa frente a
infecciones bacterianas y flngicas que no se han cubierto totalmente por la respuesta
Thly Th2.
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Figura 4. Diferenciacion celular de linfocitos T segun el tipo de estimulo y citocinas

expresadas segun la linea.

Como se ha visto anteriormente, la secrecion de citocinas es inducida de forma

especifica ademas de segln el tipo de célula, en funcion del tipo de especie (Kemgang y

cols., 2014). Bifidobacterium puede ejercer un efecto antiinflamatorio por la produccion
de IL-10 en PBMCs, dando lugar a la disminucion de IL-8. Con B. longum hay una
disminucion de TNF-o e IL-1o. y un aumento de TGF-$ en las células HT-29, que

participan en la regulacion de la funcion de la barrera intestinal (Bahrami y cols., 2011).

En el

caso de Lactobacillus,

la cepa LGG induce la expresion de citocinas

proinflamatorias tipo Thl TNF-a, IL-1B, IL-6, 1L-18, IL-12p70 e INF-y, pero no de la

via Th2 IL-4 y poco de IL-10 (Miettinen y cols., 1998).
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3.

Metodologia aplicada

3.1. Cepasy condiciones de cultivo

Para el aislamiento de las distintas fracciones fueron empleadas tres de las
principales bacterias probidticas: Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG (LGG),
Lactobacillus acidophilus DSM 20079 y Bifidobacterium longum subsp. longum
NCIMB 8809. Todas ellas se crecieron en medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe, autores
que formularon el medio) (Difco®, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) 55 g/L,
suplementado con L-cisteina al 0.05% (p/v) (MRSC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Las cepas fueron obtenidas de stocks de la coleccion IPLA congeladas a -80°C
en MRSC suplementado con 40% (v/v) de glicerol, que se sembraron (5 uL) por
agotamiento en placas de MRSC con 1.8% (p/v) de agar (agar-MRSC; Biokar
Diagnostics, Beauvois, Francia). Posteriormente, se dejaron incubar durante 48 horas a
37°C en una cabina de anaerobiosis modelo MG500 (Don Whitley Scientific, West 100
Yorkshire, UK) con una atmosfera de 10% (v/v) de Hz, 10% (v/v) de CO2 y 80% de No.
Tras el aislamiento de una colonia, se hicieron precultivos en MRSC (10mL) que se
dejaron incubar 18 h en las condiciones descritas anteriormente. A partir de ellos (1%
v/v) se inocularon volimenes de 50 mL por triplicado para cada cepa y se dejaron
incubar nuevamente a 37°C en anaerobiosis 18 h. A las 24 h posteriores los cultivos se
centrifugaron a 10.000 g, a 4°C, durante 30 min [~15.880 g centrifuga Kobota (Kubota
Co., Tokio, Japon) en rotor AG-6512C] y los sobrenadantes obtenidos fueron filtrados

(filtros de 0.45 um), usando MRSC como sobrenadante control.

3.2. Fraccionamiento y separacion de proteinas extracelulares

Las proteinas extracelulares fueron obtenidas siguiendo el protocolo
desarrollado por Sanchez y cols. 2009. Para confirmar el adecuado aislamiento de las
bacterias, fueron observadas en primer lugar al microscépico éptico comprobando que

se correspondia la morfologia con la caracteristica descrita para cada especie.

Los cultivos de las distintas cepas obtenidos a partir de MRSC, fueron
centrifugados a 10.000 g, a 4°C durante 10 min [~15.880 g centrifuga Kobota (Kubota
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Co., Tokio, Japdn) en rotor AG-6512C] separando el pellet del sobrenadante, al cual se
le afiadieron 2 volumenes de etanol frio y se dejaron incubar a -20°C 18 h. Tras el
periodo de incubacion, fueron centrifugadas a 10.000 g durante 10 min a 4°C y
posteriormente, una vez descartado el sobrenadante, el precipitado fue purificado con
dos lavados de etanol (10.000 g, 4°C, 5 min). Para el secado fue utilizado un termo-
blogue dejandolo evaporar a 30°C. La proteina seca fue resuspendida en PBS con ayuda
de un bafo de ultrasonido (Ultrasons-H, JP Selecta, Espafia) durante 15 min.

3.3. Extraccion de proteinas de superficie

Las proteinas de superficie fueron extraidas a partir de los pellets anteriormente
obtenidos. En primer lugar, fue afiadida una solucion de tampon PBS 0,01 M y dos
inhibidores de proteasa, como son fenil-metilsulfonilfluoruro (PMSF) 0,2 M mezclado
con metanol; y 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,2 M a una concentracién final
de 5mM, el cual se mezcla con agua de alta pureza y es llevado a pH 8.5 afiadiendo para
ello NaOH.

A continuacién, se introdujeron en un agitador rotatorio a 37 °C durante 30 min.
con el maximo de ciclos (40) con el fin de homogenizar, y seguidamente fueron
centrifugados a 10.000 g, a 4 °C, 10 min. El sobrenadante, que contiene las proteinas,
fue filtrado con filtros de 0,45 um y congelado a -20 ° C. Para conocer las
concentraciones de proteina de cada cepa, éstas fueron obtenidas determinando la

absorbancia a 280 nm en el NanoDrop 2000c de Thermo Scientific.

3.4. Extraccion de acidos lipoteicoicos

A los pellets resultantes de la extraccion de proteinas de superficie, fue aplicado
el protocolo Metanol/Cloroformo. En cada uno de los tubos fueron resuspendidos
ordenadamente 4 ml de agua de alta pureza, 3 ml de metanol y 1 ml de cloroformo ,
fueron agitados en un vortex para homogenizar y se dejaron incubar 18 h en un agitador

rotatorio a 37 °C, con el maximo de ciclos.

Tras las 24 h de incubacién fueron centrifugados a 3.000 g durante 5 min. en un

rotor basculante. La parte superior se vertio en epperdorfs con volimenes de 1,5 ml
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hasta extraerla de todas las muestras para posteriormente ser llevados a un concentrador

de vacio hasta quedar totalmente secos.

3.5. Extraccién de ADN

Con el objetivo de aislar el ADN, cada cepa fue crecida previamente en 10 ml de
MRSC inoculadas al 1%, durante 24 h en condiciones de anaerobiosis. Para el
aislamiento y purificacion del ADN total se emple6 el kit “GenElute Bacterial Genomic
DNA Kit” (Sigma) siguiendo las instrucciones del fabricante. Unicamente se modific el
paso de lisis celular incluyendo una digestion previa de la pared celular con 5U/uL de

mutanolisina (Sigma) para asegurar la digestion de la misma debido a su constitucion.

3.6. PBMCs

Para la realizacion del analisis inmunoldgico, se llevé a cabo el aislamiento de
células mononucleares de sangre periférica, en las que se incluyen a los linfocitos y
monocitos que pueden ser aislados por centrifugacion en un gradiente de densidad con

Ficoll (Lymphoprep ™, Oslo, Norway). Los monocitos son un componente del sistema

de defensa precursores de macrofagos que desempefian una primera linea de defensa

contra infecciones, activandose por procesos inflamatorios.

Las muestras de sangre fueron obtenidas
de cinco pacientes sanos que no presentaban
ningun tipo de enfermedad. El aislamiento esta
fundamentado en las distintas densidades que
presenta cada tipo de célula sanguinea. Cada
muestra de sangre (5 mL) fue diluida con PBS

(1/1 v) y depositada sobre Ficoll (2 v) evitando

la mezcla entre la sangre y el medio de
‘_. _— _.H‘J

separacion. A continuacion, se centrifugaron en ol iy

un rotor basculante Sorval ST 16 R Centrifugue Figura 5. Separacion de células
(Thermo Scientific) a 1800 rpm durante 30 min. por gradiente de densidad con
Ficol.
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Las células de la interfase que se corresponde con la fracciébn mononuclear
(PBMCs), fue recogida y centrifugada durante 20 min. a 1200 rpm y lavada doblemente
con PBS. Tras el contaje de células en una cdmara de Neubauer, fue ajustado el nimero
de células a 1 x 10® UFC/mL en el medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con

antibiotico/antifangico, suero fetal bovino (FBS) y polimixina B.

Los PBMCs se incubaron a un
volumen por pocillo de 200 pl junto con las
distintas fracciones de cada cepa de estudio:
L. casei subsp. rhamnosus GG (LGG), L.
acidophilus DSM 20079" y B. longum subsp.
longum NCIMB 8809, en una placa de 96
pocillos con fondo en U durante 5 dias, con
5% CO», a 37 °C. Como controles, fueron
utilizados: PBMCs no estimulado con células,

medio de cultivo MRS y LPS purificado de
Escherichia coli 0111:B4 como control

Figura 6. Preparacion de la placa de 96

pocillos con las distintas fracciones de positivo a concentracion de 125 ug/ mL.

cada cepa para los 5 donantes.

Cada fraccion testada fue analizada por triplicado a distinta concentracion (0,1
png/ mL, 1 pg/ mL, 10 pg/ mL para las proteinas extracelulares, de superficie y acido
lipoteicoico y a concentraciones de 1 pg/ mL y 5 ug/ mL para el ADN) y los controles
por duplicado. Tras los 5 dias de incubacion los sobrenadantes de cada pocillo fueron

traspasados a uno nuevo y almacenados a -80 °C hasta el analisis de las citocinas.

3.7. Deteccidn de citocinas

Las concentraciones de citocinas (GM-CSF, IFN-y, IL-1B, 1I-2, I1L-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IL-18, IL-21, I1L-22, IL-23, IL-27 y TNF-0) de
los sobrenadantes fueron medidas con el Kit ProcartaPlex ™ Immunoassay h
Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg 18plex (EPX180-12165-901) de Bender MedSystems
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(Viena, Austria) siguiendo las instrucciones del fabricante y mediante el citometro

Lecman.

4. Resultados experimentales y Discusion

Las cantidades de extracto seco de proteinas extracelulares, proteinas de
superficie y &cido lipoteicoico obtenidas tras la realizacion de los cultivos bacterianos
fueron medidas determinando la absorbancia a 280 nm en el NanoDrop 2000c de

Thermo Scientific. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Cantidades obtenidas de las distintas fracciones de proteina extracelular, proteina de
superficie y &cido lipoteicoico a partir de 50mL de cultivo para las cepas LGG, DSM y 8809.

P. Extracelular (mg) P. Superficie (mg)  Ac. Lipoteicoico (mg)

Lb. rhamnosus GG 7 2 6
Lb. acidophilus DSM 6 4 6
B. longum 8809 6 2 6

Para conocer la concentracion de ADN extraido fue medida
espectrofotométricamente a 260 nm y la pureza fue confirmada mediante la razén
Azeo/Azso. (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion obtenida de ADN para Lb. rhamnosus GG, Lb. acidophilus DSM vy B.
longum 88009.

Concentraciéon (ng/pl) Aazeo/Azso

Lb. rhamnosus GG 87,893 1,673
Lb. acidophilus DSM 145,887 1,757
B. longum 8809 510,878 1,592
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El grado de pureza del ADN extraido de cada cepa se encontr0 dentro del
rango considerado como ideal (1.6-2.0), excepto para la muestra 8809 donde fue

ligeramente inferior, lo que indica una posible contaminacion con proteinas.

El andlisis de las caracteristicas inmunomoduladoras de las cepas bacterianas
con potencial probidtico empleadas en este estudio se llevo a cabo mediante el co-
cultivo con los PBMCs aislados de cinco donantes sanos con los extractos bacterianos.
Previamente se hizo un screening inicial testando tres concentraciones distintas de cada
fraccion para evaluar cual de ellas era la mas eficaz. Solo la concentracién mas alta (10
ug/mL para proteina extracelular, de superficie y acido lipoteicoico y Sug/mL para el
ADN) dio resultados destacables en el Luminex, por lo que fue la seleccionada para la

realizacion de los analisis siguientes.

La cuantificacion de las citocinas presentes en el sobrenadante fue realizada tras 5 dias

de incubacion y los resultados se muestran en tablas en los Apéndices 1-4.

Al tratarse de un tejido biologico, la estimulacion en los donantes fue variable
aun considerando que todos estaban sanos. De las 18 citocinas, fueron seleccionadas
cinco de ellas de tipo tanto proinflamatorio como antiinflamatorio (IL-10, TNF-a, I1L-2,
IL-22, IFN-y) para comparar, dentro de cada bacteria, la produccion de las distintas
fracciones extracelulares y ADN. Ademas de las citocinas medidas individualmente,
fueron determinados algunos de los ratios mas empleados en bibliografia para analizar

la respuesta inmune de cepas probidticas, como son IL-10/TNF-o e IL-5/IFN-y.

Todos los datos recabados se procesaron con el programa SPSS (version 17.0)
efectuando el analisis de la varianza (ANOVA) y el test post hoc de Tukey para ver las
diferencias significativas entre las distintas fracciones de cada cepa y el grupo control
positivo y negativo, considerando p<0,05 como significativo. Los valores que quedaron

fuera de los limites de deteccién de citocinas fueron eliminados.

Para el estudio de los resultados, fueron seleccionados como control negativo el

medio de cultivo RPMI y como positivo LPS. EI medio MRS fue descartado puesto que
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solo se empled para comprobar que no se habia producido ningin problema en el
cultivo bacteriano previo. En las Tablas 3 y 4 del Apéndice 1, se recogen las
concentraciones inducidas de las citocinas para dichos controles con las cuales fueron
realizadas las comparaciones con las tres cepas, siendo el analisis enfocado para
determinar qué fraccion extracelular dentro de cada una de ellas desarrollaba mayor

induccidn en el sistema inmunologico con la produccidn de citocinas.

e Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG (LGG)

Los resultados obtenidos para la cepa Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG
(LGG) se recogen en las Tablas 5, 6, 7, y 8 del Apéndice 2, referentes a las distintas
fracciones extraidas. En ellas se muestran los valores de las 18 citocinas medidas

excluyendo aquellos que quedaron fuera de limites.

Dados los resultados adquiridos, fueron representadas en graficos aquellas
citocinas con un mayor interés desde el punto de vista de la capacidad
inmunomoduladora atribuida a cepas probiodticas que son las mas empleadas en
bibliografia: 1L-10, TNF-a, IL-2, IL-22 e IFN-y, para su comparacion con los grupos

control (Figura 7).
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fica de la produccién de IL-10, TNF-a, IL-2, IL-22 € IFN-y

sobrenadantes de los co-cultivos de PBMCs de Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG

on gréa

-7

Figura 7. Representaci
(LGG)., siendo expresadas las concentraciones en pg/mL.



Con la cepa LGG se observé un incremento de la citocina IL-10 respecto al
control negativo fundamentalmente con el ADN, pero también con los extractos de
acido lipoteicoico y proteinas extracelulares. Del mismo modo destacdé el ADN como
mayor inductor por encima del control negativo de TNF-a, IL-22 e IFN-y, aunque en
este ultimo caso también hubo secrecion por parte de las proteinas de superficie. De
forma significativa hubo diferencias entre grupos con IFN-y, predominando el ADN y
las proteinas de superficie en su produccion. IL-2 destacd por ser secretada de forma
elevada por las proteinas extracelulares y de superficie. Otros autores han demostrado
que la cepa LGG induce la expresion de citocinas proinflamatorias tipo Thl (TNF-a,
IL-1B, IL-6, 1L-18, IL-12p70 e INF-y), pero no de la via Th2 IL-4 y poco de IL-10
(Miettinen y cols., 1998), resultados que concuerdan con nuestros analisis.

Haciendo un analisis general, la fraccion que menos manifesto resultados para

las cinco citocinas fue la proteina de superficie, a excepcion de IL-2 e IFN-y.

e Lactobacillus acidophilus DSM 200797

En las Tablas 9, 10, 11 y 12 del Apéndice 3, se muestran los datos resultantes de
las 18 citocinas producidas por las distintas fracciones extraidas de Lactobacillus

acidophilus DSM 200797, excluyendo los valores fuera de los limites de deteccion.

Las citocinas de mayor interés, previamente descritas, se representaron frente a

los grupos control para ver el efecto de las distintas fracciones (Figura 8).
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A diferencia de la cepa LGG, con Lactobacillus acidophilus DSM 200797 se
experimentd por parte de las distintas fracciones extracelulares un aumento de IL-10,
pero de forma més relevante de TNF-a, IL-2 e IFN-y. Esto se relaciona con la inhibicion
de la produccion de IL-10 a causa de la accion de éstas citocinas de tipo
proinflamatorio. Estudiando uno a uno cada extracto, se vio que las proteinas
extracelulares actan en mayor medida en la secrecion de IL-2 y TNF-a con respecto al
grupo control, aunque también de IL-22 e IFN-y. Con las proteinas de superficie fue
levemente estimulada la IL-10 e IFN-y, pero no se observaron grandes efectos teniendo
en cuenta el grupo control. Un incremento de las cinco citocinas por encima del control
se produjo con el &cido lipoteicoico, mientras que el ADN destac6 del resto de
fracciones por ser el mayor inductor de IL-10 e IL-22 que son de tipo inmunosupresor.

Este tltimo también indujo el IFN-y.

e Bifidobacterium longum subsp. longum NCIMB 8809

La produccion de citocinas por cada fraccion extraida de Bifidobacterium
longum subsp. longum NCIMB 8809 se reflejan en las Tablas 13, 14, 15 y 16 del
Apéndice 4, excluyendo los valores fuera de los limites de deteccion.

Los graficos correspondientes a las citocinas seleccionadas permiten observar las
diferencias obtenidas entre los extractos testados y los controles experimentales (Figura
9).
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Figura 9. Representacion grafica de la produccion de I1L-10, TNF-a, IL-2, IL-22 e IFN-y de

sobrenadantes de los co-cultivos de PBMCs con Bifidobacterium longum subsp. longum

NCIMB 8809., siendo expresadas las concentraciones en pg/mL.
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Con Bifidobacterium longum subsp. longum NCIMB 8809 se vio un importante
incremento respecto al resto de grupos de IL-10, de la respuesta inmune Thl (IFN-y e
TNF-a) y Th17 (IL-22) por parte del ADN en comparacion con el control negativo. 1L-2
en cambio, fue mayormente secretada por proteinas de superficie y extracelulares,
teniendo ademas estas ultimas relevancia en la produccion de IFN-y y TNF-a y en
menor medida de IL-10. El &acido lipoteicoico fue la fraccion con inferior actividad
dentro de esta cepa, a excepcion de la estimulacion mostrada para la interleucina I1L-10.
La fraccion proteica de superficie indujo efectos en las citocinas de tipo

proinflamatorio, es decir, IFN-y, IL-2 e TNF-a.

Como han podido demostrar otros autores, las BAL probidticas se caracterizan
por el incremento de citocinas proinflamatorias como son TNF-a, IFN-y e IL-2, a través
de células mediadoras de la respuesta tipo Thl e IL-10, una interleucina que disminuye
y regula la respuesta inflamatoria que puede ser secretada por dos vias: la Th2
induciendo una respuesta antiinflamatoria, o a través de los linfocitos T reguladores que
desencadenan la respuesta reguladora (Treg, Thl o Th3) (Moreno Baptista y cols.,
2013). Los linfocitos T reguladores (Treg) ejercen su funcion supresora de la respuesta
inmune en funcion de la secrecion de citocinas inhibidoras, entre las que se encuentra la
IL-10. IL-2 tiene también actuacion en el desarrollo y diferenciacion de linfocitos Tregs
en el timo, produciendo la secrecion de IL-10 y TGF-B (Vergara, 2009). Esta
interleucina tiene caracter proinflamatorio y es inductora de la produccion de IFN-y, el
cual actua en la maduracion de células dendriticas y en el control de la proliferacion

celular a nivel del intestino.

En el caso de la IL-22, ésta es producida por la via Th1l7 a nivel de la mucosa
promoviendo su restauracién, interviniendo en la respuesta antibacteriana, en el
mantenimiento de la funcion de barrera y regulando la secrecion de moco y la
proliferacion y regeneracion de enterocitos (Aguilar-Jiménez y cols., 2011; Vergara,
2009). En las tres cepas empleadas en este estudio se observo un incremento de la 1L22
con respecto al control negativo, en una u otra fraccion, lo cual indica que podrian ser
empleadas como buenos moduladores de la funcion barrera del epitelio intestinal
promoviendo el mantenimiento de su homeostasis gracias a la induccion de dicha

citocina.
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Los receptores de reconocimiento de distintas proteinas, incluidos los tipo Toll
(TLRs) y de tipo NOD, son capaces de detectar componentes bacterianos de patdégenos
y no patdgenos permitiendo determinar cudl es el causante de una enfermedad (Brown y
cols., 2015). La presencia de proteinas y otros componentes bacterianos (LPS, material
de la pared celular y acidos nucleicos), pueden inducir respuesta pro-inflamatoria en el
hospedador y dar lugar a un aislamiento de células inmunes en el lugar de la infeccion
manteniendo asi la homeostasis intestinal. Se ha comprobado en algunos casos, que una
sola bacteria puede inhibir o inducir respuesta en el sistema inmune humano a través de
la secrecion de proteinas, originando una respuesta de tipo pro- o antiinflamatoria en

funcion del efector més abundante (Asrat y cols., 2015).

e Determinacion de los ratios: IL-10/TNF-a y IL-5/IFN-y.

Para conocer el efecto de cada fraccion extraida de las cepas de estudio en la
induccion de la citocina IL-10 y por el contrario la inhibicion de TNF-a, fue
determinado el ratio IL-10/TNF-a, siendo uno de los principalmente usados en
bibliografia (Cherukuri y cols., 2014; Dong y cols., 2012; Pena y cols., 2003). La IL-10
tiene efectos inhibitorios sobre la respuesta inmune caracterizada por impedir las
funciones de macrdfagos y la produccion de citocinas por los mismos. En estudios
previos se ha visto que la medida de dicho ratio es un mejor indicador de
antiinflamacion y de la actividad reguladora de las células B que la IL-10 expresada
individualmente (Cherukuri y cols., 2014).

Un segundo ratio determinado fue la relacion de IL-5 e IFN-y (IL-5/IFN-y), ya
que hay indicios de la posible regulacién en la produccion de IL-5 por parte de IFN-y en
estudios con PBMCs. Se trata de una citocina tipo Th2 que ademas de tener efectos
inductores del crecimiento de células B, inhibe la produccion de citocinas tipo Thl
como es el IFN-y. Por el contrario, IFN-y inhibe la respuesta inmune tipo Th2 y los

cambios en las células B (Pohjavuori y cols., 2004).

Este ratio es utilizado en la caracterizacion del balance Th1/Th2 relacionado con
enfermedades alérgicas. En estas patologias, la mayor secrecion de IFN-y tiene efectos

supresores de la IL-5 y en general de células Th2 contribuyendo a disminuir la
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activacion de eosinofilos, aunque no estd totalmente demostrado el efecto anti-

alergénico de las bacterias probioticas (Mastrangeli y cols., 2009).

Para evaluar dicha relacién antagonica anti/pro-inflamatoria, fueron recogidos

los valores de cada cepa divididos por fraccién en la Tabla 17 del Apéndice 5.

Considerando el ratio IL-10/TNF-o, el ADN resultd ser claro inductor de
respuesta antiinflamatoria con mayores niveles de 1L-10, mostrando un efecto similar en
los Lactobacillus y levemente superior en la cepa de Bifidobacterium. El acido
lipoteicoico extraido de LGG fue el méas potente en el balance positivo de la expresion
de IL-10. Igualmente resultd ser >1 con B. longum. Estos resultados indican que las
fracciones extracelulares mas efectivas para inhibir la sintesis de citocinas

proinflamatorias son el ADN vy &cido lipoteicoico.

Por otra parte con el ratio IL-5/IFN-y fue obtenido un mayor valor con los
extractos proteicos extracelulares y de superficie por parte de Lactobacillus LGG y
Lactobacillus DSM, respectivamente. El bajo valor para este ratio podria ser debido a
que no pudieron ser utilizados los datos de todos los donantes quedando excluidos por

estar fuera de limites.

5. Conclusiones

Con este proyecto se pretendia examinar el papel inmunomodulador de
fracciones subcelulares extraidas de las bacterias probioticas Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus GG (LGG), Lactobacillus acidophilus DSM 20079 y Bifidobacterium
longum subsp. longum NCIMB 8809, en co-cultivos con PBMCs aislados de 5 sujetos
sanos. Para determinar el efecto sobre el sistema inmunoldgico de estas bacterias,
consideradas unas de las mas utilizadas como probidticos, fueron comparadas tres
fracciones extracelulares y ADN de cada una de ellas analizando la induccion de

citocinas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias.

A partir de los datos obtenidos, se ha podido llevar a cabo distintas conclusiones
al respecto. En primer lugar hay que destacar las grandes diferencias interindividuales

existentes en la expresion de las citocinas por los donantes. Los resultados focalizados
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en las cinco citocinas seleccionadas para el andlisis, a diferencia de lo esperado,
mostraron mayores producciones de las de tipo proinflamatorio (TNF-o, IFN-y ¢ 1L-2)
en comparacién con las antiinflamatorias (IL-10 e I1L-22) tras los co-cultivos de
extractos con los PBMCs. Concretamente revelan que la fraccion de ADN es la méas
inductora de ambos tipos de citocinas para las tres cepas. Este resultado de su notable
respuesta era esperable, ya que para él se han descrito receptores especificos asi como

vias de respuesta concretas.

El &cido lipoteicoico fue la segunda fraccion con mas efectos en los
Lactobacillus, mientras que de Bifidobacterium destacaron las proteinas de superficie y
extracelulares. Esto sugiere que cada bacteria podria tener una mayor actuacion en el
sistema inmunoldgico si se selecciona la fraccion que mas efectos provoca para su uso
como probidtico. En el caso de las fracciones proteicas podria esperarse una respuesta
menor dado que el reconocimiento linfocito-proteina requiere una interaccion especifica
con el antigeno previa. Aun asi en las fracciones proteicas de Bifidobacterium si se

observo una respuesta inmunomoduladora del sistema inmune.

Estos resultados fueron observados tanto en la representacion gréafica de los
valores brutos como en el posterior célculo de los ratios, demostrando de nuevo la

actuacion positiva tanto del ADN como del acido lipoteicoico en la antiinflamacién.

Como ha sido referido anteriormente, los probioticos tienen efectos beneficiosos
en multitud de patologias, siendo de gran importancia la seleccion de la cepa adecuada
para asegurar el éxito del desarrollo inmunomodulador puesto que no todas las BAL
siguen el mismo patron de produccion de citocinas. Conocer y tener informacién sobre
ello podria ser un gran avance para ayudar en el tratamiento clinico promoviendo la

salud.
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7. Apéndices

Apéndice 1

Tabla 3. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de

PBMCs (de 5 donantes) con medio de cultivo RPMI utilizado como control negativo.

Control negativo

1 2 3 4 5
GM-CSF 96,38 6,41 8,04 4,64 32,55
INF-y 129,70 3,60 37,61 1,99 44,84
IL-1B 8,13 1,81 0,71 1,19 0,20
IL-2 75,37 18,72 19,97 14,58 131,23
IL-4 9,04 0 2,82 1,09 2,82
IL-5 38,36 1,02 1,85 1,02 2,63
IL-6 1143,26 15,72 102,31 14,24 433,44
IL-9 70,40 0 4,58 1,90 7,49
IL-10 7,89 1,20 11,88 1,05 1,99
IL-12p70 0,37 0 0 0 0,52
IL-13 491,11 0,43 23,00 1,98 92,52
IL-17A 4,89 0 0 0 0,20
IL-18 144,59 17,65 18,90 1,30 34,33
IL-21 15,36 0 2,65 0 0
IL-22 132,70 26,00 23,71 34,70 50,64
IL-23 0 0 0 3,46 1,65
IL-27 28,53 36,93 19,82 0 10,61
TNF-a 19,88 0,85 1,34 0,85 1,34
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Tabla 4. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de

PBMC:s (de 5 donantes) con LPS utilizado como control positivo.

Control positivo (LPS)

1 2 3 4 5

GM-CSF  1587,52 2629,50  3306,66 162,19 843,91
INF-y 201,57 58,73 1291,84 3,44 289,54
IL-1p 1692,25 1819,52  1560,61 239,55 352,53
IL-2 29,43 46,98 50,20 48,16 138,84
IL-4 27,83 53,23 77,61 7,76 30,85
IL-5 10,20 9,68 77,27 22,67 26,44
IL-6 10225,00 10225,00 10225,00 10225,00 10225,00
IL-9 1,13 8,14 50,91 213,89 79,99
IL-10 63,84 158,17 329,05 13,21 76,48
IL-12p70 1,42 1,18 0,67 0,36 0,97
IL-13 18,27 102,90 465,06 125,93 608,05
IL-17A 14,68 21,24 101,16 25,80 24,72
IL-18 29,06 61,93 191,28 37,12 202,22
IL-21 1,83 2,67 7,38 38,01 21,83
IL-22 179,34 120,85 1575,67 79,21 480,35
IL-23 95,76 22,94 5,41 13,54 16,78
IL-27 0 5,47 16,71 19,82 19,82
TNF-a 57,72 74,06 123,92 22,60 51,48
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Apéndice 2

Tabla 5. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de
PBMCs (de 5 donantes) con la fraccion de proteinas extracelulares de Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus GG (LGG).

Proteinas Extracelulares

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 175,00 128,00 82,00 - 198,00 145,75
INF-y 120,42 33,59 1247 - 21,45 75,05
IL-1B 19,12 45,19 15,99 3,04 22,15 21,10
IL-2 84,75 114,00 107,1 50,45 141,97 99,66
IL-4 - - - - - -
IL-5 57,67 28,23 20,57 - 26,07 33,14
IL-6 6294,5 10225, 3253, 50,20 2109,3 4386,56
IL-9 256,48 62,65 12,47 - 124,45 114,01
IL-10 52,65 5,70 3,40 - 5,60 16,84
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 415,09 240,38 138,5 7,19 433,58 246,96
IL-17A 69,79 7,82 3,79 - 2,49 20,97
IL-18 116,12 84,27 96,81 - 122,99 105,05
IL-21 22,59 - 27,73 - 8,91 19,74
1L-22 102,02 53,09 2787 3386 63,77 56,12
IL-23 - - 89,31 - - 89,31
IL-27 - - 27,23 - - 27,23
TNF-a 29,50 14,58 21,15 - 22,57 21,95

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.
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Tabla 6. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de
PBMC:s (de 5 donantes) con la fraccién de proteinas de superficie de Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus GG (LGG).

Proteinas de Superficie

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 6381 6880 4497 - 1588 4837
INF-y 2644 15154 17,89 - - 144,63
IL-1p - 2859 2692 - - 19,22
IL-2 1165 10658 2526 404 133,53 84,47
||__4 j - - : - -
IL-5 1813 15,13 - - - 16,63
IL-6 9340 72192 24064 36,3 24562 216835
IL-9 3585 34,88 - - 1174 27,49
IL-10 968 984 219 - 5,15 6,72
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 1922 16581 4191 141 7824 98,47
IL-17A 634 803 2,78 B - 5,72
IL-18 6153 76,44 1788 - 16,10 42,99
IL-21 - - - - - -
IL-22 53,09 40,12 - - 3386 42,36
IL-23 - - - - - -
IL-27 - - - - - -
TNF-a 1458 13,24 - - - 13,91

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.
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Tabla 7. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de

PBMCs (de 5 donantes) con la fraccion de &cido lipoteicoico de Lactobacillus casei subsp.

rhamnosus GG (LGG).

Acido Lipoteicoico

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 35150 98,84 128,00 15,88 103,05 139,45
INF-y 207,88 39,52 16,12 - - 87,84
IL-1B 50,60 78,85 84,34 28,28 30,69 54,55
IL-2 69,06 65,55 39,96 56,62 110,35 68,31
IL-4 - - - - - -
IL-5 26,11 27,52 18,72 10,20 - 20,64
IL-6 10225, 10225, 6682,49 2871,73 6302,54 7261,35
IL-9 19873 1285 6953 12238 17950 116,60
IL-10 34,57 14,20 5,99 - 70,02 31,20
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 348,11 129,58 123,70 104,30 196,87 180,51
IL-17A 47,43 22,98 29,75 18,20 23,15 28,30
IL-18 114,92 57,48 44,06 29,59 48,97 59,00
IL-21 17,72 - - 9,91 15,88 14,50
1L-22 226,94 - - 25,44 90,46 114,28
IL-23 - - - - - -
IL-27 - - - - - -
TNF-a 24,05 15,03 14,35 - 10,66 16,02

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.
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Tabla 8. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de

PBMCs (de 5 donantes) con el ADN de Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG (LGG).

ADN

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 888,93 1500,72 672,15 134,48 386,33 716,52
INF-y 360,47 273,59 29,30 23,69 139,54 165,32
IL-1p 218,29 444,48 408,05 161,84 309,47 308,43
IL-2 53,79 55,28 28,41 48,75 76,15 52,48
IL-4 22,01 32,53 13,82 - - 22,79
IL-5 41,25 33,79 30,60 10,20 55,70 34,31
IL-6 10225,00 10225,00 10225,00 10225,00 10225,00 10225,00
IL-9 37,78 29,57 - 129,01 129,01 81,34
IL-10 62,45 66,76 14,98 9,59 30,03 36,76
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 6,46 6,46 - - 6,16 6,36
IL-17A 56,03 40,82 5,06 45,90 60,20 41,60
IL-18 33,26 41,65 - - 16,10 30,34
IL-21 - - - 8,91 9,91 9,41
IL-22 761,69 454,99 109,35 116,05 333,25 355,07
IL-23 - - - - - -
IL-27 - - - - - -
TNF-a 35,88 47,35 27,67 10,94 31,34 30,64

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.
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Apéndice 3

Tabla 9. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de
PBMCs (de 5 donantes) con la fraccion de proteinas extracelulares de Lactobacillus acidophilus
DSM 200797,

Proteinas Extracelulares

1 2 3 4 5 MEDIA

GM-CSF 1082,00 190,00 286,00 30,00 225,00 362,60

INF-y 529,84 39,37 163,60 - 124,00 214,20
IL-1p 146,57 268,91 138,29 71,22 51,10 135,22
IL-2 97,67 63,31 93,43 64,13 236,26 110,96
IL-4 27,37 - 12,02 - - 19,69
IL-5 51,84 20,34 66,45 14,03 15,92 33,72
IL-6 10225,00  10225,00 10225,00 10225,00 10225,00 10225,00
IL-9 218,94 13,79 88,82 147,37 98,56 113,50
IL-10 42,22 15,11 9,25 2,01 10,27 15,77
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 657,70 56,95 287,99 121,85 312,33 287,36
IL-17A 152,99 16,57 33,77 2,57 20,78 45,34
IL-18 178,07 47,96 128,87 31,97 108,38 99,05
IL-21 16,73 - 27,73 12,90 9,41 16,69
IL-22 492,89 - 260,49 37,71 116,05 226,79
IL-23 - - 42,54 - - 42,54
IL-27 - - - - - -
TNF-a 51,73 15,48 39,56 13,22 27,95 29,59
* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.

70



Tabla 10. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de
PBMCs (de 5 donantes) con la fraccion de proteinas de superficie de Lactobacillus acidophilus
DSM 20079".

Proteinas de Superficie

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 117,20 - 63,30 - 112,30 97,60
INF-y 146,12 - 16,12 - 84,87 82,37
IL-1p 18,92 819 4418 701 11,91 18,04
IL-2 72,46 2483 2309 2633 157,82 60,91
IL-4 - - - - - -
IL-5 36,52 - 31,50 - - 34,01
IL-6 3787,63 19834 203875 4595 129975  1474,08
IL-9 238,19 - - - 46,65 142,42
IL-10 40,33 2,78 2,87 - 2,48 12,12
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 309,53 548 9122 10,82 289,76 141,36
IL-17A 84,57 - 11,45 - 7,00 34,34
IL-18 98,11 2419 2748 - 80,79 57,64
IL-21 17,72 13,16 - - - 15,44
IL-22 73,66 - - - 37,71 55,68
IL-23 - - - - - -
IL-27 - - - - - -
TNF-a 22,70 - 14,92 - 8,67 15,43

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.
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Tabla 11. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de
PBMCs (de 5 donantes) con la fraccion de acido lipoteicoico de Lactobacillus acidophilus DSM
200797,

Acido Lipoteicoico

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 1160,70 46,20 117,40 - 107,20 357,88
INF-y 457,78 - 32,23 - 18,34 169,45
IL-1B 102,69 29,00 45,38 4,52 15,17 39,35
IL-2 99,66 85,71 42,67 35,79 94,79 71,72
IL-4 28,62 - - - - 28,62
IL-5 74,15 - 21,96 - - 48,06
IL-6 10225,00  10180,16 5415,02 241,15 2883,73 5789,01
IL-9 228,05 10,02 25,13 8,83 128,18 80,04
IL-10 45,61 25,19 2,89 - 32,24 26,48
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 636,01 44,19 200,66 26,22 185,33 218,48
IL-17A 131,69 7,82 8,36 - 5,20 38,27
IL-18 168,08 32,44 58,89 - 42,98 75,60
IL-21 18,71 - - - 12,90 15,81
IL-22 388,79 - - - 57,81 223,30
IL-23 - - - - - -
IL-27 - - - - - -
TNF-a 57,05 - 14,07 - 11,80 27,64

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.
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Tabla 12. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de

PBMCs (de 5 donantes) con el ADN de Lactobacillus acidophilus DSM 20079".

ADN

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 1374,20 1241,00 1180,10 60,50 408,20 852,80
INF-y 709,09 425,66 47,23 - 151,77 333,44
IL-1B 195,82 411,87 679,53 125,32 179,15 318,34
IL-2 72,04 74,34 50,45 57,03 131,70 77,11
IL-4 31,32 31,08 26,39 - 12,62 25,35
IL-5 10,48 - 17,79 10,20 12,12 12,65
IL-6 10225,00  10225,00  10225,00 1022500 10225,00  10225,00
IL-9 169,52 96,65 19,87 288,92 111,66 137,32
IL-10 78,47 73,28 29,14 4,02 27,71 42,52
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 228,41 178,76 80,26 65,16 252,63 161,04
IL-17A 509,40 269,26 34,02 41,07 163,32 203,41
IL-18 101,71 80,86 33,83 22,26 90,49 65,83
IL-21 12,69 8,47 - 26,75 11,41 14,83
IL-22 752,59 494,32 536,79 63,77 629,31 495,36
IL-23 - - - - - -
IL-27 - - - - - -
TNF-a 36,80 31,32 38,99 - 25,12 33,06

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.
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Apéndice 4

Tabla 13. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de

PBMCs (de 5 donantes) con la fraccion de proteinas extracelulares de Bifidobacterium longum
subsp. longum NCIMB 8809.

Proteinas Extracelulares

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 1681,00 16,00 - - 27,00 574,67
INF-y 701,57 18,24 - - - 359,91
IL-1p 337,37 11,56 3,89 4,10 2,39 71,86
IL-2 68,19 32,04 29,93 12,12 149,37 58,33
IL-4 37,07 - - - - 37,07
IL-5 38,00 - - - - 38,00
IL-6 10225,00 1403,26 275,37 101,65 556,46 2512,35
IL-9 156,47 - 8,83 - 52,13 72,48
IL-10 79,15 3,54 2,84 - 4,02 22,39
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 545,72 12,48 5,75 - 141,88 176,46
IL-17A 344,95 - 2,20 - - 173,58
IL-18 177,87 28,94 - - 35,97 80,93
IL-21 16,73 - 24,78 - - 20,76
1L-22 426,35 - 151,19 - 25,44 200,99
IL-23 - - 31,20 - - 31,20
IL-27 - - - - - -
TNF-a 55,66 - - - 8,10 31,88

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.
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Tabla 14. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de

PBMCs (de 5 donantes) con la fracciéon de proteinas de superficie de Bifidobacterium longum

subsp. longum NCIMB 8809.

Proteinas de Superficie

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 210,68 - - - 75,47 143,08
INF-y 604,73 - - - 236,20 420,47
IL-1p 18,62 3,70 12,12 - 3,47 9,48
IL-2 59,85 19,93 9,22 73,95 175,74 67,74
IL-4 - - - - - -
IL-5 17,39 - - - - 17,39
IL-6 7683,45 258,87 620,44 86,03 1886,10 2106,98
IL-9 106,57 - - - 40,44 73,50
IL-10 18,00 2,82 3,87 - 5,96 7,66
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 397,40 - 4,07 22,22 242,19 166,47
IL-17A 37,08 - 2,64 - 3,07 14,26
IL-18 123,72 20,65 - - 80,79 75,05
IL-21 12,69 - - - - 12,69
IL-22 149,36 - - - - 149,36
IL-23 - - - - - -
IL-27 - - - - - -
TNF-a 30,87 - - - 8,67 19,77

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.
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Tabla 15. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de

PBMC:s (de 5 donantes) con la fraccion de acido lipoteicoico de Bifidobacterium longum subsp.

longum NCIMB 88009.

Acido Lipoteicoico

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 1063,07 64,53 - - 54,28 393,96
INF-y 440,13 43,65 - - 14,79 166,19
IL-1P 454,33 42,41 4,52 24,63 8,45 106,87
IL-2 30,56 39,41 16,06 36,26 61,80 36,82
IL-4 22,52 - - - - 22,53
IL-5 14,37 - - 12,12 - 13,25
IL-6 10225,00 10225,00 448,01 740,17 1403,14 4608,26
IL-9 64,12 - - 36,58 94,49 65,06
IL-10 133,08 5,80 5,93 - 13,11 39,48
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 81,66 107,45 3,64 51,11 120,19 72,81
IL-17A 35,92 2,75 7,95 - - 15,54
IL-18 61,12 54,24 - - 43,52 52,96
IL-21 - - - - - -
IL-22 86,64 - - 29,80 - 58,22
IL-23 - - - - - -
IL-27 - - - - - -
TNF-a 30,41 - - - - 30,41

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.
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Tabla 16. Nivel de citocinas (pg/mL) cuantificado en los sobrenadantes de los co-cultivos de
PBMCs (de 5 donantes) con el ADN de Bifidobacterium longum subsp. longum NCIMB 8809.

ADN

1 2 3 4 5 MEDIA
GM-CSF 184116  2169,83 741,49 31,00 299,32 1016,56
INF-y 1458,30 808,34 184,99 15,45 198,55 533,13
IL-1B 644,42 1041,35 959,08 203,97 580,31 685,83
IL-2 57,47 53,79 29,43 38,13 92,41 54,24
IL-4 48,33 44,71 15,90 - - 36,31
IL-5 21,80 15,13 17,79 10,20 14,97 1,98
IL-6 10225,00 10225,00 10225,00 7285,67 1022500  9637,13
IL-9 69,03 38,27 - 46,65 49,38 50,83
IL-10 113,95 111,72 31,34 3,13 30,79 58,19
IL-12p70 - - - - - -
IL-13 110,05 63,95 7,40 23,08 94,90 59,88
IL-17A 353,27 186,22 57,14 - 75,77 168,10
IL-18 132,31 98,11 26,17 - 56,12 78,18
IL-21 8,47 - - - - 8,47
IL-22 1512,52 730,61 164,59 80,29 346,99 567,00
IL-23 - - 34,44 - 27,14 30,79
IL-27 - - - - - -
TNF-a 57,52 61,93 40,97 10,94 25,68 39,41

* Los “-“ representan aquellos datos fuera del rango del limite de deteccion para la

correspondiente citocina.

77



Apéndice 5

Tabla 17. Ratios IL-10/TNF-a e IL-5/IFN-y determinados para las tres bacterias probidticas.

Ratios
Bacteria Probiotica Fraccion Extracelular IL-
IL-5/1FN-y
10/TNF-a

Proteina Extracelular 0,77 0,44

Proteina de Superficie 0,48 0,11
Lb. Rhamnosus GG )

Acido Lipoteicoico 1,95 0,23

ADN 1,20 0,21

Proteina Extracelular 0,53 0,16

Proteina de Superficie 0,79 0,41
Lb. Acidophilus DSM )

Acido Lipoteicoico 0,96 0,28

ADN 1,29 0,04

Proteina Extracelular 0,70 0,11

Proteina de Superficie 0,39 0,04
B. longum 8809

Acido Lipoteicoico 1,30 0,08

ADN 1,48 0,11




