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1. Resumen

Este estudio evalud la actividad antiinflamatoria de (L. rhamnosus (LBUX2302), L. paracassei
(LBUX2304), L. rhamnosus (LBUX2306) y L. rhamnosus (LBUX2312), mediante la determinacion
de la produccion de 6xido nitrico en un modelo de macréfagos RAW 264 estimulados con LPS. Los
resultados indican que el tratamiento con las diferentes cepas en un rango de 1.67x10° — 4.33x10°
UFC disminuyen la produccion de 6xido nitrico de los macrofagos hasta en un 94.7% con respecto a
los macrofagos tnicamente estimulados con LPS 1pg/mL (p<0.01). Por lo anterior todas las cepas
tienen el potencial para su uso en el potencial desarrollo de una alternativa o un complemento para

combuatir la inflamacion.

2. Marco Teorico

1.1 Inflamacién y su asociacion a padecimientos créonicos degenerativos

La inflamacién es un proceso bioldgico fundamental de nuestro cuerpo que actia frente a estimulos
dafiinos, como patdgenos, dafio celular o irritantes (Alur I. 2023). La inflamacion es también la
respuesta inicial a la mayoria de las lesiones fisicas, proporcionando una funciéon de limpieza para
dar paso a la reparacion de tejidos (Thomas C. 2007). La inflamacion se puede clasificar en aguda o
cronica dependiendo del tipo de estimulo interno o externo. En el primer caso, la inflamacién aguda
se puede inducir frente al dafio tisular por traumatismo o una infeccion microbiana que desencadena
una cascada de intercambio de fluidos dentro del tejido vascularizado (Zachary J. 2017). La
inflamacion puede tener una duracion que va desde algunas horas hasta pocos dias y se caracteriza
por la exudacion de electrolitos, liquidos y proteinas plasmaticas, y la emigracion leucocitica,

principalmente neutréfilos, desde la microvasculatura (Pahwa R. 2023).

En general la inflamacion puede ser beneficiosa al diluir o inactivar toxinas biologicas, al secuestrar
microorganismos o material extrafio para el cuerpo y al aportar factores de cicatrizacion si es que
existe un tejido traumatizado e incluso al promover el aumento de la temperatura corporal o local
para inducir vasodilatacion e inhibir la replicacion de algunos agentes microbianos (Zachary J. 2017).
Sin embargo, cuando hay una alteracidn en este proceso inflamatorio y este se vuelve persistente, la
inflamacidén se vuelve crénica y se pueden desarrollar enfermedades como diabetes mellitus tipo 2,
cancer o enfermedades cardiovasculares entre otras (Antoniades C. 2024) (Ephraim R. 2023);
Ademas, se conoce cada vez mas que la inflamacion cronica esta compartida entre estas enfermedades

metabdlicas, psiquiatricas y neurodegenerativas (Perry VH. 2010).



2.2 Mediadores en el proceso inflamatorio

El mecanismo de inflamacion conlleva una serie organizada de procesos que incluyen eventos
celulares como cambio en ubicacion de globulos blancos, ademdas de eventos vasculares con
secreciones humorales especificas (Abdulkhaleq L. 2018). Simultdneamente un grupo de mediadores
y otras moléculas de sefializacidon (aminas vasoactivas, prostaglandinas, leucotrienos, radicales libres
derivados del oxigeno y el nitrégeno) son liberados por las células de defensa inmunitaria para ajustar

la respuesta inflamatoria (Halliwell B. 2015).

Los mediadores actian por medio de receptores especificos en células diana, y la mayoria de ellos
tienen efectos en diferentes tipos celulares. Existen mediadores preformados que pueden ser
secuestrados en granulos (como histamina) que solo tienen que liberarse para tener efecto. Pero otros
como las interleucinas tienen que ser sintetizados desde cero; Algunos tipos de mediadores suelen
tener efecto en segundos o minutos, sim embargo otros como las interleucinas producen efectos
después de horas, estas diferencias entre los perfiles de los mediadores son importantes para conocer
como se coordinan los procesos inflamatorios (Thomas C. 2007). Los principales mediadores

incluyen:

Aminas vasoactivas: Pueden provocar la contraccion del musculo liso, la vasodilatacion y la
permeabilidad vascular. Las principales aminas vasoactivas con esta capacidad son la histamina y la
serotonina. La histamina participa principalmente en respuestas de hipersensibilidad causando
vasodilatacion, edema y contraccion del musculo liso. Por otro lado, la serotonina funciona como una
hormona, un modulador inmunitario y un neurotransmisor. Por lo tanto, contribuye a la regulacion de

muchas funciones fisiologicas, como la vasoconstriccion (Ira Fox S. 2016).

Oxido Nitrico (NO): Son moléculas pequeiias de vida media que tienen efecto en la
microvasculatura. Se generan por enzimas llamadas 6xido nitrico sintetasa. Existen dos isoformas de
estas enzimas que producen NO, la 6xido nitrico sintetasa endotelial y la 6xido nitrico sintetasa
inducible que es la que se expresa en macrofagos en los cuales la produccion de NO es importante
para la citotoxicidad microbiana. Dado que los macrofagos activados suelen estar presentes en los
focos de inflamacién, el NO producido por ellos también puede tener efectos localizados en el
musculo liso vascular (promoviendo la vasodilatacion), asi como en las plaquetas y las células

inflamatorias (Thomas C. 2007).



Mediadores derivados de fosfolipidos: Muchos mediadores derivan de fosfolipidos de membrana a
través de intermediarios de acido araquidonico. Existen dos vias enzimaticas principales para el
metabolismo del acido araquidonico en mediadores inflamatorios, la via de las ciclooxigenasas y la
via de lipoxigenasa. En la via de la ciclooxigenasa participan diferentes ciclooxigenasas como COX-
1 y COX-2 que se expresan en diferentes tipos de células, y que al ser inhibido uno u otro, se conduce
a la formacion de mediadores como tromboxano (efecto vasoconstrictor y agregacion plaquetaria) en
el caso de inhibirse COX-2 o de prostaglandinas (efecto potente vasodilatador, inhibiendo la

agregacion plaquetaria) en el caso de inhibirse COX-1(Kumar V. 2021) (Figura 1).
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Figura 1. Inhibicion de la ciclooxigenasa (COX) 1 y 2 en células endoteliales y plaquetas (Thomas

C. 2007)

Citocinas: Son proteinas pequefias secretadas por muchas células para regular e influir en las
respuestas inmunitarias (Kany S. 2019). Aunque muchas células producen citocinas, las células T
auxiliares (Th ) y los macrofagos son los principales productores (Bohl N. et al 2024). Las citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias facilitan e inhiben la inflamacion, respectivamente (Chen L.
2017). Las citocinas inflamatorias se clasifican como IL, factores estimulantes de colonias (CSF),
IFN, TNF, TGF y quimiocinas, y son producidas por las células principalmente para reclutar

leucocitos al sitio de la infeccion o lesion (tabla 1) (Turner M. 2014).

IL Fuente Funcién
IL-1B Macrofagos Proinflamacion, proliferacion
y apoptosis




IL-4 Células Th Anti-inflamacion,
proliferacion de células T y
diferenciacion de células B
IL-6 Macrofagos, células T Proinflamacion,
diferenciacion y produccion
de citocinas
IL-8 Macrofagos, células endoteliales | Proinflamacion, quimiotaxis
y epiteliales y angiogénesis
IL-10 Monocitos, células T y B Inhibicion  de  citocinas
proinflamatorias
IL-12 Células dendriticas y macrofagos | Proinflamacion, activas
células NK
TNF-a Macrofagos, células NK vy | Proinflamacion, produccion
linfocitos CD4" de citocinas, proliferacion
celular, apoptosis.
IFN-y Células T, células NK Proinflamacion
TGF-B Macrofagos y células T Antiinflamatorio, inhibicion
de la produccion de citocinas
proinflamatorias

Tabla 1. Fuente y funcion de citocinas (Chen L. 2017)

2.3 Mecanismo de la inflamacion

Los procesos de respuesta inflamatoria dependen de la naturaleza del estimulo inicial y su ubicacion.
Sin embargo, todos comparten un mecanismo en comun que se puede resumir en cuatro fases
principales. (i) los receptores de patrones asociados a patdgenos o PPR que se encuentran en las
superficies celulares como son receptores tipo Toll (TLR) entre otros, identifican un estimulo, (ii), se
activan vias proinflamatorias, (iii) liberacion de marcadores y proinflamatorios y (iv) se reclutan
células inflamatorias como, neutrdfilos, basofilos, células NK y macréfagos, entre otras (Cheng L. et
al 2017).

Estos procesos inflamatorios influyen en el desarrollo de diversas enfermedades cronicas y comparten
mediadores inflamatorios y mecanismos reguladores. Los estimulos inflamatorios activan vias de
sefializacion intracelular que luego activa la produccion de mediadores inflamatorios (citocinas,
aminas vasoactivas y ciclooxigenasas, entre otros). Los productos microbianos o las citocinas como
la IL-1, IL-6 o el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) son mediadores de la inflamacion por su
interaccion con los receptores de tipo Toll (TLR), y diferentes receptores especificos para cada
interleucina (Cheng L. et al 2017). La activacion de estos receptores desencadena la activacion de
vias de sefializacion intracelular, como la proteina quinasa activada por mitogenos (MAPK), el factor
nuclear kappa-B (NF-kB) y las vias del transductor de sefiales y activador de la transcripcion (STAT)
de la quinasa Janus (JAK) (Hendrayani SF. 2016)

La via NF-kB por ejemplo desempeia papeles importantes en los procesos inflamatorios, de respuesta



inmune, de supervivencia y de apoptosis. La actividad de NF-xB es inducida por una gama de
estimulos, incluyendo sustancias derivadas de patogenos, citocinas inflamatorias intercelulares y
muchas enzimas. Bajo condiciones normales, las proteinas IkB presentes en el citoplasma inhiben la
activacion de NF-«B lo que regula las moléculas inflamatorias. Los receptores de reconocimiento de
patrones tienen mecanismos de transduccion de sefiales que activan la quinasa Ik-B (IKK) que va a
regular la activacién de la via NF-kB por la fosforilacion de 1k-B, al ser fosforilado IkB el proteosoma
lo degrada y permite la liberaciéon de NF-kB para la translocacién nuclear y la activacion de la
transcripcion de genes (Figura 22) (Bedoya F. 2023), esta via regula la produccion de citocinas

proinflamatorias y el reclutamiento de células que contribuyen a la respuesta inflamatoria.
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Figura 2. Mecanismo de activacion de NF-kB (Barnes P. 1997)

2.4 Macrofagos en el proceso inflamatorio

Dentro de las diversas células participes del proceso inflamatorio (neutroéfilos, basofilos, células NK
y macrofagos, etc.) los macrofagos desempeiian un papel clave en la inmunidad innata, ademas son
vitales para regular la homeostasis y en el reconocimiento y eliminacion de patogenos. En las etapas
iniciales de la inflamacion, los macréfagos destruyen los estimulos anormales y eliminan los cuerpos
apoptoticos de los neutréfilos muertos, asi como cualquier factor de riesgo remanente.
Posteriormente, los macréfagos presentan el antigeno a los linfocitos T para iniciar los mecanismos
de inmunidad adquirida, lo que conduce a la produccion de anticuerpos, citocinas y células de
memoria (Lee C. 2018). Los macrdofagos tienen la capacidad de polarizarse y diferenciarse debido a
varios factores presentes en el entorno inflamatorio en el que se encuentren. Por ejemplo, cuando los

macrofagos en reposo (MO0) se exponen a lipopolisacaridos (LPS), INF-a, IL-12 e IL-23 se polarizan



a macrofagos proinflamatorios (M1), y por otro lado, cuando se exponen a IL-4 e IL-10 se promueve
su polarizacion a macrofagos antiinflamatorios (M2) (Atri C. 2018). Ambos tipos de macrofagos
tienen sus propios biomarcadores de superficie especificos y de igual forma cada subtipo de
macréfago secreta diferentes citocinas, por lo que cada uno puede desempefiar diferentes funciones
en el proceso inflamatorio (Orecchioni M. 2019). Sin embargo, un desequilibrio en la polarizaciéon
M1 o M2 de los macrofagos suele asociarse con diversas enfermedades o afecciones inflamatorias
(Lee C. 2018). Muchas enfermedades inflamatorias inmunomediadas pueden evolucionar a estados
cronicos inflamatorios cuando falla el mecanismo que sigue la respuesta inmune adaptativa donde se
involucran macrofagos y linfocitos T. (Figura 3). El fallo de este mecanismo radica en el

reconocimiento de autoantigenos que desencadenan respuestas inmunes que se prolongan hasta

causar dano tisular crénico e inflamacion (Fleit H. 2014).

Figura 3. La interaccion entre macrdfago y célula CD4 " Ty; implica la unidn del receptor célula a
célula y las comunicaciones a través de citocinas secretadas por cada tipo celular. Estas interacciones
inician la transcripcion de ARNm para citocinas por la célula T que activan el macrofago y la

liberacion de citocinas por el macroéfago que mejoran la actividad de la célula T (Fleit H. 2014)

2.5 Tratamientos actuales y sus desventajas

Los tratamientos mas comunes para tratar la inflamacion incluyen AINES como el ibuprofeno,
naproxeno y diclofenaco que inhiben las enzimas ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2), reduciendo la
produccion de prostaglandinas, responsables de la inflamacion y el dolor. Sin embargo, pueden causar
efectos secundarios gastrointestinales (ulceras, sangrado), dafio renal y aumento de la presion arterial,
especialmente en uso prolongado o en pacientes de riesgo (Regueras E. 2024). También los
corticosteroides que son usados para inflamaciones mas graves, especialmente en enfermedades
autoinmunes o alergias, pero su uso prolongado puede provocar efectos secundarios graves como

osteoporosis, aumento de peso, diabetes, supresion del sistema inmunoloégico y riesgo de infecciones
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(Rice et al 2017).

Otra alternativa son los nuevos tratamientos biologicos como anticuerpos monoclonales
(depemokimab, que bloquea la IL-5 y es util en enfermedades eosinofilicas), pero estos son
tratamientos costosos, pueden tener efectos secundarios inmunologicos y requieren administracion
por via inyectable (Ferndndez D. 2023). Por lo anterior es importante disponer de una terapia

alternativa, efectiva, segura y con menos inmunogenicidad.

2.6 Cepas con potencial probidtico

Los probidticos como los lactobacilos y las bifidobacterias son macroorganismos que confieren
beneficios a la salud cuando se administran en concentraciones adecuadas normalmente de 1x10"9
UFC por dia (Biagioli et al. 2017). El género Lactobacillus es un grupo complejo de bacterias
grampositivas, estrictamente fermentativas y productoras de acido lactico. Los miembros del
género Bifidobacterium son microorganismos estrictamente anaerobios, Grampositivos, y no
formadores de esporas, que pueden presentar acido lactico y acético como productos finales (Villena
J, 2017). Ambos géneros contienen varias cepas probioticas que han demostrado que proporcionan
una actividad gastrointestinal beneficiosa en modelos animales, y son potenciadores de los
tratamientos convencionales para trastornos inflamatorios en humanos (Del Carmen et al 2011). Sus
beneficios generalmente estan relacionados con la actividad antioxidante, con la creacion de una
barrera en el intestino y con la exclusion contra patogenos (Li et al 2020). Terapéuticamente se ha
documentado su uso para tratar desordenes gastrointestinales ¢ inmunolégicos (Davoren et al 2019).
Ademas, al estudiar su utilidad y empleabilidad se han reconocido generalmente como seguros
(Abriouel et al 2017).

Aunque existen estudios in vitro o en modelos animales que indican que moléculas bioactivas de
microorganismos muertos, como proteinas, polisacaridos, nucledtidos o péptidos también tienen
efectos que pueden ser beneficiosos en los desastres inflamatorios. Por ahora la definicion de
probidtico requiere que los microorganismos se encuentren vivos, y se asume que los efectos
bioldgicos que puedan causar en la inmunomodulacion se deben a la viabilidad de las bacterias y
estan condicionados a que ocurra la adherencia previa de estos microorganismos al tejido epitelial del
intestino (Shanahan F. 2014).

Actualmente, los probioticos se consideran el producto alimenticio funcional mas destacado y
comunmente utilizado (Georgieva M. 2022). Entre las numerosas funciones de los probidticos,
destacan sus propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias (Hao R. 2023). Los probioticos son
capaces de modular directa o indirectamente la respuesta inmune del huésped y disminuir el dafio

inducido por el estrés oxidativo y la inflamacion (Liu el al 2024).



2.7 Mecanismo de inmunomodulacion

Los efectos de las bacterias probidticas en la inmunidad ocurren a través de la colonizacion epitelial,
seguido de la produccién de compuestos bioactivos, al excluir patdégenos, al prevenir su adherencia a
la superficie epitelial y al inhibir la proliferacién de patégenos por la competencia que hay por los
nutrientes (Mazziotta C. 2023). La manera en la que ocurre la inmunomodulacion es diferente
dependiendo de cada cepa, pero se atribuye principalmente la intervencion en la producciéon de
citocinas o quimiocinas por parte de las células inmunes, la activacion de receptores como los TLR,
o la inhibicion de la activacion de la via NF-kB, la via JAK/STAT y de la proteina activada por
mitégenos (MAPK) (Aghamohammad, S. 2022).

Se han descrito diferentes mecanismos que siguen los probiodticos para ejercer sus efectos
inmunomoduladores, por ejemplo, se conoce qué estructuras de la superficie de los probioticos
desencadenan la capacidad fagocitica de los macrofagos, lo que puede conducir a una mejor
eliminacion de patégenos y una mejor respuesta inmunitaria (Montovani A. 2004). También se sabe
que después de la adherencia de los probidticos a las células epiteliales se desencadena la produccion
de citocinas que conduce a la activacion de células Treg y a la produccion de citocinas
antiinflamatorias como la IL-10 (Thoda C. 2023). Ademas, existen diversos estudios mas especificos
de los mecanismos que siguen diferentes cepas con potencial probidtico para ejercer su efecto
antiinflamatorio. Uno de ellos es el estudio de D. Ma (2004) en el que se describe como L. reuteri
ejerce su efecto al intervenir en la via NF-Kb, al impedir la degradacion de 1kB lo que impide la
traslocacion de NF-kB al nucleo, inhibiendo asi la expresion de mARN que codifica para proteinas
inflamatorias. Otro en el caso de Lactobacillus rhamnosus GG reduce la formacion de especies
reactivas de oxigeno lo que inhibe la activacion de NF-kB. También se ha descrito en el caso de
Bifidobacterias que estas estimulan la liberacion de citocinas reguladoras/antiinflamatorias, IL-10 y
TGFB (Adejumo S. 2023). De igual manera existen diversas investigaciones que describen como
influyen diferentes cepas de probioticos en la produccidn de citocinas, Adedeji (2022) describe como
L. rhamnosus en un modelo en células CaCo inhibe la secrecion de citocinas proinflamatorias y
promueve la secrecion de citocinas antiinflamatorias.

Los resultados de las investigaciones disponibles indican que los probidticos tienen efectos
inmunomoduladores beneficiosos para la salud humana. Sin embargo, es fundamental destacar que
las ventajas terapéuticas de los probidticos son exclusivas de cada cepa. Por lo que comprender la
influencia de diferentes cepas de probioticos en los procesos inflamatorios es clave para aprovechar
sus beneficios, prevenir enfermedades y desarrollar estrategias terapéuticas mas efectivas y

personalizadas (Thoda C. 2023).
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3. Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria de cepas con potencial probiotico en macréfagos RAW 264.7.

a. Objetivos especificos
¢ Producir un stock de las cepas de lactobacillus a utilizar
o Realizar cultivos in vitro de células de macrofagos RAW 264.7
¢ Determinar la viabilidad celular de los macrofagos al ser estimulados con cepas
probioticas
o Evaluacion de la produccion de iNOS en macrofagos

o Evaluar la expresion génica de marcadores pro- y anti- inflamatorios

4. Justificacion

Las enfermedades inflamatorias cronicas son la causa mas importante de muerte en el mundo, la OMS
declara a las enfermedades cronicas son una amenaza para la salud humana, 3 de cada 5 personas
mueren debido a enfermedades como accidentes cerebrovasculares, enfermedades respiratorias
cronicas, trastornos cardiacos, cancer, obesidad, artritis, lupus, asma y diabetes entre otras (Deepak,
2019; Laveti, 2013).

La inflamacion puede ser de caracter agudo cuando existe dafio tisular de un traumatismo o invasion
microbiana entre otros, o cronica cuando es una inflamacion lenta que puede durar meses o afios.
Como tratamiento de los procesos inflamatorios se emplean AINES, que generalmente son seguros.
Sin embargo, presenta efectos secundarios como nauseas, vomitos, dolor abdominal, acidez de
estdbmago, mareos, dolor de cabeza, ataque cardiaco, accidente cerebrovascular, tlceras de estdbmago
y sangrado estomacal (Haley, 2019). Rios (2018) se sefiala que en nuestro pais del 2011 a 2014 se
reportaron 4553 reacciones adversas atribuibles a la administracion de AINES, lo que pone en riesgo
la salud del paciente, ya que en el caso de efectos adversos leves puede generarse la inefectividad de
algin tratamiento, pero en el caso de reacciones moderadas o graves con un mal acompafiamiento
pueden culminar en la muerte. Actualmente se buscan alternativas terapéuticas, un candidato son los
probioticos en el manejo preventivo o terapéutico de enfermedades inflamatorias debido a sus
propiedades inmunomoduladoras. Los mecanismos de interaccion de los probioticos con las células
del sistema inmune son diversos, el efecto sobre la maduracion de esta célula y en su produccion de
citocinas depende de la cepa de los probidticos (Manzano, 2012). Por eso es importante evaluar la
actividad antiinflamatoria de diferentes cepas con potencial probidtico, para determinar la viabilidad

de su uso para contrarrestar el proceso inflamatorio.
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5. Metodologia

5.1 Proliferacion de cepas con potencial probiotico

Las diferentes cepas lactobacilos y bifidobacterias fueron sembrados en viales con 7ml de caldo MRS
para su activacion, se incubaron a 37°C durante 24h, posteriormente se realiz6 una resiembra en viales
con 10ml de caldo MRS y se incubaron durante 24h. Se centrifugo el contenido de cada vial en tubos
Falcon a 3,600rpm por 5 min, se decant6 el sobrenadante y se agregaron 2ml de PBS para realizar

lavado del cultivo 3 veces. Finalmente, se re suspendio6 la biomasa de cada tubo en 2ml de PBS.

5.2 Ajustes de DO
Del cultivo anteriormente resuspendido se agregd una alicuota a tubos Eppendorf que se llevd a un
volumen final de ImL y se realizoé lectura en espectro UV a una longitud de onda de 600nm. Se ajusto

la cantidad adicionada de cultivo hasta obtener una lectura de 0.5 de DO. Véase la proporcion en la

Tabla 1.

Tabla 1. Proporcion medio-cultivo

Cepa PBS pL Cultivo pL.
2 900 100

4 900 100

6 950 50

12 900 100

Posteriormente se realizaron 5 diluciones seriadas de los tubos Eppendorf con las proporciones
previamente descritas. Tomando 100uL de la primera dilucién y pasandola al siguiente tubo con

900uL de PBS, 5 veces consecutivas como se muestra en la Figura 4.
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Diluciones seriadas: Transferencia de 100 pL + 900 pL PBS para completar 1 mL

Ay A Sy L Ry A S A Sy A

100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
anZEtF; Tubo 1 fubo 3 frubo 3 Tubo 4 fubo 5
1mL Dllucion|1 Dflucién|2 Dflucién|3 Dflucién| 4 Dflucion| 5
+ 900 uL PBS +900 pL PBS + 900 L PBS + 900 uL PBS + 900 pL PBS

Figura 4. Diagrama de diluciones en serie.

5.3 Cuenta en placa
De cada dilucion se tomo una alicuota de 3uL por triplicado para agregarlos a una placa Petri con

Agar MRS con 6 divisiones, una para cada dilucion.

Figura 5. Diagrama de cuenta en placa

5.4 Inactivacion de cepas

Por ultimo, todos los tubos con diluciones se inactivaron con calor a 85°C por 15 minutos.

5.3 Macrofagos, proliferacion
Se descongelo vial de Iml de células RAW 264, se transfirio a tubo Eppendorf de 1.5ml y se
centrifugo a 3500rpm durante 5 min, se decanté el contenido, después se re suspendié en 1ml de suero

fetal bovino, se centrifugo a 3500rpm por Smin, finalmente se realizé el mismo proceso con medio
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DMEM-F12 suplementado con Suero Fetal Bovino (5%) para su posterior siembra en una caja de
cultivo de 25cm’. Se dejo incubando hasta su uso a 37°C con 5% de CO, para su proliferacion, con

cambio de medio frecuente.

5.4 Viabilidad

Se boto el sobrenadante de cada caja con macréfagos, se agregé6 1ml de medio DMEM F-12 sin
suplementar a cada caja, se rasparon con gendarme y el sobrenadante se deposité en tubo Falcon de
15ml, se centrifugo a 3600rpm por 5 min, después se decant6 el medio y se re suspendié en 1 ml de
medio nuevo. Para determinar concentracion de células se hizo un conteo en placa usando azul
tripano; Se tomaron 10pul de cada cultivo re suspendido y se depositaron en tubo Eppendorf con 90ul
de azul tripano, se homogeneizo y se tomaron 10p de ahi para depositar en camara de Neubauer. Se

realizaron los célculos de las diluciones para determinar nimero de células x ml de la siguiente forma:

#promedio de células contadas x 10 x 10,000 x 1mL

Se depositaron en placa de 96 pocillos el equivalente a 40,000 células por pocillo en un volumen final
de 100pL. Se dejo incubar la placa a 37°C con 5% de CO; por 24h. Transcurrido el tiempo se elimind
el medio y agregando 100ul de cada dilucion de los probioticos resuspendidos en medio DMEM F-
12 y se dejo incubar a 37°C por 24h.

5.5 MTT

Se preparo una solucion de MTT de Smg/ml. Se retiro todo el sobrenadante de la placa de 96 pocillos
y se agregaron 100ul de la solucion de MTT por pocillo. Se incubo a 37°C. Se reviso constantemente
la placa para confirmar formacion de cristales de formazan (aproximadamente 30 minutos), y una vez
formados se disolvieron agregando 100 pul de DMSO y manteniéndolo en agitacion, se descartd el

sobrenadante y se realiz6 una lectura en espectro UV a 540nm.
5.6 Estimulacion de macrofagos para ensayo antinflamatorio

Se sembraron macréfagos placas de 12 pozos a una densidad de 2.5x10°, 3x10° y 3.5x10° por pozo

en medio DMEM F-12 suplementado con suero fetal bovino (10%), se dejaron incubar por 24h.
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Muestras

w 140pL 140ul de muestra
= w |

+20 pL de Reactivo de Griess

Figura 6. Diagrama de cuantificacion de 6xido nitrico.

Posteriormente se cambi6 el medio de los pozos por medio suplementado con suero fetal bovino
(4%). Se formaron grupos, uno al que no se le realizo ninglin tratamiento (basal) uno de los grupos
se estimuld con 100uL de soluciones de LPS a diferentes concentraciones (Spg/mL, 2.5mg/mL,
lpug/mL y 100ng/mL), otro de los grupos se traté con 56uL de una solucion de 250pg/mL de
diclofenaco, y finalmente un grupo para cada cepa con potencial probidtico probada (L. rhamnosus
(LBUX2302), L. paracassei (LBUX2304), L. rhamnosus (LBUX2306) y L. rhamnosus
(LBUX2312).Se dejaron incubar las placas a 37°C en oscuridad, finalmente se tomaron muestras a

las 17h, 24h y 48h para la posterior cuantificacion de 6xido nitrico.

5.7 Cuantificacion de ON

Se realizo la cuantificacion de ON con un kit comercial (Biotium), en placa de 96 pozos se prepar6
inicialmente una curva de calibracion haciendo una primera dilucién 1:10 del stock de nitritos (ImM)
para obtener una concentracion final de 100uM, se tomaron 280uL de esa dilucion y se agrego a la
placa, se hicieron 5 diluciones seriadas en la misma placa tomando 140 pL y diluyendo con 140puL
de PBS en el siguiente pozo, 5 veces seguidas y agregando al final 20uL de reactivo de Griess. Para
las muestras se agregaron 140pl de muestra con 20ul de reactivo de Griess, se dejaron incubar 30min

a temperatura ambiente y se determiné la densidad 6ptica a 540nm.
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5.8 Extraccion de RNA

A las placas de 12 pozos sin sobrenadante se les agregaron 200uL de TRIzol para la lisis celular, a
continuacion, se agregaron 300uL de cloroformo a tubos Eppendorf de 1,5mL, se colectaron los
lisados celulares y se agregaron a los tubos con cloroformo, se agitaron inmediatamente hasta
observar una mezcla homogénea, después se llevaron a centrifugar los tubos a 7,500 rpm por 15
minutos. Posteriormente se colecto la fase superior de los tubos con pipeta para pasarlo a nuevos
tubos Eppendorf con 500uL de isopropanol frio que se mezcldo por inversion, después de
centrifugaron los tubos a 8,000 rpm por 15 minutos, se desecho el isopropanol y se hicieron dos
lavados con etanol al 70%, esto agregando 500uL de etanol y golpeando los tubos en la parte inferior
para lavar el pellet y centrifugando a 8,000 rpm por 7 minutos entre cada lavado, se desech¢ el etanol
y se dejaron los tubos boca abajo 15 minutos para permitir la evaporacion de etanol. Finalmente se
agregaron de 20-25 pL de agua libre de RNAasa para hidratar las muestras y se llevd a congelador

hasta su cuantificacion.

6. Resultados

6.1 Viabilidad y cuenta en placa
En la Figura 7 se muestra el porcentaje de viabilidad de células RAW 264 al exponerlas a
concentraciones en un rango de 1.67x10° — 4.33x10* UFC de L. rhamnosus (LBUX2302), L.
paracassei (LBUX2304), L. rhamnosus (LBUX2306) y L. rhamnosus (LBUX2312). Al agregar L.
rhamnosus (LBUX2302), L. paracassei (LBUX2304) no hubo disminucion de la viabilidad por debajo
del 80% para ninguna de las concentraciones de lactobacilo probadas. Incluso se puede apreciar el
incremento por encima de 120% de viabilidad lo que indica que los lactobacilos incluso promueven
el crecimiento de células RAW 265.7. Sin embargo, al probar los estimulos con 1.67x10® y 2.12x10®
UFC de L. rhamnosus (LBUX2306) y L. rhamnosus (LBUX2312) respectivamente, si se aprecio un

descenso de la viabilidad incluso por debajo de 65%.
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Figura 7. Viabilidad, A) Lactobacillus rhamnosus (LBUX2302), B) Lactobacillus rhamnosus
(LBUX2304), C) Lactobacillus paracassei (LBUX2306) y D) Lactobacillus rhamnosus
(LBUX2312).

6.2 Oxido nitrico
En la Figura 8 se muestra la respuesta en la produccion de 6xido nitrico de las células RAW 264 al
agregar los diferentes microorganismos (L. rhamnosus (LBUX2302), L. paracassei (LBUX2304), L.
rhamnosus (LBUX2306) y L. rhamnosus(LBUX2312). Se observa una notable disminucion de la
produccion de oxido nitrico en las muestras a las que se les agregaron las diferentes cepas con
potencial probidtico, obteniendo asi una produccion de 40.85uM/mL en el grupo Basal, 41.40uM/mL
en el grupo tratado con diclofenaco + LPS, 107.77uM/mL en el grupo estimulado solo con LPS,
6.32uM/mL en el grupo tratado con L. rhamnosus (LBUX2302), 5.7 1pM/mL en el grupo tratado con
L. paracassei (LBUX2304), 6.44 uM/mL en el grupo tratado con L. rhamnosus (LBUX2306) y
5.82uM/mL en el grupo tratado con L. rhamnosus(LBUX2312), y disminuyendo por lo tanto la
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produccion de 6xido nitrico en 62.08%, 61.6%, 94.13%, 94.7%, 94.03%, 94.64% en los grupos Basal,
Diclofenaco + LPS, L. rhamnosus (LBUX2302), L. paracassei (LBUX2304), L. rhamnosus
(LBUX2306) y L. rhamnosus(LBUX2312) respectivamente, esto con respecto a la produccion de

oxido nitrico de las células RAW 264 estimuladas solo con LPS.
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Figura 8. Respuesta en la produccion de 6xido nitrico con los diferentes estimulos. Existe diferencia
estadistica significativa entre Basal con todos los grupos p<0.01, a excepcion de Diclo+LPS. También
existe diferencia significativa entre Diclo+LPS con LPS, (L. rhamnosus (LBUX2302), L. paracassei
(LBUX2304), L. rhamnosus (LBUX2306) y L. rhamnosus(LBUX2312) p<0.01 y existe diferencia
significativa entre LPS y (L. rhamnosus (LBUX2302), L. paracassei (LBUX2304), L. rhamnosus
(LBUX2306) y L. rhamnosus(LBUX2312) p<0.01.

6.3 RNA
En la Tabla 3 se muestra la cuantificacion de RNA posterior a la extraccion con TRIzol de las células
tratadas con diclofenaco, LPS, L. rhamnosus (LBUX2302), L. paracassei (LBUX2304), L. rhamnosus
(LBUX2306) y L. rhamnosus (LBUX2312). Las cuales fueron sembradas a una densidad de 2.5x10°

En la mayoria de los casos se obtuvo una alta concentracion de RNA con alta pureza.

Tabla 3. Concentracion y pureza de RNA
Muestra [ng/pl] 260/280 260/230
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Basal 676 1.79 1.94

Diclo+LPS 1 pg 601 1.81 1.81
Diclot+LPS 1 ug 791 1.84 1.54
Diclo+LPS 1pg 676 1.8 1.7

LPS S ng 801 1.85 1.84
LPS S ng 629 1.62 1.19
LPS 2.5 ng 494 1.77 0.86
LPS 2.5 ng 168 1.65 0.84
LPS 1 pg 616 1.81 1.74
LPS 1 pg 687 1.8 1.51
LPS 100 ng 656 1.8 1.67
LPS 100 ng 869 1.82 1.77
L. rhamnosus (LBUX2302)+LPS | 268.2 2.01 0.38
L. rhamnosus (LBUX2302)+LPS | 91.9 1.59 0.42
L. paracassei (LBUX2304)+LPS 115.8 1.75 0.35
L. paracassei (LBUX2304)+LPS 145.3 1.87 0.46
L. rhamnosus (LBUX2306)+LPS 180.2 0.193 0.49
L. rhamnosus (LBUX2306)+LPS 210.8 1.84 0.59
L. rhamnosus (LBUX2312)+LPS 463.3 2.1 0.55
L. rhamnosus (LBUX2312)+LPS 296.3 2.07 1.15

En la Figura 9 se muestra la integridad del RNA en geles de agarosa. En los incisos A), C) y D) se
observan bandas nitidas y brillantes que confirman la alta concentraciéon de las muestras y su
integridad. Sin embargo, en el inciso B) las muestras: LPS 5, Diclo+LPS 100ng y Diclo+LPS 1 se

muestran degradadas.
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Figura 9. Integridad de RNA, A) LPS 100ng y LPS 1, B) LPS 5, LPS 2.5, Diclo+LPS 2.5, Diclo+LPS
1 y Diclo+LPS 100ng, C) L. rhamnosus (LBUX2302), L. paracassei (LBUX2304), L. rhamnosus
(LBUX2306) y L. rhamnosus (LBUX2312), D) L. rhamnosus (LBUX2312).

6.7 cDNA

En la Tabla 4 se muestra la concentracion y pureza obtenidas al sintetizar el cDNA usando el RNA

obtenido previamente por extraccion con TRIzol. Se obtuvieron muestras altamente concentradas de

hasta _ con alta pureza.
Muestra [ng/pl] 260/280 260/230
Basal 1243 1.63 1.83
Diclo+LPS 1 pg 1212 1.60 1.87
LPS 1 pg 1244 1.82 1.90
L. rhamnosus (LBUX2302)+LPS 1384 1.66 2.01
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L. rhamnosus (LBUX2302)+LPS 1508 1.66 1.98
L. paracassei (LBUX2304)+LPS 1426 1.60 1.24
L. rhamnosus (LBUX2306)+LPS 1776 1.65 1.99
L. rhamnosus (LBUX2312)+LPS 1284 1.62 1.65
L. rhamnosus (LBUX2312)+LPS 1218 1.65 1.77

Tabla 4. cDNA

7. Discusion

La inflamacién, especialmente cronica es indirectamente la principal causa de muerte en el
mundo. Ya que muchas personas padecen enfermedades y trastornos inflamatorios cronicos
que desencadena accidentes cerebrovasculares, cardiopatias, obesidad, diabetes,
enfermedades respiratorias cronicas y cancer entre otras (Pahwa R. 2023). Los cuales se
tratan principalmente con AINES cuya principal funcion es inhibir la produccion de
ciclooxigenasas y por lo tanto de prostaglandina. Sin embargo, la inhibicién de
ciclooxigenasas produce efectos negativos graves en la mucosa gastrica, el sistema
cardiovascular, el sistema renal, el sistema hematologico y el sistema hepatico, por lo que se
vuelve crucial desarrollar nuevas alternativas para el tratamiento de la inflamacion

(Ghlichloo, 1., 2023).

La viabilidad de células RAW 264.7 tras estimularlas con diferentes concentraciones de
bacterias lacticas (L. rhamnosus (LBUX2302), L. paracassei (LBUX2304), L. rhamnosus
(LBUX2306) y L. rhamnosus(LBUX2312), en un rango de concentraciones de 1.67x10° —
4.33x10® UFC no afecta su crecimiento. Sin embargo, se observo un aumento de 20% en la
viabilidad de las células tratadas en el rango de 1.67x10° — 4.34x10° UFC. Lo que podria
atribuirse al efecto promotor de proliferacion asociado a las bacterias acido lacticas sefialado
por ejemplo por Lu Y. (2024), con un incremento del 32% de viabilidad en células RAW
264.7 estimuladas con Lactobacillus reuteri AUc2301 en una concentracion de 1.02x108, o
el reportado por Liu ML (2019) donde se demostrdé que Lactiplantibacillus
plantarum ML2018 promovia el crecimiento de macréfagos RAW264.7 a concentraciones

experimentales de 0,07 a 1,2 ug/mL.
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Entre otras caracteristicas los macréfagos producen (ON) al exponerse a estimulos
inflamatorios, por lo que su capacidad antiinflamatoria puede evaluarse mediante la
deteccion del contenido de ON en los sobrenadantes del cultivo celular (Whu X., 2024). De
la misma manera en el presente estudio se empled LPS para estimular la activacion de las
células y en consecuencia generar altos niveles de 6xido nitrico, que son caracteristicos de la
inflamacion. Por otro lado, la produccion de 6xido nitrico es inestable y se oxida répido a
nitritos, por lo que es importante cuantificar de manera indirecta el nivel de nitritos como
indicador de produccion de 6xido nitrico (Suriyaprom, S, 2023). En nuestro estudio la
produccién de 6xido nitrico con L. rhamnosus (LBUX2302), L. paracassei (LBUX2304), L.
rhamnosus (LBUX2306) y L. rhamnosus (LBUX2312) en presencia de LPS Ilug/mL
disminuyo en un rango de 94% (p<0.01) en comparacion con las células estimuladas con
LPS 1mg/mL (control inflamatorio). Estos resultados son similares a los reportados por
Michels M. (2021) que evalu¢ el efecto de L. gasseri CCT6870, L. cassei CCT7859 y L.
paracassei CCT6871 entre otros, demostrando una disminucién en la produccion de ON en
30% en el caso de L. cassei. Sin embargo, en ese caso, los cultivos celulares de RAW 264.7
se trataron en un rango de cepas probioticas del 0.001 a 2mg/ml. Por otro lado, Li. et al en
2024 evalud la actividad antinflamatoria de L. rhamnosus GG como tratamiento de
inflamacion intestinal, observando una disminucién superior al 50% en la produccion de ON
en las células RAW 264.7. Ademas, se ha descrito la actividad antiinflamatoria de
lactobacillus rhamnosus DSM 20011T en un estudio donde se observo una inhibicion del
nivel de 6xido nitrico en células RAW 264.7 del 50% al agregar la cepa a una concentracion
de 108 UFC/mL y posteriormente incubar en conjunto con LPS 0.1ug/mL (Oh et al., 2018).
Existe evidencia que indica que la mediacion en la inflamacion se debe a inhibicion de
mediadores inflamatorios como el ON al impedir la sintesis de la 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) debido a la supresion de la via MAPK, como en el estudio publicado por
Gao K. (2017) en el que demostré que proteinas de la capa superficial y exopolisacaridos
inhiben esta sefializacion que a su vez regula la sefializacion de NFkB, que conjunto con la
habilidad de los probiodticos a unirse a LPS inhibe la activacion de los macréfagos al

exponerlos a LPS (Khanna, S et al, 2020; Li et al. 2019).

Adicionalmente se realiz6 la extraccion de RNA de los macrofagos obteniendo muestras
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altamente concentradas en un rango de 91.6 — 801 ng/uLL como se muestra en la Tabla 2. Sin
embargo, la integridad no es la deseable para todas las muestras, lo que puede deberse
principalmente a las RNasas que son enzimas que se encuentra incluso dispersas en el aire y
que degradan rapidamente el RNA. La integridad del RNA es fundamental para la sintesis de
cDNA u otras aplicaciones posteriores (Romero G. 2014) Por lo que se sugiere emplear
variaciones en el método de electroforesis en gel de agarosa como el propuesto por Aranda
P. (2012), en el que demostraron que agregar lejia (solucion de hipoclorito en agua) al 6%
destruye cualquier RNasa presente en el gel lo que mejora considerablemente la capacidad

de analizar rapidamente el RNA.

8. Conclusion

Lactobacillus rhamnosus (LBUX2302, LBUX2306, LBUX2312) y Lactobacillus paracasei
(LBUX2304) reducen significativamente la produccion de oxido nitrico en un modelo
antiinflamatorio utilizando células RAW 264.7. EI ON es un marcador clave en los procesos
inflamatorios y, aunque en concentraciones fisioldégicas cumple funciones beneficiosas para el
huésped, su sobre produccion puede inducir dafio celular y tisular. Los resultados sugieren que estas
cepas podrian tener potencial para estudios mas profundos, orientados al desarrollo de un

complemento terapéutico.
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