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RESUMEN 

 
 
Los procesos inflamatorios intestinales están asociados con la respuesta Th1 (IL-

6, TNF-α e IFN-γ) y Th17 (IL-22, IL-23, e IL-17). Una alternativa para disminuir esta 
respuesta se ha asociado con el consumo de leches fermentadas con bacterias ácido 
lácticas específicas. En este sentido, el objetivo de la presente investigación fue evaluar el 
efecto de la administración de leches fermentadas con Lactobacillus fermentum sobre la 
respuesta Th1-Th17 en un modelo murino con inflamación inducida. Se evaluó la 
viabilidad de las cepas (J20 y J28) durante el proceso de simulación gastrointestinal, y la 
adición de dextrán sulfato de sodio (DSS). Se determinó la concentración de 
exopolisacáridos (EPS), ácido láctico (AL) y proteína en las leches fermentadas. En el 
ensayo in vivo, se trabajaron con ratones machos C57Bl/6, los cuales recibieron 
intragastricamente leches fermentadas (LF) o leches pasteurizadas pos-fermentación 
(PLF), y se realizó el proceso de inducción de inflamación con DSS e indometacina. Se 
tomaron muestras de sangre, bazo, hígado, riñones, e intestino a las seis y 10 semanas. 
Las citocinas IL-6, IL-10, y TNF-α fueron determinadas en suero, e IL-17, IL-23, e IFN-
γ en muestras de mucosa intestinal y suero. Los resultados no mostraron diferencia 
significativa (p>0.05) en la viabilidad celular, contenido de AL y proteína. La 
concentración de EPS fue más alto para la LFJ28. No se mostraron cambios significativos 
(p>0.05) en el peso del bazo, hígado y riñones, así como, en la longitud de intestino 
delgado y grueso. Los grupos que recibieron LFJ20 and PLFJ20 presentaron la menor 
concentración de IL-17, IFN-γ, en suero, se incrementó la concentración de IL-10 
(p<0.05) a las seis semanas. Además, las citocinas IL-6, TNF-α, IL-23, e IFN-γ en 
muestras de suero y mucosa no mostraron cambios significativos (p>0.05), e IL-17 fue 
menor para los grupos con LFJ28 y LFJ20. En el modelo de inflamación aguda el grupo 
administrado con LFJ28 mostró la menor concentración de IL-17 en mucosa, así como, 
IL-17 e IL-6 en muestras de suero. Con los resultados obtenidos, leches fermentadas PLF 
mostraron una tendencia a disminuir citocinas inflamatorias. Sin embargo, son necesarios 
incluir otros estudios que permitan elucidar las rutas de activación para disminuir la 
respuesta Th17 asociada a procesos inflamatorios. 
Palabras clave: leches fermentadas, respuesta Th1-Th17, inflamación, DSS, 
indometacina 
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ABSTRACT 

 

 

Inflammatory bowel diseases are associated with the Th1 (IL-6, TNF-α e IFN-γ), 

and Th17 (IL-22, IL-23, e IL-17) response. An alternative to decrease this response has 

been associated with the consumption of fermented milks with specific lactic acid 

bacteria. Hence, the aim of the present study was to evaluate the effect of fermented milk 

with Lactobacillus fermentum on the Th1-Th17 response in a murine model of mild IBD. 

First, the viability of strains during the gastrointestinal process and dextran sulfate sodium 

(DSS) was evaluated. Exopolysaccharides (EPS), lactic acid (LA) and protein contents 

were determined. Male C57Bl/6 mice intragastrically received either raw fermented milk 

(FM) or pasteurized (PFM) milk-fermented before and during DSS and indomethacin 

administration. Blood, spleen and colon samples were collected at weeks 6 and 10. IL-6, 

IL-10, and TNF-α were determined in serum, means while, IL-17, IL-23 and IFN-γ were 

evaluated in serum and mucosal intestinal. The results no showed difference (p>0.05) on 

the cell viability, LA, and protein; FM-J28 had the highest EPS content. Spleen, liver and 

kidneys weight and colon length did not differ among the FM groups (p>0.05). In the 

other hand, the groups with FM-J20 and PFM-J20 groups, IL-17 and IFN-γ decreased, 

and the IL-10 concentration was enhanced (p<0.05) at week 6. IL-6, TNF-α, IL-23 and 

IFN-γ did not differ in serum and mucosa (p>0.05), but IL-17 was lowest in FM-J28 and 

FM-J20. Acute inflammation model, FMJ28 showed the lowest concentration of IL-17 in 

mucosa samples, and IL-6, IL-17 serum samples. Fermented PLF milks showed a 

tendency to decrease inflammatory cytokines. It is necessary to include other studies that 

allow to know the activation pathway to decrease the Th17 response associated with 

inflammatory processes. 

 

Keyword: fermented milk, Th1-Th17 response, inflammation, DSS, indomethacin 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

 

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) son caracterizadas por un proceso 

de inflamación crónico, a nivel de mucosa intestinal (Chami et al., 2014). En este sentido, 

la respuesta Th1 ha sido mencionado como la vía principal de activación durante un 

proceso de inflamación, sin embargo, la respuesta Th17 en los últimos años, ha sido 

descrita como una ruta alterna y de importancia biológica en los procesos inflamatorios 

no solo intestinales. Estas dos vías de respuesta se caracterizan por la liberación de 

citocinas (IL) como IL-1, IL-6, IFN-γ, e IL-17, IL-21, IL-23, respectivamente (Ito et al., 

2008; Weaver et al., 2013). Citocinas como IL-6, factor de crecimiento transformante 

(TGF-β), e IL-23 promueven el desarrollo de la respuesta Th17 en las EII (Ito et al., 2008). 

Algunos estudios han demostrado que las células Th1 y Th17 median la respuesta a nivel 

de intestino, y se sugiere que la respuesta Th1 pueden coadyuvar la respuesta Th17 (Kikly 

et al., 2006; Yen et al., 2006). Por ejemplo, en un estudio con ratones CBirl, donde se 

indujo colitis, hubo un incremento de la respuesta Th17 y menor para Th1 (Feng et al., 

2011). Contrario a esto, en otro estudio, la concentración de citocinas de respuesta Th1 y 

Th17, en un modelo de inflamación agudo, incrementó TNF-α, IL-6, IL-17, y la 

quimiocina atrayente de queratinocitos (KC) (Alex et al., 2009). 

Otros estudios han demostrado el papel que juega en los procesos inflamatorios 

intestinales, la citocina IL-23 como activadora de la respuesta Th17, donde ratones con 

ausencia del receptor de IL-23R, muestran una reducción de la proteína Reg3b a nivel de 

mucosa intestinal, que está relacionada con su efecto antimicrobiano; Reg3b es una 

proteína dependiente de la expresión de IL-23R, además de participar como mecanismo 

de regulación en el número de neutrófilos en lamina propia de intestino (Aden et al., 2016). 

Algunas de las estrategias que se han estudiado para mediar la respuesta Th17 es a través 

de la administración de probióticos, los cuales se ha demostrado ampliamente su efecto 

anti-inflamatorio regulando la respuesta Th1/Th2/Th17 (Herías et al., 2005; Chiba et al., 

2010; Dai et al., 2013). En este sentido, un estudio in vitro con células PBMCs reportó 

que la estimulación con Bifidobacterium breve y Lactobacillus rhamnosus reduce la 

respuesta Th17 e incrementa la respuesta Th2 (Zheng et al., 2014). Además, algunos 
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componentes de bacterias probióticas pueden incrementar el número de células T 

reguladoras CD4+FoxP3+ en los ganglios linfoides mesentéricos (MLN) y disminuir la 

presencia de factor de necrosis tumoral (TNF)-α, IFN-γ, e IL-10 en placas de Peyer. Un 

potencial mecanismo anti-inflamatorio fue descrito in vitro, estimulando macrófagos 

RAW 264.7 donde se observó que los componentes bacterianos activan los mecanismos 

de señalización de (TNF)-α y con esto prevenir la activación de factor nuclear kappa B 

(NF-kβ) (Zakostelska et al., 2011).  

Otra de las estrategias que se han estudiado es a través de la administración de leches 

fermentadas con probióticos (Santiago-López et al., 2015). El efecto de leche fermentada 

no solo se puede atribuir a la presencia de bacterias probióticas, sino que además, los 

metabolitos derivados de la fermentación como péptidos, exopolisacaridos (EPS), 

vitamina A, y componentes bacterianos juegan un papel importante en los EII (Santiago-

López et al., 2017). Sin embargo, pocos estudios han documentado el efecto de la leche 

fermentada modulando la respuesta Th17. Por ejemplo, la administración de Dahi, leche 

fermentada con probióticos, reduce la actividad enzimática de la meloperoxidasa (MPO) 

y disminuye la presencia de TNF-α, IL-6, e IFN-γ (Jadhav et al., 2012), mientras que, 

leche fermentada con Lactobacillus rhamnosus GG reduce el proceso de inflamación 

activando la ruta de señalización mediada por la proteína quinasa B (Akt). Este efecto fue 

atribuido a la presencia de las proteínas p40 y p75 liberadas durante el proceso de 

fermentación (Yoda et al., 2014). Estos estudios han demostrado el potencial papel anti-

inflamatorio de la leche fermentada con probióticos, pero no se ha documentado como se 

podría modificar la respuesta Th1-Th17. En este sentido, el objetivo de la presente 

investigación fue evaluar el efecto por la administración de leche fermentada con 

Lactobacillus fermentum sobre la respuesta Th1-Th17 en un modelo murino con 

inflamación inducida. 
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2. ANTECEDENTES 

 

 

2.1. Inflamación, una Revisión General  

 

 

La inflamación es generalmente definida como un mecanismo de respuesta del sistema 

inmune, el cual esta mediado por la presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO) y 

la presencia de citocinas pro-inflamatorias. Además de generar una respuesta fisiológica 

que se ve reflejada en síntomas como fiebre, dolor, pérdida de peso, y estas son 

dependientes del sitio de infección (Zhang et al., 2014). Cuando existe una excesiva 

respuesta de células del sistema inmune innato como son macrófagos, el proceso de 

inflamación conlleva al desarrollo de diferentes enfermedades (Bertolini et al., 2001; 

Ashley & Weil 2012).  

Algunos autores también definen a la inflamación como el mecanismo de defensa del 

organismo contra alguna infección, que puede desencadenarse por factores como la 

presencia de productos microbianos, lesión en el tejido, y estrés metabólico. Además de 

participar en el proceso de reparación del tejido, y ayudar a restaurar el proceso de 

homeostasis en los sitios de infección (Figura 1) (Calder et al., 2017). Las rutas de 

activación durante el proceso de inflamación es la activación de receptores tipo Toll 

(TLRs) y NF-κB, formación de complejos de proteína conocido como inflamosoma que 

es el responsable para la liberación de diversas citocinas inflamatorias, así como, la 

activación del retículo endoplásmico (Sun et al., 2012; Calder et al., 2017).  
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Figura 1. Factores y mecanismos de activación para generar una respuesta inflamatoria 

 

El tiempo preciso de la respuesta inflamatoria, incluyendo la activación de las células y 

los mediadores involucrados, es determinada por la naturaleza, extensión y localización 

del daño (Calder et al., 2017). El proceso de regulación o finalización del proceso de 

inflamación involucra la activación de mecanismos tales como, la secreción de citocinas 

anti-inflamatorias, inhibición de cascadas de señalización para la secreción de citocinas 

pro-inflamatorias, la activación de receptores para mediar la respuesta inflamatoria y la 

activación de células reguladoras (Calder et al., 2009). 

La inflamación de acuerdo a su patología, se clasifica como aguda y crónica. La 

inflamación aguda es la respuesta inicial del cuerpo hacia un agente infeccioso, el cual se 

reconoce por el incremento de granulocitos hacia el sitio de infección y se representa por 

la activación de una cascada de eventos bioquímicos y que involucran al tejido vascular 

local y varios tipos de células hacia el sitio de infección. La respuesta es mediada por 

citocinas anti-inflamatorias y mediadores lipídicos (Serhan & Savill 2005; Fredman & 

Serhan 2011; Iyer & Cheng 2012). Sin embargo, cuando el proceso de inflamación es 

prolongado, o crónico, ésta involucra un cambio progresivo en el tipo de células presentes 

en el sitio de daño. El resultado de inflamación puede volverse patológica debido a la 

pérdida de tolerancia y/o procesos de regulación, existiendo procesos de bajo grado de 
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inflamación y bajo tales circunstancias, las manifestaciones clínicas pueden ser mínimas 

o ausentes; la elevación en la concentración de marcadores inflamatorios a nivel sistémico. 

La inflamación de “bajo grado” o asintomática puede ocurrir en el tejido adiposo, bajo 

estas condiciones, se genera una infiltración de macrófagos y células T (Calder et al., 

2011). 

Por otro lado, algunas enfermedades son caracterizadas por una elevada concentración de 

marcadores inflamatorios y la activación de células hacia los sitios de daño y la circulación 

sistémica; este estado de inflamación puede ser considerado como de “alto grado de 

inflamación”, donde se incluyen artritis reumatoide, dermatitis atópica, soriasis, asma, y 

EII (Calder et al., 2009; Calder et al., 2017).  

 

 

2.1.1. Enfermedades Inflamatorias Intestinales  

 

 

Uno de los trastornos donde se tiene una respuesta inflamatoria constante es en las EII, 

que comprende la enfermedad de Crohn (EC) y Colitis Ulcerativa (CU). Ambas 

enfermedades son de naturaleza crónica, pero con distinta patogénesis y con una respuesta 

inflamatoria distinta para cada tipo de enfermedad, y por consecuencia, síntomas y 

estrategias de tratamiento distintos (Geier et al., 2007). Aunque se desconoce las causas 

de inicio de la enfermedad, estudios experimentales han sugerido que la inducción de la 

patogénesis es un proceso multifactorial que involucra la interacción de cambios 

genéticos, respuesta inmune exacerbada, bacterias entéricas y factores ambientales 

(Benno et al., 1993; Berrebi et al., 2003). El sistema inmune a nivel intestinal mantiene 

un delicado balance entre la identificación y eliminación de microorganismos patógenos, 

mientras que coexisten con bacterias comensales y antígenos alimentarios. Los factores 

que pueden destruir este balance intestinal y conllevar al desarrollo de EII, es la alteración 

de la función barrera intestinal por activación de células del sistema inmune e.g., 

macrófagos, células dendríticas (CD), linfocitos, los cuales mantiene activo ese 

mecanismo de tolerancia (Lofthus 2004).  
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La EC puede afectar a cualquier segmento del tracto gastrointestinal, mientras que CU se 

limita únicamente al colon, fundamentalmente en la región distal y se extiende 

progresivamente en dirección proximal de forma continua. La inflamación se caracteriza 

por afectar las capas superficiales de la pared intestinal, normalmente la mucosa y 

submucosa, además de presentar necrosis del epitelio, presencia de edema y hemorragia 

con infiltración de neutrófilos, eosinófilos y células plasmáticas (Morgan et al., 2013). 

 

 

2.2.  Modelos de Estudio para el Desarrollo de Inflamación 

 

 

Diferentes modelos han sido utilizados para simular el proceso de inflamación a nivel 

intestinal, como son los modelos de modificación genética (IL-10-/- y TNFΔARE), modelos 

de modificación inmunológica que es transferencia de células T, modelos de inducción de 

inflamación con agentes químicos (DSS, ácido Trinitrobenzenesulfonico (TNBS), 

Indometacina). 

a) Ratones con deficiencia de la citocina IL-10. La superficie de la mucosa es una de 

las zonas mayormente afectadas, pero, también es la zona que se encuentra en 

constante activación por los alimentos y bacterias antigénicas, las cuales estimulan 

al sistema inmune y permiten la secreción de IL-10 y subsecuente suprimen la 

respuesta inflamatoria. El proceso de inflamación bajo condiciones de deficiencia 

de IL-10 es debido a la alta expresión de citocinas inflamatorias que se producen 

por la presencia de antígenos entéricos. Cuando se comparan ratones con 

deficiencia de IL-10 y ratones bajo condiciones convencionales, presentan anemia 

y colitis en el mismo grado. Así, la combinación de bacterias como Helicobacter 

rodentium y Helicobacter typholnius resultó en un incremento de la severidad de 

la colitis (Chichlowski et al. 2008). La ruta de activación de las citocinas 

inflamatorias es a través de la activación de la proteína de diferenciación mieloide-

88 (MyD88) y la señalización de los ligandos de TLR, al no existir IL-10, que 

suprime esta respuesta, las bacterias comensales activan MyD88 por fagocitos 

mononucleares lo que conlleva a la generación del proceso de inflamación. 
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Ratones de la cepa C57Bl/6 IL-10-/- incrementaron la respuesta Th1 en respuesta a 

una infección por nemátodos. Este modelo es muy común manejarlos para estudios 

donde se buscan diferentes estrategias terapéuticas para los procesos inflamatorios 

(Jones-Hall y Grisham 2014). 

b) Modelo de TNFΔARE. Otro modelo de inflamación es por la vía de TNF-α, el cual 

ha demostrado participar en los procesos de inflamación. Ratones con 

modificación en el gen ARE (AU-rich elements) desarrollan patologías similares 

a los que se presentan en un modelo de inflamación en humanos. Ileítis terminal 

es la lesión principal, que ocasiona un incremento en el tamaño de las vellosidades 

del intestino que se pierden entre los 4-7 meses de edad, además de generar una 

inflamación transmural y la aparición de granulomas (Pizarro et al. 2003). La 

sobreproducción de TNF, además, incrementa la respuesta Th1, expansión de 

células CD8+, regulación de IL-10 e IL-17, con estos resultados comprobaron que 

las células epiteliales son la mayor fuente de producción de TNF (Jones-Hall y 

Grisham 2014). 

c) Transferencia de células T. En ratones, las células CD4+CD45RBhigh son distintos 

de células CD4+CD45RBlow, las primeras producen IL-2 pero no IL-4, se 

encuentran presentes las células T naïve, pero hay ausencia de células T 

reguladoras (Treg); en cambio las segundas producen IL-4 e IL-2, hay presencia 

de células naïve y Treg (DeVoss y Diehl 2014). La diferencia entre estos dos tipos 

de poblaciones celulares radica en el desarrollo de una colitis crónica por la 

transferencia de células CD4+CD45RBhigh. Diversos estudios han demostrado que 

la ausencia de células Treg y en presencia de antígenos entéricos, las células naïve 

podrían convertirse a células efectoras (e.g. Th1 y Th17) que inducen colitis y en 

ausencia de un efecto supresor de Treg, las células naïve podrían convertirse a 

efectoras autoagresivas. Ratones con células CD4+CD45RBhigh mostraron señales 

de pérdida de peso, diarrea, hiperplasia con pérdida de las celulas goblet, ausencia 

de criptas y erosión a nivel de mucosa (Strober et al. 2007). Así, se ha demostrado 

el papel que juega la presencia de células Treg en los procesos inflamatorios.  
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d) Modelo de inducción química. Dextrán sulfato de Sodio (DSS), ácido 2,4,6-

Trinitrobenzenesulfonico (TNBS) e indometacina. Estos modelos de inducción 

químico han sido de los más estudiados, y se describen a continuación DSS e 

Indometacina. 

DSS tiene un efecto directo sobre las células del epitelio donde causa una lesión química, 

lo que conlleva a una exposición de la lámina propia y del compartimento submucosal a 

antígenos luminales y bacterias entéricas, lo que resulta en un proceso de inflamación 

(Low et al. 2013). La efectividad de la administración de DSS depende de factores como: 

la dosis (1-5 %), tiempo de administración (agudo o crónico), cepa de animal de estudio 

(C3H/HeJ y BALB/c), género (ratones machos son más susceptibles) y ambiente 

microbiano de los animales (ratones libres de bacterias). Además, el proceso de 

inflamación inducido con DSS es de los ensayos mayormente utilizados, ya que ofrece la 

ventaja de administrarla en el agua. Las características que ofrece este modelo de 

inflamación es una progresiva destrucción de las criptas de células de colon, macrófagos 

y células TCD4 (CD4+) (Kawada et al. 2007). 

Histológicamente, la inflamación es superficial, afectando principalmente la mucosa, pero 

puede extenderse a la submucosa y a mucosa muscolaris. Esta es caracterizada por las 

úlceras superficiales, edema a nivel de mucosa, pérdida de células goblet, destrucción y 

ausencia de las criptas; el cual es acompañado de una infiltración celular de la mucosa y 

submucosa con neutrófilos, macrófagos, células plasmáticas, y linfocitos (Solomon et al. 

2010). En el proceso de inducción de inflamación crónico, también se caracteriza por la 

presencia de erosiones, regeneración epitelial, fibrosis mucosal y existe un prominente 

crecimiento de los folículos linfoides; displasia y adenocarcinoma (Cooper et al. 2000). 

Por otro lado, aunque el sitio de inducción del DSS se genera a nivel de intestino grueso, 

el intestino delgado es también afectado, aunque en menor proporción, siendo en el íleon 

donde se incrementa la proliferación celular de las criptas, pero la altura de las 

vellosidades y la actividad de borde de cepillo se conservan (Geier et al. 2008). 
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Aunque el mecanismo por el cual el DSS genera el proceso de inflamación es 

desconocido, un posible mecanismo por el cual se genera es actuando directamente sobre 

la permeabilidad del tracto gastrointestinal. Las proteínas de unión tales como ocludina-1 

se reducen por la administración de DSS lo que permite que se incremente la 

permeabilidad, y con este cambio se extiende hacia la mucosa colónica. El DSS es 

atrapado por macrófagos, células Kupffer de hígado, y MNL, el cual es detectable en los 

primeros días de inducción (Solomon et al. 2010).  

Otro mecanismo sugerido es la concentración dependiente de DSS para generar un efecto 

de citotoxicidad, el cual permite la alteración de la integrina α4 y subunidades de los nivele 

de M290 sobre las células del epitelio, destruyendo su interacción con las células T 

intraepiteliales γδ, que están involucradas en la protección a nivel de mucosa (Chen et al. 

2002). A este respecto, se ha demostrado que la inducción de inflamación con DSS 

incrementa los niveles de IFN-γ e IL-4 en muestras de tejido de colon, al mismo tiempo 

que existe un incremento en la concentración de IL-1, IL-12 y TNF-α en muestras de tejido 

de colon de ratón (Dieleman et al. 1998; Egger et al. 2000). 

 

 

2.2.1. Inducción de Inflamación con Indometacina 

 

 

Los efectos adversos de los medicamentos no esteroidales anti-inflamatorias (NSAIDs) 

por sus siglas en inglés, causan la alteración del tracto gastrointestinal, además que  

pueden causar un incremento de la permeabilidad intestinal, y la reducción de la mucosa 

intestinal, aunque estos mecanismos no han sido esclarecidos (Walker 2002). Estos 

cambios a nivel de intestino delgado, permiten que algunas sustancias como los ácidos 

biliares y bacterias intestinales tengan entrada hacia la mucosa, por lo tanto, permiten el 

desarrollo de la inflamación generando una infiltración de neutrófilos, y un desbalance en 

la producción de citocinas inflamatorias y la producción de ERO (Corfield et al., 2000).  
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Aunque diversos factores han sido postulados como elementos patogénicos de ulceración 

intestinal inducido por indometacina, que incluyen actividad contráctil del intestino, 

activación de neutrófilos y sobreproducción de óxido nítrico, sales biliares e invasión 

enterobacteriana (Takeuchi et al., 2002; Tanaka et al., 2005). 

 

 

2.3. Respuesta Inmunológica en la Infección por Enfermedades Intestinales 

 

 

El intestino constituye una extensa superficie con vellosidades, microvellosidades y 

criptas especialmente diseñadas para aumentar el área de contacto y favorecer la absorción 

de nutrientes que provienen principalmente de los alimentos (Sepúlveda et al., 2008). 

Además de mantener una constante interacción con bacterias comensales que se alojan en 

la mucosa, por lo que, el sistema inmune debe tener la capacidad de diferenciar entre 

comensales y patógenos y generar adecuada respuesta de tolerancia o inflamación 

(Coombes et al., 2005). 

La respuesta inmunológica que se genera a diferentes antígenos puede originarse por 

diferentes mecanismos y estos son presentados por células presentadoras de antígenos 

(APC) las cuales las presentan a las células T. El reconocimiento de antígenos a partir de 

células B requiere la interacción entre el antígeno, el complejo mayor de 

histocompatibilidad antigénico sobre la superficie de las APC y el complejo de receptores 

a antígenos (TCR) en células T cooperadoras (Th). Las células T son clasificadas como 

células T CD4+y CD8+; las células CD4+ o Th son divididas en cuatro tipos (Th1, Th2, 

Th3, Tr) (Figura 2) que se pueden diferenciar según el patrón de citocinas liberadas 

(Tabla 1) (Spiekerman y Walker 2001; Gill 2004; Thompson-Chagoyán et al., 2005).  
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Cuando se origina un proceso de inflamación como es el caso de IBD comparados con 

organismos estables existe una alteración en el patrón de citocinas, donde se incrementa 

la relación de citocinas IL-2, IFN-γ, TNF-α, los cuales median la respuesta inmune celular 

y disminuye la relación de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, los cuales favorecen una respuesta 

inmune humoral. Además, de disminuir la presencia de TGF-β e IL-10 por células T 

reguladoras. 

Existe una participación de células Th17 en un modelo de inflamación que expresa la 

citocina IL-17. Esta citocina fue identificada como respuesta de linfocitos T citotóxicos 

asociado al antígeno 8. IL-17 induce una respuesta pro y anti-inflamatoria en varios tejidos 

(Starnes et al., 2001). 

 

 

 

 

Figura 2. Diferenciación de los subtipos de células T. Posterior a la estimulación de las células 
naïve T CD4+ se diferencían hacia Th1/Th2/Th17. IL-2 induce la formación de IFN-γ, IL-23 
promueve el desarrollo de Th17, mientras que IL-4 lleva a Th2. Las células T reguladoras 
suprimen la diferenciación y función de las células Th1-Th2, sin embargo, en presencia de IL-6, 
TGF-β derivado de células reguladoras puede inducir la diferenciación de las células Th17. 
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2.3.1. Respuesta Th17 en Procesos Inflamatorios Intestinales 

 

 

Las células CD4+ juegan un papel importante en el inicio de la respuesta inmune al 

proveer ayuda de otras células y tomar una variedad de funciones efectoras durante una 

reacción inmune. Bajo una estimulación antigénica, células naïve T CD4+ se activan y 

diferencian a células efectoras como células Th1 y Th2 que se caracterizan por la 

producción de diferentes tipos de citocinas y funciones efectoras (Guo et al,. 2014). 

Recientemente se ha documentado que la respuesta Th17 juega un papel importante en las 

EII. 

Las células Th1 producen IFN-γ, IL-6, IL-1, mientras que Th2 secreta IL-2, IL-4, IL-10, 

las cuales son apropiadas para la generación, por ejemplo; de anticuerpos específicos para 

la eliminación de antígenos externos (Zhou et al., 2009). La identificación de las citocinas 

de la familia IL-17, como IL-23 media la expansión de células T productoras de IL-17, 

generando así, un nuevo subtipo de células conocidas como Th17 (Kikly et al., 2006; Liu 

et al., 2009). Las células Th17 requieren citocinas y factores de transcripción específicas 

para su diferenciación. Aunque la función de este tipo de respuesta aún no está esclarecida, 

estudios sugieren que la respuesta Th17 tiene un papel importante contra patógenos 

extracelulares (Codolo et al., 2008). Además, células naïve estimuladas con TGF-β más 

IL-6 podrían secretar grandes cantidades de Il-17, mientras que IL-23 podría desencadenar 

la proliferación de Th17, únicamente la combinación adecuada de IL-6 y TGF-β es 

suficiente para inducir la diferenciación de células Th17 (Mangan et al., 2006). 

La familia de citocinas de la respuesta Th17 incluye seis miembros IL-17A, IL-17B, IL-

17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F. La presencia de IL-17 puede inducir la expresión de 

citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF-α, quimiocinas como: KC, MCP-1 y MIP-

2; y una matriz de metaloproteasas las cuales median la respuesta inflamatoria (Park et al., 

2005). Diversas citocinas han sido asociadas al desarrollo o proliferación de las células 

Th17. Por ejemplo, la neutralización de IFN-γ y TNF-α in vitro incrementa el número de 

células productoras de IL-17 generadas por la estimulación de IL-23. Además, el número 

de células Th17 se incrementa por la adición de un anticuerpo neutralizante de IL-4, 
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indicando que IL-4 e IFN-γ podría inhibir la expansión de Th17 (Mills 2008). Otro de las 

especificaciones para generar la respuesta Th17, es la presencia del factor de trascripción 

RORγt, que ha sido documentado como  necesario para la expansión de la respuesta Th17 

(Figura 3) (Kikly et al., 2006). 

Células CD4+ Th17 se han encontrado en lámina propia colónica e íleon, pero no se ha 

encontrado a nivel de duodeno, yeyuno, MLN, o bazo, además de que estas células se 

encuentran ampliamente infiltradas en áreas con alguna lesión. En términos de inmunidad 

de la mucosa, la relación de IL-23/IL-17 juega un papel importante para mantener la 

homeostasis intestinal. Algunos estudios han demostrado que IL-23 está principalmente 

expresada en células dendríticas de lámina propia en íleon terminal de ratones normales. 

Contrario a esto, ratones con ausencia de IL-23-/- son susceptibles a procesos de 

inflamación (Becker et al. 2003).  

 

 

Figura 3. Factores que favorecen la activación de la respuesta Th17 a nivel de mucosa intestinal. 
La presencia de IL-23, IL-6 y TGF-β contribuyen al desarrollo de la respuesta. 
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La expresión de IL-17 en muestras de mucosa es elevada en pacientes con EII, además de, 

células CD68+ expresaron IL-17 (Fujino et al., 2003). En un modelo de inducción de 

inflamación, ratones deficientes en la expresión del receptor IL-17R reducen la migración 

de células polimorfonucleares hacia el colon, así como, reducen la cantidad de CXCL2 

(Zhang et al., 2006). Por otro lado, el bloqueo de IL-23 es efectivo para prevenir la colitis 

en ratones deficientes de IL-10, a través de la inhibición de IL-17 e IL-6 (Yen et al., 2006). 

Es así que las células Th17 juegan un papel importante en los procesos inflamatorios tanto 

en modelos animal como en humanos, y su bloqueo podría disminuir la respuesta de 

inflamación a nivel de intestino, por lo que el desarrollo de alimentos funcionales con 

blanco en la disminución de este tipo de respuesta celular, podría considerarse como una 

buena estrategia para aliviar los síntomas relacionados a estos padecimientos. 

 

 

2.4. Leches Fermentadas y su Efecto en Procesos Inflamatorios Intestinales 

 

 

Los productos lácteos fermentados han sido de interés en los últimos años debido a los 

efectos benéficos asociados a su consumo. Además de poseer microorganismos benéficos 

a la salud como son las bacterias probióticas (Heller 2001). Por otra parte, permite la 

retención y optimización de la viabilidad y productividad microbiana, además de preservar 

las propiedades probióticas (Ross et al., 2002; Stanton et al., 2003). Cuando las bacterias 

son incorporadas en los alimentos fermentados, diversos factores podrían ser considerados 

para mantener la estabilidad de estas bacterias. En este sentido, los productos lácteos, 

principalmente las leches fermentadas han demostrado ser el vehículo ideal para 

probióticos (Hosono et al., 2000; Boza-Mendez et al., 2012), además, se ha demostrado 

que el consumo de este tipo de producto puede ayudar a restablecer el balance de la 

microbiota intestinal (Lourens-Hatting y Viljoen 2001). 
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2.4.1. Efecto de Leches Fermentadas con Probióticos  

 

 

El uso de bacterias probióticas en productos lácteos se ha incrementado en los últimos 

años, no solo como cultivos iniciadores de fermentación que confieren características 

especiales, sino además como suplementos nutricionales y fórmula de infantes, dada la 

fuerte evidencia de sus efectos benéficos. Los productos alimenticios o suplementos 

dietarios que contienen bacterias probióticas permiten su consumo eficiente. El consumo 

de leches fermentadas ha sido una de las mejores opciones ya que presentan características 

sensoriales atractivas para los consumidores, además de ser una opción para promover 

efectos en la salud cuando son enriquecidas con bacterias probióticas (Yoda et al., 2014). 

Un estudio realizado en 2012 demostró el efecto protector por el consumo de un producto 

fermentado (Dahi LaBb) con bacterias probióticas (Lactobacillus acidophilus LaVK2, 

Bifidobacterium bifidum BbVK3) y cultivos iniciadores del Dahi (Lactococcus lactis ssp. 

cremoris NCDC-86, Lactococcus lactis spp. lactis NCDC-60), en comparación con la 

leche de búfalo únicamente con los cultivos iniciadores, ante un modelo de colitis inducido 

con DSS en ratones Swiss albino. Marcadores de inflamación como MPO, citocinas pro-

inflamatorias como IL-6, TNF-α e IFN-γ, así como el análisis histológico en muestras de 

colon disminuyó significativamente en grupos tratados con Dahi LaBb, lo que sugiere que 

éste producto puede ser utilizado para disminuir el daño ocasionado en un proceso de 

colitis inducida con DSS (Jadhav et al., 2012).  

Estudios han demostrado que la presencia de la cepa probiótica Lactobacillus rhamnosus 

GG en yogur previene desórdenes como diarrea, dermatitis atópica y CU (Yan y Polk 

2006; Goldin y Gorbach 2008). El mecanismo por el cual se cree que esta cepa puede 

ejercer efecto es a través de la activación de Akt y la activación de p38 con esto logra 

evitar la apoptosis inducida por citocinas en células epiteliales intestinales. Dos proteínas 

solubles, p40 y p75, han sido aisladas en sobrenadantes de esta bacteria, factor importante 

asociado con el efecto de la bacteria sobre la apoptosis inducida por citocinas (Yan et al., 

2007). Estas proteínas tienen la capacidad de proteger la función barrera intestinal del 

daño ocasionado por peróxido de hidrogeno (H2O2) (Seth et al., 2008). Estos resultados 
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fueron comprobados por Yoda et al. (2014), donde el consumo de leches fermentadas 

logra reducir significativamente el daño ocasionado por DSS, además el acortamiento de 

intestino se ve disminuido en grupos tratados con leche fermentada. Por otro lado, la 

fracción soluble de leche con Lactobacillus rhamnosus estimula la activación del factor 

de crecimiento epidermal y Akt, suprime la apoptosis, y disminuye el efecto ocasionado 

por el H2O2.  

 

 

2.4.2. Probióticos y/o Componentes: Respuesta Inmunológica en un Modelo de 

Inflamación Intestinal 

 

 

2.4.2.1. Efecto antiinflamatorio de probióticos. Los microorganismos probióticos se han 

definido como microorganismos vivos que afectan de manera positiva el balance 

microbiano intestinal; cuando estos son administrados en cantidades adecuadas. Sin 

embargo, recientes investigaciones han permitido ampliar el concepto de probióticos 

demostrando que microorganismos no viables presentan de la misma manera efectos 

benéficos en la salud (FAO/OMS 2001; Isolauri et al., 2002). Existe evidencia de que la 

administración de probióticos puede ser efectivo en la prevención y tratamiento de 

infecciones intestinales (Thompson-Chagoyán et al., 2005). Diversas investigaciones 

sugieren que los probióticos modulan tanto la respuesta inmune innata y adaptativa, 

activando rutas de señalización para la producción de citocinas pro y anti-inflamatorias 

como IL-10 y reducir IFN-γ y TNF-α, respectivamente, fortalecer la barrera de la mucosa 

y reducir el proceso de inflamación (Tabla 2). Por otro lado, interactúan con bacterias 

propias o células de la mucosa para inducir la respuesta de células T CD4+ e incrementar 

los niveles de IgA local y sistémica durante un proceso de inflamación intestinal. Estos 

mecanismos se han relacionado con el consumo de probióticos ante un efecto terapéutico 

en el desarrollo de la inflamación (Madsen et al., 1999; Malin et al., 1999; Steidler 2001; 

Rachmilewitz et al., 2002; McCarthy et al., 2003). 
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Un balance entre los mediadores de respuesta Th1 y Th2 es esencial para mantener la 

homeostasis inmunológica. La polarización de la respuesta inmunológica hacia una 

respuesta tipo Th1 o Th2 genera como resultado un aumento en la incidencia de los 

trastornos inmunoinflamatorios (Gill et al., 2009).  

El tratamiento de la UC con VSL#3 (Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium 

longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacills plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus) ha demostrado 

resultados satisfactorios al disminuir citocinas inflamatorias (Bibiloni et al., 2005; 

Chapman et al., 2006; Guandalini et al., 2010; Jackson et al., 2011). Sin embargo, los 

mecanismos por el cual esta mezcla de bacterias ejerce su efecto no han sido bien 

establecidos. Estudios in vitro han demostrado la participación de la enzima fosfoinositol 

3-quinasa (P13K) y Akt en este proceso de inflamación. La ruta P13K/Akt juega un papel 

importante en varios procesos celulares, tales como apoptosis, respuesta inflamatoria y la 

angiogénesis tumoral. Debido a su papel multifactorial en diversas enfermedades, se ha 

considerado como una vía de estudio para el efecto terapéutico en padecimientos como 

cáncer e infecciones intestinales (Dai et al., 2013).  

En este sentido, el estudio desarrollado por Dai et al. (2013), mostraron que el consumo 

de la mezcla de probióticos VSL#3 reduce significativamente el índice de actividad de la 

enfermedad (diarrea, sangrado, debilitamiento y pérdida de peso corporal) en ratas 

inducidas con DSS, así como modular la respuesta de MPO y, reducir los niveles de iNOS 

y COX-2. Además de disminuir citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF-α y 

aumentar citocinas anti-inflamatorias como IL-10. Además, se reportó la capacidad de 

estas bacterias de interrumpir la ruta de PI3K/Akt.  

La administración de cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium han demostrado efectos 

anti-inflamatorios en un modelo de inducción de colitis con DSS ya que se incrementa la 

proliferación de linfocitos y la síntesis de IL-10 como citocina reguladora, al mismo 

tiempo se reduce la expresión de TNF-α y TGF-β1.  
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Por otro lado, la microbiota intestinal se ve afectada ante un modelo de colitis inducida 

con DSS, tales efectos se observaron en una reducción significativa en la concentración 

de Bifidobacterium, Bacteroides y Lactobacillus acidophilus, mismos que se 

incrementaron después de un tratamiento con probióticos (Kumar et al., 2008). 

2.4.2.2. Componentes bacterianos. De acuerdo con investigaciones previas, el efecto anti-

inflamatorio se podría atribuir a la presencia de bacterias probióticas viables. Por ejemplo, 

existen diversas investigaciones que demuestran el efecto de los probióticos en diferentes 

modelos de inflamación a nivel intestinal (Herías et al., 2005; Amit-Romach et al., 2008; 

Kumar et al., 2008). Sin embargo, estudios recientes han reportado que para ejercer un 

efecto, las bacterias no necesariamente deben de estar viables (Taverniti & Guglielmetti 

2011; Shigwedha et al., 2014; Ruiz et al., 2014). 

Los efectos que se han reportado para los componentes microbianos puede ser atribuido a 

la presencia de peptidoglicano, ácidos lipoteicoicos, así como, fragmentos de ADN 

(Zagato et al., 2014; de Almada et al., 2016). Como ejemplo, cepas de Lactobacillus 

rhamnosus GG inactivadas por tratamiento térmico pueden disminuir la concentración de 

TNF-α en muestras de cultivo de células Caco-2 (Zhang et al., 2005). Además, la presencia 

de ácidos lipoteicoicos, mayor componente de la pared celular de algunas cepas de 

Lactobacillus, activan macrófagos y células dendríticas a través de TLR2 de manera cepa 

especifica (Matsuguchi et al., 2003)
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2.4.3. Efecto Antiinflamatorio de los Metabolitos Derivados de la Fermentación 
Láctica  

 

 

2.4.3.1 Péptidos antiinflamatorios. Diversos estudios han demostrado el potencial efecto 

antiinflamatorio de péptidos derivados de la leche en modelos de inflamación a nivel 

sistémico (Matar et al., 2001; Reyes et al., 2018). Algunas de sus acciones está relacionada 

con el potencial efecto de mantener, reforzar o reparar la función barrera del intestino 

(Martínez-Augustin et al., 2014).  

 

Aunque existe evidencia de que no solo péptidos de la leche presentan efecto 

antiinflamatorio en modelos de inflamación a nivel sistémico (Santiago-López et al., 

2017), no se han reportado estudios que muestren evidencia del rol de estos péptidos y su 

mecanismo de acción en los diferentes procesos inflamatorios intestinales. En este sentido, 

un estudio reportó que el glicomacropéptido derivado de k-caseína, ejerce un efecto 

antiinflammatorio en un modelo de inflamación con DSS. El tratamiento con el 

glicomacropéptido disminuyó hasta en un 60 % el índice de actividad de la enfermedad, 

además de mostrar un menor daño a nivel de mucosa. Por otro lado, normalizó la expresión 

de IL-1β, IL-17, IL-23, IL-6, TGF- β, IL-10, Foxp3 en muestras de colon, y IL-10 en 

NML. Mientras que los valores de la actividad MPO, ciclooxigenasa-2, y fosfatasa 

alcalina no mostraron cambios significativos. El análisis histopatológico mostró una mejor 

preservación del epitelio y atenuó la infiltración a nivel de la submucosa (López-Posadas 

et al., 2010). 

 

2.4.3.2. Exopolisacáridos. Los EPS son polímeros de carbohidratos presentes en la capa 

extracelular que cubren la superficie de las bacterias tanto Gram positivas como negativas. 

El interés de los EPS se ha derivado por su potencial aplicación en el desarrollo de 

alimentos, biotecnología, cosméticos o medicina, además, las implicaciones en la salud. 

La producción de EPS a partir de bacterias ácido lácticas  ha sido ampliamente reportado, 

y se ha demostrado su potencial efecto en la salud, la producción de EPS por bacterias 

probióticas se han correlacionado con su potencial efecto para modular la respuesta del 
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sistema inmune tanto innata como adaptativa (Ciszek-Lenda et al., 2011). Como 

principales efectos se ha encontrado que el consumo de EPS puede disminuir la 

concentración de citocinas pro-inflamatorias. Estos efectos hacia el sistema inmune se ha 

correlacionado con la interacción entre bacterias productoras de EPS y el ambiente 

gastrointestinal del hospedero (Hidalgo-Cantabrana et al., 2014). Por ejemplo, cepas 

productoras de EPS que fueron co-cultivadas con células mononucleares PBMC inducen 

la proliferación de células Th1 y Th2 y esta proliferación es dependiente del tipo de EPS 

(Sánchez et al., 2013; Hidalgo-Cantabrana et al., 2014). 

 

En un estudio con ratas, donde se indujo inflamación con ácido acético, se observó que  la 

administración de probióticos productores de EPS atenuaron los efectos ocasionados por 

el proceso de inflamación de manera dosis dependiente (Sengül et al., 2006). Por otro 

lado, las cepas de Lactobacillus reuteri 115, Lactobacillus johnsonii 142, Lactobacillus 

animalis 148 inducen la producción de citocinas por macrófagos de manera dosis 

dependiente (Marcinkiewicz et al., 2007). 

 

Un estudio donde se desarrolló un proceso de inflamación con DSS, reportó que cepas 

isogénicas de Bifidobacterium animlis subsp. lactis con diferente capacidad para producir 

EPS, mostró la capacidad de disminuir el índice de daño a nivel de tejido. Se incrementó 

la presencia de células T-reguladoras en los MLN, por lo que, estas cepas productoras de 

EPS podrían tener la capacidad de disminuir la respuesta inflamatoria a nivel intestinal 

(Hidalgo-Cantabrana et al. 2016) 

 

En base a los antecedentes que se han documentado, las leches fermentadas en conjunto 

con los metabolitos derivados de la fermentación, podrían tener potencial efecto anti-

inflamatorio en modelos gastrointestinales, considerando específicamente la ruta de 

respuesta de células Th1-Th17, aunque son pocos los estudios que han demostrado que 

las bacterias per se ejerzan un papel importante en los procesos inflamatorios; sin 

embargo, los metabolitos que están presentes en la leche fermentada no se han 

mencionado qué papel juegan en las rutas de activación mencionadas. 
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3. HIPÓTESIS 

 

 

La administración de leches fermentadas con cepas de Lactobacillus fermentum y los 

metabolitos derivados de su fermentación, en conjunto, puede modular la respuesta de 

células Th1-Th17, en diferentes modelos de inflamación intestinal inducida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

4. OBJETIVOS 

 

 

4.1.Objetivo General 

 

 

Evaluar el efecto por la administración de leches fermentadas con cepas de Lactobacillus 

fermentum sobre la respuesta Th1-Th17, en un modelo murino con inflamación inducida.  

 

 

4.2.Objetivos Específicos 

 

 

9 Evaluar el efecto del Dextrán Sulfato de Sodio sobre sobre la viabilidad de las 

cepas de Lactobacillus fermentum. 

 

9 Determinar el contenido de Exopolisacáridos, ácido láctico, proteína en las leches 

fermentadas. 

 

9 Evaluar el efecto de la administración de leches fermentadas sobre la 

concentración de citocinas de respuesta Th1-Th17 en muestras de suero y mucosa 

a partir de diferentes modelos de inflamación intestinal inducida. 

 

9 Determinar el efecto de la administración de leches fermentadas sobre la estructura 

de intestino grueso de ratones con inflamación inducida. 
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5. METODOLOGÍA 

 

 

5.1.  Bacterias Ácido Lácticas de Estudio 

 

 

Cepas de Lactobacillus fermentum J20 y J28 fueron obtenidas del Laboratorio de 

Productos Lácteos, que previamente demostraron capacidad de regular el sistema inmune 

y tener efecto anti-inflamatorio a nivel sistémico in vivo (Sosa-Castañeda 2014; Santiago-

López et al., 2018) Las bacterias se reactivaron en caldo Man Rogosa y Sharpe (MRS) al 

1 % (v/v) y se dejaron incubar a 37 °C por 24 h. Subsecuentemente se realizaron dos sub-

cultivos de 18 y 12 h, respectivamente.  

 

 

5.2.  Evaluación de la Sobrevivencia de Lactobacillus fermentum bajo Condiciones 

Gastrointestinales Simuladas y DSS 

 

 

Se determinó el efecto de la simulación gastrointestinal y la adición de DSS sobre la 

viabilidad de las cepas de Lactobacillus fermentum J20 y J28. La metodología de 

simulación se siguió de acuerdo a lo reportado por Rivas-Jimenez et al. (2016) con algunas 

modificaciones. 

Cultivos de 12 h en caldo MRS se centrifugaron (3600 xg, 10 min, 10 °C), el paquete 

celular se lavó dos veces con solución amortiguadora de fosfatos (PBS, pH 7.2, 0.02 M), 

posteriormente, el paquete celular fue re-suspendido y se ajustó a una densidad óptica 

(DO600 nm) de 0.80, equivalente a una concentración de c.a. 109 UFC/mL. A la solución de 

bacteria ajustada se adiciono DSS (3 %, p/v).  

Para el proceso de simulación se tomaron 5 mL de bacteria ajustada más DSS y se 

adicionaron 6 mL de saliva, se ajustó el pH de la mezcla a 6.8 y se dejó incubar por 5 min. 

Posteriormente, 12 mL de jugo gástrico fueron adicionados y se ajustó el pH a 2.5 y se 
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dejó incubar por 2 h. Finalmente, se adicionaron 12 mL de jugo duodenal + 6 mL de jugo 

biliar + 2 mL de HCO3, se ajustó el pH a 7.5 y se dejó incubar por 2 h. Todo el proceso de 

simulación se realizó a una temperatura de 37 °C (Figura 4). 

Se determinó el porcentaje de sobrevivencia de las bacterias en las etapas gástrico e 

intestinal. Para ello, la muestra fue centrifugada y el paquete celular se re-suspendió en 5 

mL de PBS, se tomó 1 mL para realizar diluciones seriadas y posteriormente la siembra 

en placas de MRS. Las placas se dejaron incubar por 48 h a 37 °C. 

 

 
Figura 4. Diagrama del proceso de simulación continuo para evaluar el efecto de la simulación 
gastrointestinal y el efecto del inductor de inflamación (DSS) sobre la viabilidad de Lactobacillus 
fermentum J20 y J28. 
 

 

5.3.  Preparación de Leches Fermentadas 

 

 

Para la preparación de la leche fermentada se utilizó leche semidescremada en polvo 

(Alpura®, México) al 10 % (p/v), se esterilizó (110 °C, 10 min). Posteriormente, las cepas 

de 12 h en caldo MRS se inocularon en leche (1 % v/v) y se dejó incubar por 24 h a 37 

°C. Del cultivo de 24 h en leche, se tomó una alícuota al 1 % (v/v) y se inoculo nuevamente 

en leche, se dejó incubar por 12 h a 37 °C.  
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A partir de este último cultivo, se tomó una alícuota (3 %, v/v) y se inoculó nuevamente 

en leche, se dejó fermentar por 48 h a 37 °C. Finalizado el proceso de fermentación, la 

leche se dividió en dos lotes: leche fermentada (LF), leche pasteurizada (73 °C/ 15 min) 

pos-fermentación (PLF) con el objetivo de inactivar a las bacterias presentes. Además, se 

preparó leche acidificada (LA) utilizando ácido láctico (~90%, Sigma-Aldrich México) 

en proporción de 400 µL por cada 10 mL de leche para obtener un pH de 4.18 y 4.05 para 

J20 y J28 respectivamente, similar a lo obtenido en las leches fermentadas. 

 

 

5.3.1. Determinación de Exopolisacáridos en Leches Fermentadas 

 

 

Para la cuantificación los EPS en la leche fermentada se siguió la metodología citada por 

(Tallon et al. 2003) con modificaciones. Las diferentes muestras de leches fermentadas y 

pasteurizadas pos-fermentación (10 mL) de 48 h se les adiciono ácido tricloroacetico (20 

%, v/v) y se dejó reposar durante 40 min a 4 °C. El material insoluble fue removido por 

centrifugación (3600 xg, 40 min, 10 °C), el sobrenadante obtenido se le adicionó etanol 

frio (95 %) dos veces su volumen y se dejó reposar durante 24 h a 4 °C. Finalmente, las 

muestras fueron centrifugadas (3600 xg, 40 min, 10 °C), el precipitado obtenido se re-

suspendió en 1 mL de agua mili-Q y se almacenó a -20 °C hasta su análisis. 

 

El contenido total de EPS fue determinado utilizando el método de fenol-sulfúrico (Dubois 

et al. 1956) y se utilizó glucosa (40 mg/mL) como estándar. Los resultados fueron 

expresados en mg equivalentes de glucosa.  

 

A las muestras de leches fermentadas se determinó el contenido de ácido láctico y 

contenido de proteína total por microKjeldahl de acuerdo a la metodología establecida por 

la AOAC (2002). 
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5.4.  Inducción del Proceso de Inflamación Crónico 

 

 

5.4.1 Animales de Estudio 

 

 

Para el estudio se trabajaron con 70 ratones machos de la cepa C57Bl/6 (6-8 semanas, 25-

35 g) (BIOINVERT México City). Los ratones fueron distribuidos individualmente en 

jaulas de acero inoxidable y se mantuvieron en un cuarto con condiciones controladas de 

temperatura 23 °C ± 2 °C, con ciclos de luz-obscuridad de 12 h. Los animales recibieron 

comida y agua ad libitum. El trabajo fue aprobado por el comité de ética del Centro de 

Investigación en Alimentación y Desarrollo A. C. con el número de folio de CE/002/2015. 

 

 

5.4.2. Diseño del Experimento 

 

 

Para el proceso de inducción de inflamación crónico, se siguió la metodología reportada 

por (Alex et al., 2009) con algunas modificaciones. Se utilizó DSS (PM 40, 000, Sigma-

Aldrich, México) como agente inductor de inflamación a una concentración de 3 % (p/v). 

Los animales de estudio fueron distribuidos en 7 grupos (n=10) que fueron: a) grupo con 

agua, b) DSS, c) LA+ DSS, d) grupo con LFJ20+DSS, e) PLFJ20 + DSS, f) LFJ28 + DSS, 

g) PLFJ28 + DSS. Antes de comenzar con el estudio, todos los animales llevaron una 

semana de adaptación, al día seis se registró el peso, el cual se utilizó como variable de 

respuesta para la aleatorización y formación de cada uno de los grupos. Una vez formado 

los grupos (día 7), los animales recibieron 800 µL de LF o LA. Posterior a una semana de 

administración de cada una de las leches fermentadas se administró el DSS (200 

µL/día/ratón) por una semana, sin dejar de administrar LF (Figura 5). 
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Durante el ensayo, se registró el peso, consumo de alimento, y agua. A la sexta semana 

del ensayo, se realizó un primer sacrificio y se obtuvieron muestras de sangre, intestino 

delgado y grueso; hígado, riñones y bazo. De intestino grueso, se recuperó la mucosa 

intestinal siguiendo la metodología citada por Kumar et al. (2008). Mismo procedimiento 

al finalizar el estudio. 

 

Figura 5. Representación del proceso de inducción de inflamación crónica con DSS y la 
administración de LF=Leche fermentada, PLF=Leche pasteurizada pos-fermentación, LA=Leche 
acidificada. 
 

 

5.5. Evaluación de Citocinas en Suero y Mucosa Intestinal 

 

 

Las muestras de sangre obtenidas se centrifugaron (2500 rpm, 10 min, 4 °C), se recuperó 

el suero y se almacenó a -80 °C hasta su análisis. Se evaluaron citocinas inflamatorias 

IFN-γ, IL-17, IL-22, IL-23 utilizando kits de ELISA (R & D Systems, Inc. USA) en 

muestras de suero y mucosa de intestino grueso. Las concentraciones se calcularon 

utilizando el programa ELISAanalysis.com (Australia), y las citocinas IL-6, TNFα, IL-10 

se cuantificaron en muestras de suero utilizando el kit Th1/Th2/Th17 (Cytometric Bead 

Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 cytokine kit, BD, San José, CA, USA) las cuales 

fueron determinados por citometría de flujo (BD FACSII Canto, California), las 

concentraciones se calcularon utilizando el programa FACSArrayTM Bionalyzer (Becton 

Dickson, San José California, USA). 
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Por otro lado, el intestino grueso se abrió longitudinalmente y se recuperó la mucosa. Para 

ello, los cortes de intestino grueso se colocaron en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, 

México) suplementado con penicilina-estreptomicina (1 % v/v). Las muestras se dejaron 

incubar por 24 h a 37 °C. Las muestras se centrifugaron, se recuperó el sobrenadante y se 

almacenó a -80 °C hasta su análisis. 

 

 

5.6. Análisis Histológico 

 

 

Se recuperaron muestras de íleon y de colon distal y se almacenaron en una solución de 

formalina 10 % (Sigma-Aldrich), para realizar el proceso de fijación. Las muestras de 

tejido se procesaron con diferentes solventes y se prepararon las muestras para el proceso 

de tinción con Hematoxilina-Eosina (H-E). Una vez obtenido el corte histológico, estos 

fueron teñidos con una solución de H-E. Los cambios morfológicos de las muestras de 

colon fueron visualizados por microscopia (LEICA. DM2000, Leica Mycrosystems Inc., 

Chicago, IL, USA). Las imágenes fueron procesadas con el programa LEICA V2.  

 

 

5.7. Inducción de Inflamación Aguda  

 

 

La indometacina es un componente no esteroidal (NSAIDs, por sus siglas en inglés) que 

ha sido utilizado como anti-inflamatorio, sin embargo, se ha reportado que en algunos 

casos puede causar desórdenes gastrointestinales a nivel de intestino delgado y por lo tanto 

conlleva a un proceso de inflamación (Yamadi et al., 2003). Para fines de este estudio, se 

utilizó indometacina como agente inductor de inflamación a una concentración de 10 

mg/kg peso del ratón. La indometacina se disolvió en una solución de carbonato de sodio 

(pH 7.0, 0.1 M), y se calcularon las dosis respectivas para cada animal de estudio. 
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Para el diseño experimental los animales fueron distribuidos en 4 grupos: 1) grupo con 

agua (n=5); 2) grupo con indometacina (n=7); 3) grupo con indometacina + PLFJ20 (n=7); 

4) grupo con indometacina + PLFJ28 (n=7). Los animales llevaron una semana de 

adaptación, el consumo de agua y alimento fueron administrados ad libitum, y se registró 

el peso durante el ensayo. Los animales recibieron 1 mL de PLFJ20 o PLFJ28 durante 15 

días. Posterior a la primera semana de administración de cada una de las leches 

fermentadas, se administró indometacina a la dosis correspondiente, cada tercer día, 

durante una semana, sin dejar de administrar la PLF. Los animales fueron sacrificados, se 

recuperaron muestras de sangre, intestino delgado, bazo, hígado y riñón.  

De las muestras de sangre se recuperó el suero, el cual fue almacenado a -80 °C hasta su 

posterior análisis, mientras que los órganos se pesaron, se midió la longitud del intestino 

delgado. Posteriormente, una muestra de íleon se abrió longitudinalmente y se mezcló con 

medio RPMI-1640, y se dejó incubar por 24 h a 37 °C, posteriormente se recuperó el 

sobrenadante como se mencionó en la sección 5.5. 

 

De las muestras de suero se analizaron las citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γ, TNF-α 

utilizando el kit Th1/Th2/Th17 (Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 

cytokine kit, BD, San José, CA, USA), y las citocinas IL-6, IL-17, IL-23 fueron 

determinadas utilizando kits de ELISA (R & D Systems, Inc. USA) en muestras de suero. 

Mientras que IL-17 e IFN-γ fueron determinados en muestras de mucosa de intestino 

delgado. Las concentraciones para cada análisis fueron determinadas como se mencionó 

en la sección 5.5. 
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5.8. Análisis Estadístico 

 

 

Los datos obtenidos para la determinación de EPS, concentración celular, contenido de 

proteína, AL, así como, el porcentaje de sobrevivencia bajo condiciones de simulación 

fueron analizados mediante un análisis de varianza de una sola vía (ANOVA) y en caso 

de mostrar diferencia significativa (p<0.05) se realizó la comparación de medias por la 

técnica de Tukey-Kramer. Los valores representan la media ± DE de n=3. 

Para el ensayo del modelo animal, se utilizó un diseño completamente al azar. Para la 

formación de los grupos el peso se utilizó como variable de aleatorización. Los resultados 

de ganancia de peso, peso de los órganos, y consumo de alimento, fueron analizadas con 

ANOVA de una sola vía. Mientras que, los valores obtenidos de citocinas fueron 

analizados con estadística no paramétrica utilizando la técnica de Kruskal-Wallis 

(p<0.05). Los valores representan la mediana a las 6 y 10 semanas del estudio. Todas las 

comparaciones estadísticas se analizaron utilizando el programa estadístico Minitab 

V.16.1.1. (LEAD Technologies, Inc. USA) 
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6. RESULTADOS Y DISCUSION 

 

 

6.1. Sobrevivencia de las Bacterias bajo Condiciones de DSS y Simulación 

Gastrointestinal 

 

 

Para generar un proceso de inflamación a nivel intestinal, diversos métodos son utilizados, 

siendo uno de ellos la inducción con agentes químicos, como el caso del DSS. El DSS es 

soluble en agua, además de contener una molécula sulfatada cargada negativamente. 

Aunque los mecanismos de inducción de inflamación no han sido esclarecidos, algunos 

estudios reportan que su sitio de acción es sobre la monocapa del epitelio de intestino 

grueso (Laroui et al., 2012; Chassaing et al., 2015). Este efecto se puede generar a través 

de una interacción pasiva o activa hacia la célula vía receptores específicos, o bien, el DSS 

puede penetrar la célula después de la unión con otra molécula generando formas 

policatiónicas e induciendo una infiltración significativa de macrófagos hacia el epitelio 

del colón (Kim et al., 2010).  

Los resultados demostraron que la presencia de DSS en conjunto con el proceso de 

simulación gastrointestinal, no afectó la viabilidad de las bacterias (Figura 6). Estos 

resultados nos podrían indicar que la presencia de DSS no podría afectar el efecto benéfico 

de las bacterias relacionadas con la viabilidad celular, por lo que, pueden llegar activas a 

al intestino. No se han reportado estudios donde se evalué el efecto del DSS sobre la 

viabilidad de las bacterias, pero si se ha demostrado que su efecto a nivel de mucosa que 

conlleva a general el proceso de inflamación. Estos resultados nos indicaron que el agente 

inductor de inflamación no tiene un efecto sobre la viabilidad de las bacterias.  
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Figura 6. Efecto del proceso de simulación gastrointestinal simulado y DSS sobre la viabilidad 
de Lactobacillus fermentum. Los valores representan la media ± DE de n=3. ** muestra diferencia 
significativa con y sin DSS. 

 

6.2. Caracterización de la Leche Fermentada 

 

 

Para la caracterización de las diferentes leches fermentadas, se determinó la 

concentración celular (UFC/mL), AL (%), proteína (%) (Tabla 2). A cada una de las 

muestras de leche fermentada se determinó la concentración celular, mostrando una 

concentración de c.a. 9 Log UFC/mL, no mostrando diferencia significativa (p>0.05) 

entre cepas y a las muestras de leche pasteurizada pos-fermentación no mostraron 

viabilidad celular. 
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El contenido de ácido láctico se determinó para las cuatro muestras de leche, donde 

ambas leches fermentadas con (LF y PLF) mostraron la concentración más alta (p<0.05).  

 

Tabla 2. Concentración de EPS, LA, proteína y concentración bacteriana de las leches 
fermentadas. 
 

Leche 

fermentada 

Concentración celular 

(Log UFC/mL) 

Ácido láctico 

(%) 

Proteína total 

(%) 

Leche sin 

fermentar 

ND 0.15±0.03a 2.71±0.05a 

LF-J20 8.79±0.15a 0.72±0.01b 2.80±0.05a 

PLF-J20 NI 0.75±0.03b 2.71±0.04a 

LF-J28 9.04±0.18a 0.90±0.01b 3.01±0.11a 

PLF-J28 NI 0.87±0.01a 2.88±0.04a 

Los valores corresponden a la media ± DE de n=3. Letras diferentes muestran diferencia 
significativa entre los diferentes tipos de leches fermentadas. NI= No Identificada. 

 

 

6.2.1. Determinación de Exopolisacáridos 

 

 

La presencia de EPS ha sido de gran importancia debido a los efecto benéficos que se 

les ha atribuido, por ejemplo; protegen contra compuestos tóxicos, bacteriófagos, estrés 

osmótico y permiten la adhesión sobre superficies sólidas y la formación de bio-

peliculas, además han demostrado potencial efecto anti-inflamatorio en algunos 

modelos de estudio (Degeest et al., 2001).  

Se cuantificó la presencia de EPS liberados durante el proceso de fermentación, los 

resultados mostraron que la leche fermentada con la cepa J28 presentó la mayor 

concentración a 48 h de fermentación (p<0.05), sin mostrar diferencia significativa con 

respecto a la leche fermentada pasteurizada (Figura 7).  
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Figura 7. Concentración de exopolisacáridos en leches fermentadas con cepas de Lactobacillus 
fermentum a 48 h. Los valores representan la media ± DS de n=3. Letras diferentes indican 
diferencia significativa (p<0.05) entre los tipos de leche fermentada.  

 

 

Como se ha reportado en otros estudios, la producción de EPS es dependiente de la cepa, 

así como de la fuente de carbono. La presencia de bacterias con capacidad de producir 

EPS se ha atribuido a que estos cumplen funciones tecnológicas importantes, como es 

brindar textura y viscosidad a los productos, por ejemplo, en algunos estudios se ha 

relacionado con disminuir la sinéresis de los productos lácteos (Ruas-Madiedo et al., 

2002). Sin embargo, la funcionalidad de los EPS, que ha sido menos explorada. Se ha 

reportado que los EPS unidos a la membrana celular de Lactobacillus acidophilus 606 

presentaron efecto anti-tumoral (Kim et al., 2010). 
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Además la presencia de EPS tienen la capacidad de estimular células del sistema inmune, 

donde se ha documentado que la presencia de EPS en muestras de pared celular de 

Lactobacillus rhamnosus KLC37 disminuye la concentración de citocinas pro-

inflamatorias producidas por macrófagos en comparación con la inducción de LPS de 

Escherichia coli, y que esta ruta de activación puede estar mediada por la proteína p38 a 

través de la vía de activación de cinasas ERK (Ciszek-Lenda et al., 2011). Además, el 

consumo de EPS puede disminuir la severidad de la colitis y podrían considerarse como 

potencial contra los procesos inflamatorios intestinales (Leeber et al., 2007), por lo que, 

en nuestro estudio fue importante conocer si las bacterias de estudio tenían la capacidad 

de producir EPS y poder considerarlos dentro de la leche fermentada como un componente 

con posible papel anti-inflamatorio. 

 
 

6.3. Respuesta al Proceso de Inflamatoria Asociada al Consumo de Leche 

Fermentada 

 

 

Los resultados sobre la ganancia de peso se muestran en la Figura 8. donde los grupos 

que recibieron LA, LFJ20, PLFJ20 y LFJ28 mostraron menor ganancia de peso en las 

primeras seis semanas de estudio, siendo el grupo con LA quien no mostró ganancia de 

peso y el grupo con LFJ28 mostró en general la menor ganancia de peso. Los resultados 

de ganancia de peso fueron calculados con respecto al peso del día uno y al final de cada 

tiempo de evaluación por cada animal de estudio.  

De acuerdo a estudios previos, el proceso de inducción de inflamación crónico tiene como 

efecto una disminución del peso corporal (Ito et al., 2008; Feng et al., 2011; Jadhav et al., 

2012; Laroui et al., 2012;). Con base a los resultados obtenidos en nuestro estudio, los 

grupos a los que se les administró LA, LFJ20, PLFJ20 y LFJ28, fueron los grupos que 

presentaron los valores más bajos de frecuencia de consumo de alimento en relación al 

peso corporal. Estos resultados podrían estar indicando que la administración de las 

diferentes leches ocasionó una reducción del apetito en los animales 
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Figura 8. Ganancia de peso de los animales de estudio durante el proceso de inducción de 
inflamación y por la administración de leches fermentadas con cepas de Lactobacillus 
fermentum. Los valores representan la mediana de cada uno de los grupos de estudio. Los valores 
fueron analizados con estadística no paramétrica utilizando la prueba de Kruskal-Wallis con 
p<0.05. Letras minúsculas indican diferencia significativa a las seis semanas. Letras mayúsculas 
indican diferencia significativa a las 10 semanas de estudio. DSS=Dextrán sulfato de Sodio; 
LA=Leche Acidificada; LF=Leche fermentada; PLF=leche pasteurizada post-fermentación. 

 

 

 

-2

0

2

4

6

8

Agua DSS LA LFJ20 LFPJ20 LFJ28 LFPJ28

G
an

an
ci

a 
de

 p
es

o 
(g

)

Tratamientos
+ DSS

10 semanas6 semanas

a

a a

b

b b
b

B
B A A

B
B

B



53 
 

Los resultados obtenidos en comparación con el estudio reportado por Herias et al. (2005), 

demostró que la administración de Lactobacillus casei Shirota en un modelo de 

inflamación aguda con DSS mostró menor ganancia de peso en los primeros nueve días, 

pero se mostró un efecto de regulación después del día 11.  

Otro de los efectos negativos que se ha documentado por efecto del inductor de 

inflamación es el acortamiento del intestino grueso. La longitud del intestino se midió a 

las seis y 10 semanas, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) 

en ninguno de los grupos administrados con leche fermentada, en comparación con el 

grupo que únicamente recibió DSS (Figura 9). Sin embargo, otros estudios reportaron 

que la longitud de las vellosidades se ve afectada debido a que existe un incremento de las 

células Ki-67+ como respuesta al proceso de recuperación del tejido. Por ejemplo, la 

administración de DSS al 3 % mostró una reducción en la longitud de las criptas en los 

primeros 7 días, pero existió un proceso de recuperación a los 14 días. Por consecuencia 

hubo un incremento en el número de células goblet presente en las criptas (Rose et al., 

2012).  

Algunos estudios han reportado un efecto negativo en el peso de órganos como bazo, 

riñones e hígado. Con estos resultados encontramos que únicamente los animales 

alimentados con LFJ20 y PLFJ28 mostraron cambios significativos en el peso del bazo 

con respecto al grupo DSS, efecto que solo se observó durante las primera seis semanas 

del estudio (Tabla 3). 
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Figura 9. Efecto de la inflamación y de administración de leches fermentadas sobre la longitud 
del intestino delgado y grueso de los animales de estudio a las 6 y 10 semanas. Los valores 
representan la media ± DS de cada uno de los grupos de estudio. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos analizados por la prueba de Tukey-
Kramer.  
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Como lo reporta Herias et al. (2005), donde se incrementó el peso del bazo por efecto de 

la inflamación aguda. Este efecto se podría explicar por la activación de células del sistema 

además de funcionar como un filtro durante la activación de la respuesta a antígenos. El 

peso de riñones e hígado no mostraron cambios significativos, indicando que al menos 

bajo las condiciones de estudio no se presentaron efectos negativos sobre órganos 

terciarios o que estos órganos no están involucrados durante la respuesta inflamatoria. 

 

 

6.4. Efecto en el Perfil de Citocinas Inflamatorias por la Administración de Leches 

Fermentadas 

 

 

En estudios previos se ha observado que la administración de DSS modifica el perfil de 

citocinas el cual se ha caracterizado por inducir la respuesta Th1 que se caracteriza por la 

producción de IL-6, TNF-α y IFN-γ; Th2 por las citocinas IL-4 y IL-10, pero la respuesta 

Th17 juega un papel importante en los procesos inflamatorios intestinales y se caracteriza 

por la presencia de las citocinas IL-17, IL-22 e IL-23, principalmente (Jego et al., 2003). 

En este aspecto, las células Th17 han sido descritas por su capacidad de secretar IL-17, 

pero se caracteriza por la ausencia de IFN-γ o IL-4 como importantes mediadores en el 

proceso de inflamación y daño de tejido (Fischer 2008; Tesmer et al., 2008).  
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T
abla 3. M

odificación del peso de los órganos a las seis y 10 sem
anas por efecto de D

SS y de la adm
inistración de leche ferm

entada. 

 
 

T
iem

po (sem
anas) 

 
 

Peso de los órganos (g) 
                                                        B

azo                                                 R
iñones                                                  H

ígado  
T

ratam
iento                    6 

        10 
       6 

      10 
        6 

        10 

A
gua 

0.11 ± 0.47a 
0.087 ± 0.02a 

0.45 ± 0.08a 
0.45 ± 0.1a 

1.37 ± 0.33a 
1.58 ± 0.3

b 

D
SS 

0.05 ± 0.12
b 

0.12 ± 0.04
a 

0.48 ± 0.04
a 

0.64 ± 0.10
a 

1.22 ± 0.25
a 

1.64 ± 0.25ª 

L
A

 
0.05 ± 0.005

b 
0.09 ± 0.03

a 
0.48 ± 0.05

a 
0.53 ± 0.03

a 
1.31 ± 0.24

a 
1.60 ± 4.22

ab 

L
FJ20 

0.10 ± 0.032
a 

0.14 ± 0.43
a 

0.48 ± 0.03
a 

0.50 ± 0.06
a 

1.47 ± 0.23
a 

1.50 ± 0.20
ab 

PL
FJ20 

0.06 ± 0.029
ab 

0.02 ± 0.10
a 

0.42 ± 0.07
a 

0.50 ± 0.06
a 

1.36 ± 0.32
a 

1.50 ± 0.20
b 

L
FJ28 

0.09 ± 0.009
a 

0.009 ± 0.11
a 

0.50 ± 0.14ª 
0.57 ± 0.05

a 
1.27 ± 0.18

a 
1.77 ± 0.17

ab 

PL
FJ28 

0.06 ± 0.018
ab 

0.018 ± 0.13
a 

0.50 ± 0.05
a 

0.54 ± 0.07
a 

1.29 ± 0.20
a 

1.87 ± 0.28
ab 

Los valores representan la m
edia ± D

S de n=5. Letras diferentes en una m
ism

a colum
na m

uestran diferencia significativa entre tratam
iento.

56 

55 
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En nuestro estudio se cuantificaron citocinas de las tres respuestas a las seis y 10 semanas. 

Los resultados obtenidos en el estudio mostraron mayor concentración de IL-17 e IFN-γ 

en el grupo administrado con DSS en comparación con el grupo administrado con agua. 

Mientras que los grupos que recibieron LFJ20 y PLFJ20 presentaron menores 

concentraciones de IL-17 a las seis y 10 semanas, y únicamente el grupo con PLF-J20 

mostró menor concentración para IFN-γ. El grupo que recibió LF o PLF de J28 no mostró 

cambios significativos en la concentración de IL-17, pero el grupo que recibió LF-J28 

presentó menor concentración de IFN-γ a las seis semanas del estudio, todos estos 

resultados se observaron a nivel sistémico (Figura 10).  

 

Esto podría ser indicativo de que las leches fermentadas con la cepa J20 mostraron la 

capacidad de regular la respuesta de citocinas inflamatorias caracterizada por la respuesta 

Th17 independientemente del proceso tecnológico o de la viabilidad de la bacteria. Sin 

embargo, esta respuesta se observó únicamente a las seis semanas de administración, ya 

que para la semana 10, este proceso fue revertido, mostrando niveles similares a los 

producidos por DSS. Por otro lado, PLFJ20 y LFJ28 (p<0.05) también fueron capaces de 

reducir citocinas de respuesta Th1, dado que la concentración de IFN-γ disminuyó 

únicamente a las seis semanas. 

 

De estos resultados se deduce que las leches fermentadas y pasteurizadas tienen una mayor 

capacidad para reducir la concentración de citocinas inflamatorias. Los resultados que se 

obtuvieron mostraron que son cepa dependiente, ya que para IL-17 el efecto 

antiinflamatorio se vio favorecido por la administración de LF con la cepa J20, mientras 

que, para IFN-γ, el efecto fue brindado tanto por leche pasteurizada pos-fermentación y 

leche fermentada. Estos efectos se pudieran dar por efecto de los metabolitos liberados 

(péptidos, EPS, AL) durante el proceso de fermentación. 
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Figura 10. Concentración de IL-17 e IFN-γ en muestras de suero por efecto de la administración 
de DSS y leche fermentada a las seis y 10 semanas. Barras con letras mayúsculas indican 
diferencia estadística entre los diferentes tratamientos a las seis semanas, mientras que, letras 
minúsculas muestran diferencias significativas a las 10 semanas. Los valores representan la 
mediana de cada grupo y fueron analizados con estadística no paramétrica utilizando la prueba de 
Kruskal-Wallis con p>0.05. Las concentraciones de citocinas fueron determinadas por ensayos 
inmunoenzimáticos (Ensayos de ELISA). 
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Estudios previos han reportado que la expresión de genes para IL-6, IL-1β, IL-23A, TG-

F-β, y STAT3 están involucrados en la diferenciación de las células Th17 en los modelos 

de inflamación inducidos con DSS (Ogawa et al., 2004). Además, las células Th17 

requieren citocinas específicas como IL-23, la cual media la expansión de IL-17, mientras 

que, bajos niveles de IFN-γ o IFN-α pueden incrementar la expresión de la misma (Liu et 

al., 2009).  

Los hallazgos reportados en la presente investigación mostraron la presencia de IL-17 e 

IFN-γ para el grupo administrado con DSS, pero IL-23 no fue detectado, (dato no 

mostrado) al menos por el tipo de método utilizado para la detección de estas citocinas 

que fue mediante ensayos de ELISA, que muestra una menor sensibilidad para la 

detección de citocinas en comparación con la determinación por la citometria de flujo. 

Estos resultados podrían indicar que posiblemente la citocina IL-23 fue requerida para la 

generación y diferenciación de IL-17, como algunos estudios lo han mencionado (Feng et 

al., 2011; Korn et al., 2009) 

La determinación de IL-6 se presentó en mayor concentración en grupo con DSS, pero, la 

administración de los diferentes tipos de leche, tanto fermentada-pos-fermentación y 

fermentada, presentaron (p>0.05) menor concentración, únicamente a las 6 semanas de 

estudio (Figura 11A). Contrario a esto, se observó que, a las 10 semanas, hubo un 

incremento de esta citocina, aunque no se presentaron diferencia estadística entre los 

grupos con leche fermentada y el grupo DSS. Sin embargo, si se puede observar que los 

grupos que recibieron LFJ20 y LFJ28 mostraron potencial a disminuir esta concentración. 
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Figura 11. Concentración de IL-6 (A) y TNF-α (B) en muestras de suero por efecto de la 
administración de DSS y leche fermentada a las seis y 10 semanas. Barras con letras mayúsculas 
indican diferencia estadística entre los diferentes tratamientos a las seis semanas, mientras que, 
letras minúsculas indican diferencia estadística a las 10 semanas. Los valores corresponden a la 
mediana de n=5 y fueron analizados aplicando la técnica de Kruskal-Wallis. Las concentraciones 
de las citocinas fueron determinadas por citometría de flujo. ND=No detectado. 
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Para la cuantificación de TNF-α (Figura 11B), los resultados no mostraron diferencia 

significativa entre los grupos con leche fermentada y DSS a las seis semanas del estudio. 

Sin embargo, encontramos que a las 10 semanas de administración el grupo con DSS 

incrementó la concentración y fue similar a lo obtenido por la administración de LA, 

LFJ28, pero el grupo con PLFJ20 mostró la menor concentración (p<0.05), siendo similar 

a lo cuantificado a las seis semanas. En base a estos resultados, podemos observar que la 

administración de PLFJ20 mostró mejor efecto en disminuir la respuesta Th1, 

considerando las dos citocinas IL-6 y TNF-α. 

IL-6 juega un papel importante durante los procesos de inflamación ya que se produce en 

respuesta a infecciones y lesión de tejido, contribuye al mecanismo de defensa a través de 

la estimulación de respuesta de fase aguda, aunque su expresión es estrictamente 

controlada por mecanismos transcripcionales y pos-transcripcionales, síntesis irregular de 

IL-6 tiene efectos patológicos sobre procesos de inflamación crónica y procesos 

autoinmunes (Tanaka et al., 2014).  

En base a estos resultados encontramos que la administración de LFJ20 y LFJ28 puede 

modular la síntesis de IL-6. En cambio, TNF-α, ha sido bien descrito en las EII, donde la 

interacción contra antígenos luminales y bacterias comensales generan una excesiva 

respuesta anti-inflamatoria a nivel de mucosa intestinal y la ausencia de TNF-α puede 

conllevar a disminuir la respuesta inflamatoria (Fujino et al. 2003). Además, TNF-α 

induce otras citocinas pro-inflamatorias como IL-1 e IL-6, incrementa la expresión de 

moléculas de adhesión, además, de inducir proteínas de fase aguda y metaloproteinas 

(Wera et al., 2016).  

Este efecto que presenta TNF-α puede estar correlacionado con los resultados que se 

presentaron a las 10 semanas del estudio, donde se incrementó IL-6 y TNF-α, pero no para 

el caso de PLFJ20, lo cual nos indica mayor potencial de esta leche fermentada en atenuar 

los procesos inflamatorios.  
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Las concentraciones de estas dos citocinas fueron determinadas a niveles séricos y de 

acuerdo a la sensibilidad del método de detección, método de CBA, permitió cuantificar 

estas dos citocinas que se presentan, principalmente como respuesta de fase aguda, 

pudiendo sugerir que la respuesta en nuestro estudio, se presentó en menor grado a lo 

esperado en un proceso de inflamación crónica, como otros estudios han reportado. 

Estas dos citocinas son de gran importancia en los procesos inflamatorios y se producen 

principalmente por la activación de monocitos y macrófagos, donde estas células juegan 

un papel importante en los procesos de atenuación de la inflamación a nivel de mucosa 

intestinal (Bobin-Dubigeon et al., 2001). Por consecuente, una baja expresión o 

concentración de estas citocinas podría indicar el potencial que ofrecen las leches 

fermentadas a disminuir los procesos inflamatorios al inactivar las principales rutas de 

respuesta inflamatoria; como es el caso de TNF-α (Dai et al., 2013). 

La citocina IL-10, conocida como de respuesta Th2 o con efecto regulador, mostró 

diferencias significativas (p<0.05) para los grupos que fueron administrados con PLFJ20 

y LFJ28 quienes presentaron la mayor concentración a las seis y 10 semanas, 

respectivamente, al igual que LA (Figura 12). IL-10 ha sido de gran interés a nivel 

terapéutico, debido a que estudios con animales han demostrado que la ausencia de esta 

citocina incrementa los efectos de la inflamación, como los modelos de estudio en ratones 

IL-10-/- (Sydora et al., 2003). Sin embargo, en nuestro estudio, el grupo que recibió DSS 

mostró la mayor concentración de IL-10, en comparación con los grupos que recibieron 

los diferentes tipos de leche. Una posible explicación podría ser, que al presentarse una 

alta concentración de citocinas inflamatorias como IL-17, se incrementó IL-10 para 

contrarrestar la respuesta a la inflamación (Alex et al., 2009).  

La presencia de IL-10 suprime la producción de citocinas pro-inflamatorias, que 

concuerda con lo reportado a las seis semanas del estudio. Sin embargo, encontramos que 

la administración de LF presentó menor concentración de IL-10, lo cual podría 

corresponder a que existió un proceso de regulación. La ruta de activación de IL-10 es la 

activación de STAT3, el cual regula la expresión de SOCS y citocinas pro-inflamatorias 

como TNF α y MIP-2 (Jones-Hall & Grisham 2014). 
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Figura 12. Concentración de IL-10 en muestras de suero por efecto de la administración de DSS 
y leche fermentada a las seis y 10 semanas. Barras con letras mayúsculas indican diferencia 
estadística entre los diferentes tratamientos a las seis semanas, mientras que, letras minúsculas 
indican diferencia estadística a las 10 semanas. Los valores corresponden a la mediana de n=5 y 
fueron analizados aplicando la técnica de Kruskal-Wallis. Las concentraciones de citocinas fueron 
determinadas por citometría de flujo. 
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Los resultados obtenidos en la presente investigación difieren con lo reportado con otros 

estudios, donde la administración de la mezcla de probióticos VSL#3 disminuye la 

concentración de citocinas pro-inflamatorias TNF-α e IL-6 e incrementa IL-10 en 

muestras de suero, lo cual se puede atribuir a la activación de la ruta especifica PI3k/Akt 

y activación del factor de transcripción NF-kB (Dai et al., 2013). Diversos estudios han 

mencionado que los diferentes metabolitos derivados de la fermentación podrían ser los 

responsables de generar el efecto anti-inflamatorio, por ejemplo, en el estudio reportado 

por (Yoda et al., 2014), las proteínas p40 y p75, las cuales derivan durante el proceso de 

fermentación en leche por Lactobacillus rhamnosus GG bloquean la respuesta de 

señalización de EGFR kinasa y con ello disminuyen la respuesta inflamatoria. Además, el 

efecto inmunoprotector de un producto lácteo fermentado (Dahi) con Lactobacillus 

acidophilus LaVK2 y Bifidobacterium bifidum BbVK3 en un modelo de inflamación con 

DSS reducen significativamente IL-6, TNF-α e IFN-γ en muestras de colon (Jadhav et al., 

2012).  

Se ha documentado que los metabolitos derivados de la fermentación tienen respuesta 

anti-inflamatoria, las bacterias probióticas viables y no viables también pueden ejercer 

dicho efecto. Una posible ruta es a través de la internalización de las bacterias hacia las 

células M, localizadas a nivel de intestino delgado, donde se genera una interacción entre 

las células dendríticas y conlleva a disminuir la concentración de citocinas como IL-1β, 

IL-6, IL-17, TNF-α, e IFN-γ (Kumar et al., 2008). Además, la liberación de péptidos 

durante el proceso de fermentación, regulan la respuesta inflamatoria a través de la ruta 

NF-kB, en un modelo de inflamación con LPS (Haversen et al., 2002). 

El ácido láctico que se produce durante la fermentación de la leche, de acuerdo a algunos 

estudios, ejercen un efecto en la respuesta inmunológica, debido a que la presencia de este 

ácido orgánico acidifica el ambiente intestinal, y se ejercen cambios en la microbiota. 

Además, la presencia del ácido láctico inhibe la ruta de señalización a través de NF-kB en 

un modelo de inflamación con LPS (Kellum et al., 2004).  
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Los resultados obtenidos en nuestro estudio, mostraron que los grupos que fueron 

administrados con leche acidificada no disminuyeron la concentración de citocinas pro-

inflamatorias a las seis y 10 semanas en comparación con la leche fermentada, con 

excepción de la citocina IL-17 donde se disminuye la concentración siendo 

estadísticamente igual a LF y LFP-J20.  

La determinación de IL-17 e IFN-γ, como principales citocinas de respuesta Th1/Th17, 

fueron determinadas en muestras de mucosa a las seis y 10 semanas (Figura 13). Los 

resultados mostraron, para el caso de IL-17 que los grupos administrados con LFJ20, 

LFJ28 y PLJ28 mostraron menor concentración (p<0.05), siendo LFJ28 la que presentó 

la menor concentración. Sin embargo, no se mostró diferencia significativa en las 

concentraciones de IFN-γ, entre los diferentes grupos. Aunque no se mostró diferencia 

significativa, encontramos que PLFJ20, LFJ28 y PLFJ28 tienden a presentar menor 

concentración de IFN-γ, siendo también, las leches que presentaron menor concentración 

de IL-17. 

 

Dentro de las posibles variables que pueden modificar estos resultados, es el tamaño de 

muestra, y las variaciones que existieron entre los diferentes animales de estudio. Por otro 

lado, se determinó la concentración de IL-22 e IL-23 a nivel de mucosa, ya que la 

presencia o ausencia nos podría indicar el efecto sobre la proliferación y diferenciación 

de las células Th17, sin embargo, no se detectaron niveles apreciables de IL-22 e IL-23 a 

nivel de mucosa (datos no mostrados). Estos resultados son contradictorios a los 

reportados por Jadhay et al. (2012), quien encontró menor concentración de las citocinas 

IL-6, TNF-α e IFN-γ en muestras de mucosa intestinal, en los grupos que fueron 

administrados con un producto lácteo fermentado en comparación con el grupo DSS.  

 

Con los resultados obtenidos en nuestro estudio, nos permite determinar que el mecanismo 

de inflamación es mucho más complejo, y que no únicamente las citocinas se encuentran 

involucradas. En un estudio se reportó que las prostaglandinas tienen un papel importante 

en el mecanismo de regulación de la respuesta inflamatoria, y que puede promover la 

presencia de IL-23, en un modelo de inflamación sistémico con LPS y TNBS (Sheibanie 

et al. 2007). 
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Figura 13. Concentración de IL-17 e IFN-γ en muestras de mucosa de intestino grueso por efecto 
de la administración de DSS y leche fermentada a las 10 semanas. Letras diferentes muestran 
diferencia significativa entre tratamientos. Los valores corresponden a la mediana de n=5 y fueron 
analizados aplicando la técnica de Kruskal-Wallis. Las concentraciones de citocinas fueron 
determinadas por ensayos inmunoenzimáticos (Ensayos de ELISA). 
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Los posibles mecanismos que se han atribuido a las bacterias con respecto a disminuir los 

procesos inflamatorios es inhibiendo el factor de transcripción NF-kB a través de la ruta 

de señalización PI3K/Akt (Martelli et al., 2006; Priulla et al., 2007). Se ha documentado 

que cepas de Lactobacillus spp. tienen la capacidad de activar la ruta de señalización de 

las citocinas (SOCS) e incrementar la expresión de SOCS-2 y SOCS-3, la cual es mediada 

a través de las rutas de fosforilación y activación de los factores STAT1 y STAT3 

inhibiendo la fosforilación de las kinasas (JAK) que inhibe la señalización de SOCS-

2/SOCS3 (Lee et al., 2010).  

Los péptidos derivados de la fermentación, por otro lado, aunque no se han establecido 

claramente sus mecanismos anti-inflamatorios, podrían tener una participación 

importante. Por ejemplo, en otros estudios, se evaluó el efecto anti-inflamatorio del tri-

péptido (Val-Pro-Tir) de soya, al disminuir la severidad de la colitis y la supresión de 

citocinas. Este mecanismo de regulación se generó a través de la activación de un 

transportador de péptido dependiente de protones (h-Pep-T1). El péptido transportador h-

Pep-T1 está localizado sobre la superficie de la membrana que produce un gradiente de 

protones que acelera el transporte de oligopéptidos hacia el borde de cepillo de los 

enterocitos y de esta forma entrar a circulación (Kovacs-Nolan et al., 2012).  

Otro mecanismo de activación que se ha atribuido a los péptidos es activar el receptor de 

señalización de calcio (CasSR), el cual puede mediar la respuesta anti-inflamatoria al 

interactuar con amino ácidos L-Trp y L-Val y reducir la concentración de TNF-α, además, 

L-Trp inhibe la fosforilación de JNK o IkB-α (Mine & Zhang 2015). Estas rutas de 

activación podrían estar involucrados en los mecanismos de activación para disminuir la 

respuesta antiinflamatoria, sin embargo, no ha sido reportado que rutas de señalización en 

la respuesta Th17 se pueden inhibir por la presencia de algunos de los compuestos 

presentes en la leche fermentada. 

 

 

 



68 
 

Nuestros resultados demostraron que existe un proceso de regulación de la respuesta a las 

seis semanas del estudio, además, el efecto se puede ejercer aun cuando la bacteria se 

encuentra inactiva, lo cual nos puede sugerir que los componentes de la bacteria juegan 

un papel importante como inhibidores de la respuesta, aunque en nuestro estudio no se 

consideró el evaluar únicamente a la bacteria no viable, encontramos que el grupo 

administrado con la leche fermentada pasteurizada muestra un efecto mayor o similar que 

cuando la leche contenía a la bacteria viable. 

 

 

6.5. Análisis Histológico de Muestras de Intestino Grueso 

 

 

Basado en las características establecidas sobre al análisis de muestras histológicas, las 

características se analizaron considerando la estructura de la mucosa, infiltración celular 

hacia la mucosa y submucosa.  

 

En la Figura 14A (10x) se muestra el corte de intestino grueso de un animal sano, donde 

se observa la estructura completa del intestino grueso, y en la Figura 14A’ (20x) se 

observa la estructura normal y la presencia de las células goblet, sin presentar infiltración 

hacia la mucosa y submucosa. En la Figura 14B, se muestra la estructura de intestino 

grueso que recibió DSS donde se observó una ligera acumulación e incremento en el 

tamaño de los ganglios, lo cual se puede observar con más detalle en la Figura 14B’ (20x), 

aunque no se identificaron los tipos de células, pero de acuerdo con estudios previos, se 

puede tener una infiltración de neutrófilos, principalmente. Por otro lado, el grupo que 

recibió LFJ20 mostró, de igual forma, una ligera acumulación de células hacia la 

estructura del epitelio (Figura 14D’), mismo caso se presentó en el grupo que recibió 

LFJ28. De manera general, en ninguno de los tratamientos se mostró un daño marcado a 

nivel de mucosa, se observaron pequeñas infiltraciones celulares hacia la mucosa, o 

destrucción de la arquitectura de la mucosa.  
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Figura 14. Análisis histológico de secciones transversales de muestras de tejido de colon (x10) 
teñidas con hematoxilina-eosina. A y A’) grupo con agua, B y B’) grupo con DSS, C y C’) grupo 
con LA, D y D’) grupo con LFJ20, E y E’) grupo con LFJ28.  
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Nuestros resultados difieren a lo reportado por otros estudios, donde se observa un mayor 

grado de daño a nivel de mucosa, infiltración celular y destrucción de la arquitectura de 

las criptas, utilizando la misma concentración de DSS (3 %), y a un menor tiempo de 

exposición ( Geboes 2003; Erben et al., 2014). Otro estudio mostró que el efecto del DSS 

a una concentración de 3 %, como se utilizó en nuestro estudio, mostró erosión y un 

incremento de infiltración celular como linfocitos, neutrófilos, macrófagos, los cuales se 

expanden hacia la submucosa (Rose et al., 2012; Dai et al., 2013). 

 

 

6.6. Efecto por la Inducción de Indometacina y Leche Fermentada 

 

 

Los efectos negativos que se muestran por la inducción de inflamación con indometacina, 

se ha demostrado que muestra ulceración a nivel de intestino delgado. El mecanismo de 

acción, podría ser atribuido por un incremento de la permeabilidad, reducción de la 

superficie de la mucosa, acompañado por un incremento de la motilidad intestinal. Estos 

cambios permiten la entrada de sustancias luminales, como ácidos biliares y bacterias 

intestinales, permitiendo el acceso hacia la mucosa, lo que conlleva a la infiltración de 

neutrófilos, y la regulación de citocinas inflamatorias y la producción de ERO (Yamada 

et al., 2011a; Iwai et al., 2009). 

En estudios con ratas se encontró que la inducción de inflamación con indometacina a una 

dosis de 15 mg/kg de peso corporal causa daños desde duodeno hasta íleon. Los daños 

fueron observados en las primeras 6 h incrementando hasta las 72 h mostrando efectos 

como úlceras, peritonitis y causar la muerte de los animales (Fang et al., 1977). Estos 

resultados concuerdan con lo obtenido en nuestro estudio, donde después de la tercera 

administración de indometacina a una dosis de 10 mg/kg de peso corporal, los ratones 

comenzaron a perder peso y se tuvo la muerte de tres ratones en el grupo que fue 

administrado con indometacina y el grupo administrado con PLFJ20 + indometacina 

(Figura 15A).  
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Figura 15. Efecto de la indometacina y administración de leche fermentada sobre la ganancia 
de peso (A) y longitud del intestino delgado (B) a los 15 días de estudio. Letras diferentes 
mostraron diferencia significativa (p<0.05). Los valores corresponden a la media ± DS. Se 
realizó una comparación de medias por la técnica de Tukey-kramer. 
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Por otro lado, como la indometacina afecta principalmente a nivel de intestino delgado, se 

evaluó la longitud intestinal, pero no se observó diferencia significativa entre los grupos 

tratados con respecto al grupo control (Figura 15B). 

Por otro lado, aunque no se mostró diferencia significativa (p>0.05) en el peso de los 

órganos, el bazo, que es un órgano principal para la respuesta inmunológica mostró el 

peso más alto al igual que el grupo administrado con PLFJ20. Este mismo comportamiento 

se observó para el peso de hígado y riñones, aunque no son órganos de respuesta 

inmunológica, algunos estudios han demostrado que, durante el proceso de inflamación, 

órganos secundarios se pueden ver afectados (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Peso de los órganos después del proceso de inducción de inflamación con indometacina 
y de la administración de leche fermentada. 

 

 Peso (mg) 

 Bazo Riñones Hígado 

Agua 140.00 ± 97.64a 452.50± 92.15a 1580 ± 313.79a 

Indometacina 288.00 ± 274.08a 500.00 ± 352.35a 1764 ± 1045.12a 

PLFJ20 294.00 ± 74.03a 652.00 ± 99.85a 2318 ± 363.00a 

PLFJ28 116.00 ± 131.78a 545.00 ± 366.65a 1274 ± 1146.00a 

Los valores representan la media ± DS. Letras diferentes en una misma columna muestran 
diferencia significativa entre tratamientos. 

 

 

6.6.1. Respuesta en el Perfil de Citocinas en el Modelo de Inflamación Aguda 

 

 

Se cuantificaron las citocinas IL-23, IL-17 e IL-6 en muestras de suero (Figura 16). Los 

resultados demostraron una mayor concentración para IL-23 en los tres grupos que 

recibieron indometacina, sin diferencias significativas entre los grupos alimentados con 

leche fermentada y agua (p>0.05). Por otro lado, IL-17 se incrementó en todos los grupos 

que recibieron indometacina comparada con el grupo con agua. Además, se observó una 
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reducción significativa en la producción de IL-17 en el grupo que recibió PLFJ28. 

Además, se observó un incremento en la concentración de IL-6 pero no se observaron 

diferencias significativas entre estos grupos, por el contrario, en el grupo PLFJ28 

incrementó los niveles de IL-6. No se presentaron cambios significativos (p>0.05) en la 

concentración de las citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γ y TNF-α (Tabla 5) a nivel 

sistémico.  

 

Un estudio demostró que la administración de indometacina induce ulceración en intestino 

delgado, además de incrementar células productoras de IL-17A+, el cual fue observado 

principalmente en células mononucleares de lamina propia de mucosa y submucosa 

(Yamada et al., 2011). La lesión intestinal inducida por indometacina conlleva a que el 

proceso de inflamación puede estar mediado por una acumulación de neutrófilos. Aunque 

en nuestro estudio no fue determinado este parámetro, otros estudios demuestran un 

incremento de esta actividad después de un proceso de inducción de inflamación con 

indometacina (Evans & Whittle 2003; Hatazawa et al., 2006). Además, ratones con 

deficiencia de IL-17A inhibieron la infiltración de neutrófilos (Watanabe et al., 2009a), 

por lo que la deficiencia o regulación de ésta citocina podría considerarse como un factor 

de estudio para disminuir los procesos de inflamación. 

 

El papel de IL-17 en los procesos de inflamación a nivel gastrointestinal es contradictorio, 

algunos estudios demuestran el papel que juega esta citocina, sin embargo, otros 

mencionan que IL-17 puede funcionar como anti-inflamatorio. Estos efectos contrastantes 

han sido evaluados en modelos con DSS y gastritis inducida por Helicobacter pylori (Ito 

et al., 2008; Ogawa et al., 2004). Pero aún existen pocos estudios que han reportado el 

papel de papel de esta citocina en modelos de inflamación con indometacina. Un estudio 

reportado de Yamada et al. (2011) comprobaron que al inhibir IL-17 se disminuyen los 

parámetros de inflamación, debido a que se genera un incremento de quimiocinas como 

KC y MCP-1, además de un incremento de las citocinas IL-1β, TNF-α e IL-6. 
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Figura 16. Efecto de indometacina y leche fermentada sobre la concentración de citocinas IL-
23, IL-17, IL-6 en muestras de suero a 15 días de tratamiento. Los valores corresponden a la 
mediana. Las concentraciones de citocinas fueron determinadas por ensayos inmunoenzimáticos 
(Ensayos de ELISA). ND=No detectado. Letras minúsculas representan diferencia 
estadística para IL-23 entre cada grupo; letras mayúsculas muestran diferencia 
estadística entre grupos para IL-17; *** representan diferencia estadística para IL-6 
entre los diferentes grupos de estudio. 
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Los resultados de citocinas en muestras de mucosa intestinal mostraron que el grupo con 

PLFJ28 presentó la menor concentración IL-17 (p<0.05), mientras que, IFN-γ no mostró 

cambios significativos (p>0.05) (Figura 17).  

 

 
Tabla 5. Efecto de la administración de indometacina y leche fermentada sobre la concentración 
de citocinas antiinflamatorias y pro-inflamatorias a nivel sistémico.  

 

Tratamiento IL-2 IL-4 IL-10 IFN-γ TNF-α 

 Concentración (pg/mL) 

Agua 6.78a 3.60a 5.13a 5.79ª 6.33a 

Indometacina 4.33a 5.83a 3.51a 4.67ª 3.47a 

PLFJ20 4.76a 5.67a 3.48a 4.50ª 3.38a 

PLFJ28 5.18a 5.49a 3.17a 2.5ª 4.37a 

Los valores representan la mediana de cada grupo de estudio. Las concentraciones fueron 
determinadas por citometria de flujo.  

 

De acuerdo con estos resultados, se mostró un mayor efecto de inflamación por la 

inducción con indometacina en comparación con el modelo crónico y la leche PLFJ28 

mostró las menores concentraciones de IL-17. El uso de indometacina como agente 

inductor de inflamación, ha sido poco explorado, consecuentemente, los mecanismos para 

inhibir este proceso también han sido menos estudiados. De los estudios que se han 

documentado, los probióticos han demostrado ser una alternativa al tratamiento contra 

NSAID. Por ejemplo, en un estudio in vivo donde se administró Lactobacillus rhamnosus 

GG y Bifidobacterium lactis Bb12 (Bb12) mostraron un incremento en la actividad MPO 

y en la formación de úlceras en el grupo que recibió Lactobacillus rhamnosus, además, se 

incrementó el porcentaje de proliferación de células T (Kamil et al., 2007).  
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Figura 17. Efecto de la inducción de inflamación y leche fermentada-pasteurizada con 
indometacina y la respuesta en las citocinas IL-17, IFN-γ en muestras de mucosa intestinal. Los 
valores representan la mediana. Las concentraciones de citocinas fueron determinadas por 
ensayos inmunoenzimáticos (ELISA). ND= No detectado. Letras minúsculas representan 
diferencia estadística para IL-17 entre cada grupo; letras mayúsculas muestran diferencia 
estadística entre grupos para IFN-γ.  
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El uso del probiótico Lactobacillus casei Shirota, así como, el efecto del ácido láctico fue 

evaluado por Watanabe et al. (2009). Los análisis histológicos demostraron ulceración 

intestinal con destrucción de la mucosa, necrosis del epitelio e infiltración por células 

inflamatorias en el grupo testigo (indometacina). Mientras que la administración de 

Lactobacillus casei Shirota a una dosis de 109 UFC/mL en la primera semana de estudio, 

disminuyó la actividad de MPO, así como la expresión de iNOS, TNF-α, CINC-2α 

(Watanabe et al., 2009). Además, en el ensayo con células THP-1, una concentración de 

10 mM de ácido láctico inhibió la producción de TNF-α de manera dosis dependiente, 

mientras que la presencia de HCl (4.2 mM) no mostró efecto inhibidor. En este estudio, 

se mostró una posible ruta de inhibición por parte del ácido láctico, a través de la 

inhibición de la fosforilación de IkB-α, e inactivar la ruta de señalización de NF-kB en 

células THP-1.  

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, encontramos que la administración 

de leche fermentada con la cepa J28 mostró mayor potencial a atenuar los efectos como 

pérdida de peso, además, mostró menor concentración de citocinas inflamatorias. Debido 

a estos antecedentes y bajo las condiciones del estudio, ésta leche fermentada y los 

metabolitos derivados de la misma, pueden ser fuente de mayores estudios y ser 

considerado con mayor potencial a disminuir los efectos de los procesos inflamatorios a 

nivel intestinal. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 

La administración de leche fermentada con Lactobacillus fermentum PLFJ20 y PLFJ28 

disminuyeron las citocinas IFN-γ e IL-17 de manera sistémica y en mucosa. Mientras que 

la leche fermentada con J20 disminuyó la concentración de IL-17 solamente a nivel 

sistémico. Con los resultados obtenidos podemos destacar que el efecto obtenido por la 

administración de las leches fermentadas es cepa dependiente, tanto de bacterias viables 

como no viables, y que los metabolitos liberados durante el proceso de fermentación 

también podrían actuar para disminuir la concentración de citocinas inflamatorias. 

Con base a los hallazgos obtenidos, son necesarios más estudios que permiten ampliar y 

establecer los posibles mecanismos y rutas de activación de la respuesta Th17 a través de 

la interacción tanto de los componentes de la leche fermentada como de las bacterias. 
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