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RESUMEN 

 

 

Los probióticos inducen efectos benéficos en quien los consume, siendo uno de 

los más importantes la modulación de la respuesta inmune. En humanos, los 

géneros Bifidobacterium y Lactobacillus son los más representativos, que con 

ayuda de los prebióticos (oligosacáridos) mejoran su efecto en procesos 

inflamatorios. Se ha observado que en conjunto pueden estimular la producción 

de IL-10 en células del sistema inmune como lo son las células mononucleares 

(CMN). El objetivo de la tesis fue evaluar la expresión del ARNm de IL-10 y la 

producción de la proteína en CMN de sangre periférica de cerdo estimuladas 

con los probióticos Lactobacillus reuteri 17938  (Biogaia) o Bifidobacterium 

animalis subsp. lactis Bb12 (Bb12) cultivados previamente en un medio sin y 

con inulina u oligofructosa con la finalidad de demostrar si los prebióticos 

inducen cambios en la producción de IL-10 sin interactuar directamente con las 

CMN. Se evaluó la concentración de IL-10 por ensayo de inmunoabsorción 

ligado a enzimas (ELISA) y la expresión de su transcrito ARNm mediante 

reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR). Después de 24 

h de estímulo con la cepa Bb12, las CMN aumentaron significativamente 

(p<0.05) la producción de IL-10, independientemente de la presencia de inulina 

u oligofructosa previo al estímulo. Sin embargo, la mayor producción de IL-10 la 

indujo la cepa Biogaia cultivada en presencia de oligofructosa, en comparación 

a células sin tratamiento (SE). Se encontró un aumento significativo (p<0.05) en 

la expresión de ARNm de IL-10  de las CMN inducida por ambos probióticos 

previamente cultivados en presencia de glucosa e inulina, con respecto a la 

expresión cuando no hubo carbohidratos. En conclusión, la incubación de 

prebióticos no afectó la capacidad de Bb12 de producir IL-10 en CMN de sangre 

periférica de cerdo; pero sí influyó positivamente en la de Biogaia. Así, la 

producción de IL-10 por probióticos no solamente es cepa específica si no que 

depende de la presencia de los prebióticos en su desarrollo. 

Palabras clave: Probióticos, Prebióticos, CMN, IL-10, sistema inmune 
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ABSTRACT 

 

 

Probiotics induce beneficial effects in the consumer, being the most important 

the modulation of the immune response. In humans, the genera Lactobacillus 

and Bifidobacterium are the most representative, and using them in combination 

with prebiotics (oligosaccharides) improve their effect in the alleviation of 

inflammatory processes. It has been observed, altogether can stimulate the 

production of IL-10 en peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). The 

objective of this thesis was to evaluate mRNA expression and protein production 

of IL-10 on pig´s PBMCs stimulated by the probiotics Lactobacillus reuteri 17938 

(Biogaia) or Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (Bb12) grown without 

and with inulin or oligofructose in the culture medium. The purpose of the study 

was to demonstrate if prebiotics induce changes in the IL-10 production without 

directly interacting with PBMCs. IL-10 concentration was measured by enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) and the expression of mRNA by 

quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). After 24 h of stimulation with 

strain Bb12, PBMCs significantly increase (p <0.05) the production of IL-10, 

regardless of the presence of inulin or oligofructose before to stimuli. However, 

Biogaia grown in the presence of oligofructose induced the most production of 

IL-10, as compared to untreated PMBCs (SE), Significant differences (p< 0.05) 

were found in the expression of IL-10 mRNA in PMBCs induced by both 

probiotics when they were previously cultured with inulin and glucose compared 

to those from bacteria grown without carbohydrates. In conclusion, incubation of 

prebiotics does not affect the ability of Bb12 to produce IL-10 in pig’s PBMCs; 

but it positively influenced Biogaia. Thus, the production of IL-10 by probiotics is 

not only strain-specific but it also depends on the presence of prebiotic in its 

development.  

Keywords: Probiotics, Prebiotics, PBMC, IL-10, immune system 
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I. INTRODUCCIÓN 

 
 

Actualmente hay un gran interés científico y comercial en el uso de probióticos 

debido a la variedad de sus efectos benéficos. Son capaces de recuperar la 

microbiota intestinal y de combatir y prevenir infecciones producidas por 

patógenos. Uno de los efectos más importantes atribuidos a los probióticos es 

su habilidad para modular la respuesta inmunológica (Hill et al., 2014), probada 

en diversos modelos animales (Villena et al., 2012; Hardy et al., 2013). 

Por su parte, los prebióticos son componentes dietarios no digeribles que 

afectan benéficamente al hospedero estimulando selectivamente el crecimiento 

y la actividad de una o más especies de bacterias en el tracto gastrointestinal 

(TGI), mejorando la salud del hospedero (Pineiro et al., 2008). Los prebióticos 

se utilizan como fuente de alimento beneficiando el crecimiento de los 

probióticos sobre otras bacterias (Svensson y Hakansson, 2014). 

En los últimos años se ha estudiado el uso de sinbióticos, que son las 

mezclas de uno o más prebióticos con uno o más probióticos. Estas 

combinaciones puede no solo producir un estímulo benéfico para el hospedero 

si no mejorar el estímulo ya realizado por los factores de manera individual 

(Grimoud et al., 2010). Se ha asociado el uso de sinbióticos para disminuir 

procesos de origen inflamatorio polarizando la concentración de citocinas anti-

inflamatorias como IL-10 y disminuyendo otras de origen pro-inflamatorio 

(Osman et al., 2006). Los géneros de probióticos mas estudiados en conjunto 

con prebióticos son Bifidobacterium y Lactobacillus (Guarner y Malagelada, 

2003). 

La industria porcina se ha beneficiado utilizando probióticos para 

contrarrestar los padecimientos del tracto gastrointestinal (TGI), que afectan la 
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producción animal (Bazay-Dulanto, 2010). En cerdos, el uso de probióticos del 

género Bifidobacterium puede ayudar a reducir la carga bacteriana patógena y 

estimular el sistema inmune para combatir la infección. Herfel et al., (2013) 

demostraron que B. longum aumentaba la expresión de interleucina 10 (IL-10), 

asociada a procesos anti-inflamatorios, en el TGI de lechones. Por su parte, el 

uso de prebióticos como la inulina aumenta la carga probiótica y reduce la 

concentración de bacterias patógenas en el TGI de lechones. Esto ayuda a 

dichos animales contra procesos inflamatorios (Patterson, et al., 2010). 

En nuestro grupo de trabajo se ha visto el incremento en la expresión y 

producción de IL-10 en células de ganglios mesentéricos de cerdo estimuladas 

únicamente con probióticos (Duarte-Gutiérrez, 2015). Por tal motivo en este 

estudio se evaluó el uso de prebióticos en la búsqueda por mejorar el efecto de 

los probióticos Lactobacillus reuteri 17938 y Bifidobacterium animalis subsp. 

lactis Bb12 en la producción y expresión de IL-10 en células mononucleares de 

sangre periférica de cerdo. 
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II. ANTECEDENTES 

 
 

II.1. Probióticos como Herramienta Alterna en el Mejoramiento de la Salud 

 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS) los probióticos son 

microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas 

confieren un beneficio significante en la salud del hospedero (FAO, 2006). Por 

esto, hay un gran interés científico y comercial en su uso. 

Los probióticos han sido seleccionados como posibles reemplazos de los 

antibióticos actuando directamente en el tracto gastrointestinal favoreciendo el 

equilibrio de la microbiota intestinal cuando son incluidos en la dieta (Hardy et 

al., 2013). Además, se han encontrado una variedad de efectos benéficos en su 

uso como favorecer la digestión, por sus propiedades antidiarreicas y porque 

previenen infecciones por patógenos transmitidos a través de los alimentos 

(Butel, 2014). Para que sean efectivos por administración oral, dichos 

microorganismos deben permanecer viables durante el procesamiento y 

almacenamiento, además de ser resistentes a los fluidos gastrointestinales 

(Favaro-Trindade et al., 2011).  

Los probióticos benefician al hospedero mejorando el equilibrio de su 

microbiota y la homeostasis intestinal (Betoret et al., 2003). Dentro de las 

propiedades atribuidas a los probióticos se encuentra el combate a las 

enfermedades asociadas a patógenos, ya que compiten con estos tanto por los 

sitios de unión como por nutrimentos así reforzando las defensas mecánicas 

naturales del cuerpo (Gross et al., 2008; Maltby et al., 2013). Al modificar la 

microbiota intestinal pueden fortalecer la barrera mucosa y preservar su 

permeabilidad selectiva, inactivar patógenos y modificar la actividad enzimática 

de bacterias (Öhman y Simrén, 2013; Rijkers et al., 2011). Para que esto se 

lleve a cabo, los probióticos deben ser habitantes normales del tracto
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gastrointestinal, reproducirse en un tiempo corto y no inducir patogenicidad ni 

toxicidad (Maurice et al., 2013). Además de sobrevivir al medio ácido del 

estómago deben ser capaces de atravesar la barrera gástrica y tener la 

habilidad de adherencia para realizar su función (Candela et al., 2008). 

 
 

II.1.1. Mecanismos de Acción de los Probióticos 

 

Distintos mecanismos importantes se han descrito vinculados al efecto 

probiótico que tienen algunos microorganismos  como lo son: los mecanismos 

antimicrobianos, bioquímicos y de modulación inmunológica (Bermudez-Brito et 

al., 2012). Dentro de los mecanismos antimicrobianos se encuentra la 

capacidad para producir metabolitos benéficos para el hospedero como ácidos, 

peróxido de hidrogeno y bacteriocinas como lactocidina y acidofilina. Estos 

productos presentan propiedades antibióticas e inhiben el crecimiento de un 

amplio espectro de patógenos como Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas, 

Salmonella, Serratia y Bacteroides (Chen y Yao, 2002). Por ejemplo las 

bacterias ácido-lácticas inhiben el crecimiento de organismos patógenos 

produciendo cadenas cortas de ácidos grasos como ácido acético, propiónico, 

butírico y fórmico disminuyendo el pH intestinal. El ácido láctico producido por 

Bifidobacterium en cantidades adecuadas tiene actividad antimicrobiana contra 

levaduras y bacterias (Butel, 2014). Además de la producción de 

antimicrobianos, tienen la capacidad de alterar el comportamiento metabólico 

de bacterias comensales (Shanahan, 2010). 

En los mecanismos bioquímicos los probióticos se han asociado a la 

prevención de algunos tipos de cáncer. La producción de ácidos grasos de 

cadena corta en colon durante la fermentación por la microbiota, es el principal 

proceso para prevenir cáncer colorectal (Wong et al., 2006). Los ácidos grasos 

también reducen los niveles de enzimas de la microbiota como glucuronidasa, 

β-glucuronidasa, que se asocian a la conversión de procarcinógenos a 

carcinógenos como la nitrosamina o ácidos biliares secundarios (Chen y Yao, 

2002). Los probióticos también tienen la capacidad para mejorar la digestión 
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como es el caso de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaris y Streptococcus 

salivaris subsp. thermophilus utilizados en la industria del yogurt. Ambas 

bacterias producen la enzima β-galactosidasa ayudando a digerir la lactosa en 

personas que sufren de intolerancia hacia el carbohidrato (EFSA, 2010). 

Además del uso contra bacterias patógenas y digestión de nutrientes de 

los probióticos para combatir bacterias patógenas y digerir nutrientes, los 

probióticos también se utilizan para modular la respuesta inmune. Pueden 

reducir procesos inflamatorios estimulando la producción de la inmunoglobulina 

A (IgA) en mucosa para disminuir el contacto con posibles alérgenos en 

intestino delgado y producir tolerancia a antígenos comunes (Hardy et al., 2013; 

Rautava et al., 2006). Durante las alergias, el sistema inmune se inclina a la 

producción de linfocitos T cooperadores Th2 y linfocitos B con secreción de 

inmunoglobulina E (IgE). La estimulación por probióticos puede invertir la vía 

Th2 activando el desarrollo del fenotipo Th1 (Von der Weid et al., 2001). Su 

acción conduce a la producción de IgA por células B, contribuyendo a la 

exclusión de alérgenos y a reducir la exposición del sistema inmune a antígenos 

(Galdeano et al., 2009; Sakai et al., 2014). 

Los efectos inmunomoduladores inducidos por probióticos varían entre 

género e incluso entre especie, por lo que no es posible hablar de 

características generales de inmunomodulación debido a la cepa-dependencia y 

a la diversidad de efectos anti-inflamatorios estimulados. 

 
 

II.1.2. Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 

 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (Bb12) es una bacteria anaerobica 

estricta Gram positiva, habitante común del tracto gastrointestinal de una 

variedad de mamíferos, incluyendo al humano (Turroni et al., 2009). Bb12 juega 

un papel importante en el establecimiento y regulación de la microbiota 

intestinal. Ayuda en la producción de vitaminas, presenta actividad 

anticancerígena e inmunomoduladora, induce reducción del colesterol e inhibe 

crecimiento de patógenos (Collado et al., 2007). Además, en niños promueve la 
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producción de IgA en intestino ayudando a su respuesta inmunológica (Ejtahed 

et al., 2011). También se caracteriza por su capacidad de sobrevivir a pH de 3.5 

y a diferencia de otras especies de bifidobacterias, tolera bajas concentraciones 

de oxígeno, lo que le da ventaja de adaptación en comparación con otras 

especies. Bb12 es reconocido como generalmente seguro (GRAS, por sus 

siglas en inglés) por la Administración de Alimentos y Fármacos (Food and Drug 

Administration) de los Estados Unidos de Norteamérica (Solano-Aguilar et al., 

2008). 

  

 

II.1.3. Lactobacillus reuteri DSM 17938 

 

Lactobacillus reuteri es una bacteria Gram positiva presente en algunos 

mamíferos atribuyéndole distintos beneficios en su consumo (Urbanska y 

Szajewska, 2014). Uno de los mecanismos mejores documentados es su 

actividad antimicrobiana. Las cepas de L. reuteri producen reuterina (Talarico et 

al., 1988), sustancia antimicrobiana de amplio espectro que es capaz de inhibir 

el crecimiento de una amplia gama de microorganismos gram positivos y 

negativos, levaduras, hongos y parásitos (Urbanska y Szajewska, 2014). La 

cepa Lactobacillus reuteri DSM 17938 ha demostrado reducir significativamente 

los niveles de IL-8 en la mucosa intestinal de ratas. También puede disminuir la 

inflamación intestinal en la enterocolitis necrotizantes vía señalización del TLR4. 

Algunos estudios In vivo han comprobado la actividad antiinflamatoria de esta 

cepa reduciendo los niveles de citocinas proinflamatorias como lo son IL-8, IL-

1β (Jones et al., 2009), TNF-α (Liu et al., 2010). Al igual que otros probióticos, 

L. reuteri DSM 17938 actúa a través de diversos mecanismos para el beneficio 

en el trato y prevención de enfermedades en humanos y animales. 
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II.2. Prebióticos 

 

Varios estudios han indicado que el uso de prebióticos puede contribuir en el 

mantenimiento de la salud y la prevención de enfermedades (Hardy et al., 2013; 

Corzo et al., 2015). Los prebióticos se definen como ingredientes alimentarios 

no digeribles que al llegar al colon sirven de sustrato a los microorganismos 

estimulando el crecimiento selectivo de determinadas especies beneficiosas de 

la microbiota intestinal (Corzo et al., 2015). El gran interés en el desarrollo de 

prebióticos se ha enfocado en el uso de oligosacáridos y polisacáridos no 

digeribles (Roberfroid, 2007). 

En la actualidad existen una gran variedad de prebióticos disponibles 

para su uso incluyendo a los fructooligosacáridos (FOS) y los galactosacáridos. 

Particularmente, a los oligosacáridos y polisacáridos de algunos alimentos se 

les ha atribuido actividad prebiótica pero no todos los carbohidratos de la dieta 

son considerados como tales (Ozer et al., 2005).   

La inulina es un fructooligosacárido encontrado en varias plantas con un 

gran número de aplicaciones farmacéuticas y alimentarias (Leroy et al., 2010). 

Debido a su resistencia para ser hidrolizada en el intestino delgado en seres 

humanos y otros mamíferos es considerada un polisacárido no digerible. Se 

encuentra constituida por moléculas de fructosa unidas por enlaces b-(2→1) 

fructosil-fructosa (Madrigal y Sangronis, 2007) oscilando entre los 3 y 60 grados 

de polimerización (Van De Wiele et al., 2006). En varios estudios in vitro e in 

vivo ha demostrado tener un papel importante en la modulación del sistema 

inmune de naturaleza anti-inflamatoria (Seifert y Watzl, 2007). Comúnmente se 

ha utilizado como prebiótico para Lactobacillus y bifidobacteria provocando el 

incremento en la biomasa y la disminución del pH en el colon (Akin et al., 2007). 

En la Figura 1 se muestran las estructuras de algunos prebióticos actualmente 

utilizados en la industria (Domínguez-Vergara et al., 2009). 

La oligofructosa es un oligosacárido de fructanos que resulta de la 

hidrolisis enzimática de la inulina (Aliasgharzadeh et al., 2015). Las enzimas 

digestivas de humanos y cerdos no tienen la capacidad para digerir dicho 

prebiótico, lo que le permite llegar al TGI donde sirve como sustrato para la 
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microbiota intestinal. La oligofructosa se asocia al incremento de la carga 

bacteriana de bifidobacteria y Lactobacillus (Waligora-Dupriet et al., 2007) 

permitiéndole intervenir en la inmunomodulación de procesos inflamatorios. La 

oligofructosa agregada en la dieta por más de 20 días puede estimular la 

producción de algunos marcadores anti-inflamatorios en humanos y ratas como 

la IL-10 así la elevación en la expresión de TLR2 y TLR4 (Lindsay et al., 2006; 

Shastri et al., 2015). Algunos estudios afirman que la combinación de inulina 

enriquecida con oligofructosa puede incrementar la producción de algunos 

marcadores anti-inflamatorios favoreciendo la carga probiótica en el TGI 

(Dehghan et al., 2014; Hachul et al., 2013). 

 
 

 

Figura 1. Estructura de algunos oligosacáridos prebióticos. A) Inulina, B) Fructooligosacáridos, 
C) Galactooligosacáridos. Referencia: Domínguez-Vergara et al., 2009 

 
 
 
II.2.1. Uso de Prebióticos en la Modulación Inmunológica 

 
El uso de prebióticos se ha asociado con la disminución de la incidencia de 

diarrea hemorrágica y daño en la mucosa en modelos murinos con colitis 

(Seifert y Watlz, 2007). También se ha visto que tienen una mayor capacidad 

para reducir los síntomas de una colitis en comparación con una mezcla 

probiótica (Fukuda et al., 2002). Hoentjen et al. (2005) publicaron que el uso de 

una mezcla de inulina y oligosacáridos puede reducir los niveles de citocinas 
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pro-inflamatorias como IL-1β y aumentar las anti-inflamatorias como TGF-β, 

mientras aumenta la concentración de Bifidobacterium y Lactobacillus. Sin 

embargo, a veces el uso únicamente de prebióticos puede no bastar para 

obtener una modulación inmunológica lo suficientemente duradera para 

contrarrestar procesos inflamatorios (Osman et al., 2006). 

 

 

II.3. Sinbióticos 

 
Los sinbióticos son una mezcla de probióticos y prebióticos que benefician al 

hospedero mejorando la supervivencia y la implantación de microorganismos 

vivos en el tracto gastrointestinal (Gibson y Roberfroid, 1995). El término 

sinbiótico proviene del inglés “Synbiotic”, y debe diferenciarse del término 

simbiótico, ya que éste último se refiere a la coexistencia benéfica de dos o más 

organismos. El concepto de sinbiótico considera un efecto sinérgico tanto del 

probiótico como del prebiótico y así la capacidad para ofrecer una serie de 

efectos en la salud, estimular el crecimiento de microbiota específica y mejorar 

el bienestar del hospedero (Awad et al., 2006).  

Los géneros de probióticos más utilizados para el uso en conjunto con 

prebióticos son Bifidobacterium y Lactobacillus. La combinación sinbiótica de 

Lactobacillus paracasei y maltodextrina llevó a una reducción en la colonización 

de E. coli en el yeyuno de lechones (Bomba et al., 2002).  L. plantarum en 

combinación con inulina puede reducir el proceso inflamatorio en la mucosa del 

TGI disminuyendo la producción de citocinas proinflamatorias y aumentando las 

antiinflamatorias como lo es IL-10 (Stofilova et al., 2015).  También se ha visto 

que los probióticos Bb12 y L. rhamnosus GG junto con inulina enriquecida con 

oligofructosa pueden estimular la producción de IgA en la mucosa del Ileón 

promoviendo protección contra alérgenos (Roller et al., 2004). La utilización de 

sinbióticos puede mejorar o aumentar la modulación de la respuesta 

inmunológica en comparación con el uso de prebióticos y probióticos por 

separado (Awad et al., 2009). 
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El uso de inulina en conjunto con probióticos del género Bifidobacterium 

se ha asociado a la atenuación de procesos inflamatorios en el tracto 

gastrointestinal en modelos murinos (Osman et al., 2006). La misma 

combinación ha presentado diferencias en la expresión de genes vinculados a 

procesos inflamatorios entre ratones control y ratones “knock-out” para IL-10 

(Kuo et al., 2014).  

Actualmente se han descrito algunos sinbióticos que cuando pueden 

brindar un mayor beneficio a quien lo consume que cuando se utiliza el 

prebiótico y el probiótico de manera individual. Sin embargo, aún falta por 

describir diferentes combinaciones de sinbióticos que podrían mejorar o 

aumentar un estímulo inmunológico. La combinación de Bb12 en conjunto con 

inulina puede inducir una mayor respuesta anti-inflamatoria que la observada 

por separado como es el aumento de IL-10 (Kuo et al., 2013; Kuo et al., 2014).  

 
 

II.4. Sistema Inmunológico 

 

El sistema inmunológico le confiere protección al organismo detectando y 

eliminando microorganismos causantes de enfermedades (Abbas et al., 2008). 

Durante una primera infección, la respuesta innata es la primera en activarse. 

Sin embargo, no es duradera y carece de especificidad contra antígenos 

específicos de patógenos individuales. Por su parte, la inmunidad adaptativa es 

una respuesta más específica, que produce anticuerpos y, células citotóxicas 

capaces de eliminar bacterias intracelulares. Si las infecciones perduran, la 

respuesta adaptativa es capaz de crear memoria, para eliminar rápidamente 

futuras exposiciones hacia patógenos (Murphy et al., 2009). 

Al igual que los probióticos, los microorganismos patógenos deben ser 

capaces de atravesar barreras físicas, químicas y celulares para montar un 

proceso infeccioso. El sistema inmune innato produce obstáculos que dificultan 

el desarrollo de infecciones y es capaz de reconocer patrones moleculares muy 

altamente conservados en microorganismos de diferentes géneros. En la 

respuesta inmune innata participan leucocitos como neutrófilos, macrófagos, 
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células dendríticas (DCs), basófilos y eosinófilos (Janeway y Mezhitov, 2002). 

En esta etapa, la respuesta reconoce estructuras antigénicas de menor tamaño 

y puede diferenciar un microorganismo de otro. Las principales células que 

actúan en la respuesta adaptativa son los linfocitos T y B. Las células B se 

encargan de producir anticuerpos para desactivar, opsonizar y facilitar la 

fagocitosis mientras que los linfocitos T son los encargados de coordinar la 

respuesta inmune celular. Estos se activan interactuando con células 

dendríticas o células infectadas por patógenos (Abbas et al., 2008). 

 

 

II.4.1. Estrategias de Inmunomodulación de los Probióticos 

 

Los probióticos pueden estimular células del sistema inmune induciendo la 

activación y proliferación de linfocitos B finalizando con la secreción de IgA 

(Ejtahed et al., 2011) o la activación de células NK (Natural Killer) (Ho et al., 

2014). Esto sucede en el intestino delgado para favorecer el rechazo de 

patógenos en esa área. Incluso se puede ver favorecida la actividad fagocítica 

de leucocitos intestinales como DCs, estimulando la producción de IL-2, IL-6 o 

TNF (Factor de Necrosis Tumoral) (Kaila et al., 1992; Rinne et al., 2005). 

Diversas cepas de Lactobacillus gasseri pueden alterar la expresión 

antigénica de superficie de DCs maduras como moléculas de MHC II e inducir 

la producción de IL-12, TNF-α, IL-10 e IL-6 (Villena y Kitazawa, 2013). L. sakei 

puede inducir la producción de IL-10, una citocina anti-inflamatoria, y del factor 

de crecimiento tumoral (TGF): también reducir citocinas proinflamatorias como 

TNF, IFN (Interferon) o IL-8. Se ha demostrado que diferentes probióticos 

pertenecientes a diferentes especies pueden desarrollar distintos efectos 

inmunomodulatorios en DCs humanas (Hart et al., 2004). Algunas bacterias 

gram positivas que contienen ácido lipoteicóico como Bifidobacterium lactis 

ayudan a unir antígenos a células epiteliales de la membrana facilitando la 

presentación de antígenos (Standiford et al., 1994). En la Tabla 1 se muestra 

algunos estudios donde se ha documentado la producción de citocinas por 

diferentes células del sistema inmune inducido por distintos probióticos. 
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II.5. Receptores Tipo Toll (TLR) 

 

Las células del epitelio intestinal y células del sistema inmune reconocen 

componentes bacterianos a través de sus Receptores de Reconocimiento de 

Patrones (PRRs). Son responsables de mantener la tolerancia hacia la gran 

variedad de bacterias comensales que habitan el intestino delgado y de montar 

respuestas inflamatorias hacia patógenos. 

 

Tabla 1. Cepas probióticas modulan diferencialmente citocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias. 

Citocinas 
Células del 

sistema inmune 
Probióticas Referencias 

TNF-α e IL-1β 
(pro-inflamatorias) 

CMNs 

L. rhamnosus 

Miettinen et al., 1998 L. bulgaris 

S. pyogenes 

Bifidobacterium sp. Helwig et al., 2006 

L. casei shirota Shida et al., 2006 

L. salivarius Perez-Cano et al., 2010 
L. fermentum 

L. plantarum spp. Vissers et al., 2010 

CMN-DCs L. rhamnosus Lcr35 Evrard et al., 2011 

DC mieloides L. reuteri Mohamadzadeh et al., 2005 

Células epiteliales L. sakei Haller et al., 2000 

Línea celular THP-1 L. reuteri Thomas et al., 2012 

Interleucina 10 
(anti-inflamatoria) 

CMNs 

ADN de 
Bifidobacteria Hart et al., 2004 

Bifidobacterium sp. Helwig et al., 2006 

B. longum W11 Medina  et al.,  2007 

L. fermentum Perez-Cano et al., 2010 

L. acidophilus 
Vissers et al., 2010 

L. plantarum spp. 

CMN: Células mononucleares de sangre periférica; CMN-DCs: Células dendríticas derivadas de 
células mononucleares de sangre periférica; DC mieloides: Células dendríticas de origen 
mieloide. Modificado de Hardy et al., 2013. 

 

Los receptores tipo toll (TLR) son una clase de PRRs que se encuentran 

en células del epitelio intestinal y en células del sistema inmune, involucradas 

en la tolerancia y la inflamación (Villena y Kitazawa, 2013). Se encuentran en 

forma de proteínas transmembranales de la superficie celular y en 

compartimentos intracelulares de células del sistema inmune. Son capaces de 
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reconocer patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) (Janeway y 

Mezhitov, 2002).  

Algunos ejemplos de PAMPs reconocidos por TLR son el ácido 

lipoteicóico hallado en bacterias gram positivas y reconocido por TLR2. TLR4 es 

capaz de reconocer lipopolisacáridos de algunas bacterias, mientras TLR3 que 

se encuentra en la membrana nuclear de DCs reconoce las cadenas 

bicatenarias de ARN de algunos virus. La proteína flagelina encontrada en los 

flagelos de algunas bacterias es reconocida por TLR5 (Takeda y Akira, 2005). 

Cuando los agonistas o ligandos de los TLRs son reconocidos, inician 

modificaciones funcionales y estructurales en las DCs induciendo cambios en 

su fenotipo. Ese reconocimiento produce cambios en la expresión de genes lo 

que desencadena la producción de citocinas como IL-10.  

 
 
II.5.1. Características y Funciones del Receptor TLR2 

 

Los receptores TLR2 reconocen una variedad de componentes microbianos 

como lo es el ácido lipoteicóico y el peptidoglucano, y se expresan 

principalmente en monocitos y DCs. Son capaces de reconocer lipoproteínas y 

lipopéptidos de patógenos como el peptidoglicano y ácido lipoteicóico de las 

bacterias gram-positivas. Como muchos de los reconocimientos de TLRs por su 

ligando, TLR2 induce la producción de citocinas y la apoptosis de fagocitos 

(Ruiz et al., 2001). TLR2 en sinergia con otros receptores de superficie 

incluyendo co-receptores y receptores accesorios puede mejorar el 

reconocimiento de antígenos (Drage et al., 2009). TLR2 trabaja en conjunto de 

forma dimérica con TLR1 y TLR6 además de estar relacionados 

estructuralmente (Mucha et al., 2009). Debido a esto, TLR2 es capaz de 

reconocer una amplia gama de componentes microbianos. 

El reconocimiento de lipopéptidos triacilados se encuentra asociado al 

reconocimiento de la dimerización TLR2/TLR1, mientras que la detección de 

lipopéptidos diacilados se realiza por vía TLR2/TLR6 (Leandro et al., 2009;  

Drage et al., 2009). Esto se ha observado en macrófagos de ratones deficientes 
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de TLR6 resultando en la disminución de la producción de citocinas 

inflamatorias en respuesta a lipopéptidos diacilados. Su respuesta ante 

lipopéptidos triacilados resulta en la producción normal de citocinas 

inflamatorias. En contraste, los macrófagos de ratones deficientes en TLR1 

mostraron una respuesta normal a lipopéptidos diacilados, y una respuesta 

alterada a los lipopéptidos triacilados. Por lo tanto, TLR1 y TLR6 están 

asociados funcionalmente con TLR2 para discriminar entre lipopéptidos 

diacilados o triacilados (Takeuchi et al., 2002). 

La señalización de todos los TLR está ligada al adaptador MyD88 con 

excepción de TLR3, Esto conlleva a la activación de una cascada de 

señalización que culmina con la producción de citocinas como IL-1β, IL-10, 

TNF-α e IL-12. En macrófagos derivados de médula ósea, el incremento en la 

producción de IL-10 en respuesta a peptidoglucano y ácido teicóico (estructuras 

presentes en bacterias gram positivas) es dependiente de MyD88. La vía TLR2-

MyD88 es necesaria para la producción de IL-10, sin embargo, el receptor 

NOD2 también participa en la producción de dicha citocina (Moreira et al., 

2008). TLR2 y NOD2 inducen vías alternas, esto indica que la producción de 

citocinas como IL-10 puede ser inducida por la interacción de más de un tipo de 

receptor como se muestra en la Figura 2. 

 

 
II.5.2. Interleucina 10 

 

La IL-10 es una citocina fuertemente anti-inflamatoria producida por muchas 

células del sistema inmune, incluyendo a los monocitos. Esta citocina puede ser 

producida a través de la señalización de TLRs en células del sistema inmune al 

interactuar con sus agonistas (Saraiva y O’Garra, 2010). 

Es importante una regulación adecuada entre la producción de IL-10 y la 

respuesta inmune pro-inflamatoria durante las infecciones para erradicar al 

patógeno causante, al mismo tiempo que se evita su cronicidad (Morre et al., 

2001). La producción de IL-10 se asocia a la interacción entre distintos TLRs y/o 

receptores al entrar en contacto con receptores bacterianos de diferente 
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naturaleza. El lipopolisacárido (LPS), antígeno presente en bacterias gram-

negativas, interactúa con TLR4, mientras que el ácido lipoteicóico y el 

peptidoglicano presentes en bacterias-gram positivas se unen a TLR2 (Takeda 

et al., 2003). Estos son los mecanismos propuestos en bacterias probióticas 

inductoras de IL-10. 

 
 

 

Figura 2. Expresión de IL-10 inducida por distintas vías de señalización. La señalización que da 
lugar a la producción de IL-10 puede ser dependientes o independientes de TLRs en 
macrófagos y en células mieloides como DCs y monocitos. Adaptado de Saraiva y O’Garra, 
2010. 

 
Un estudio reciente demostró que algunos metabolitos secundarios de la 

fermentación de prebióticos por bacterias probióticas son capaces de estimular 

la producción de IL-10 así como otros marcadores anti-inflamatorios en células 

mononucleares de sangre periférica humana (Asarat et al., 2015). Esto indica 

que la elevación en la producción de IL-10 por sinbióticos está asociada a 

diferentes vías que convergen en la expresión y producción de la citocina anti-

inflamatoria. Además, que estas respuestas son multifactoriales y dependerán 

del tipo de probiótico y prebiótico en juego así como el tipo de células 

estimuladas. 

Endosoma 
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En nuestro grupo de trabajo se ha encontrado un incremento en la 

producción de IL-10 en células de ganglios mesentéricos de cerdo estimuladas 

con Bb12 en comparación con células sin estimulo (Duarte-Gutiérrez, 2015). 

Tomando en cuenta que los géneros de Bifidobacterium y Lactobacillus son las 

bacterias probióticas más estudiadas y asociadas al uso de prebióticos, en este 

estudio se utilizaron los probióticos Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 

y Lactobacillus reuteri 17938 y los prebióticos inulina u oligofructosa. Se buscó 

diferencias en la expresión y producción de IL-10 en experimentos de 

estimulación con células mononucleares de sangre periférica de cerdo entre los 

probióticos cultivados sin y con prebióticos. 
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III. HIPÓTESIS 

 

 

Los probióticos Bifidobacterium lactis subsp. animalis Bb12 y Lactobacillus 

reuteri 17938 cultivados en presencia de los prebióticos inulina u oligofructosa 

inducen mayor expresión y producción de IL-10 en células mononucleares de 

sangre periférica de cerdo que en ausencia de los mismos. 
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IV. OBJETIVO GENERAL 

 

 

Determinar la expresión y producción de IL-10 en células mononucleares de 

sangre periférica de cerdo al ser estimuladas por los probióticos Bifidobacterium 

lactis subsp. animalis Bb12 y Lactobacillus reuteri 17938 cultivados previamente 

en presencia de inulina u oligofructosa. 
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V. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Cuantificar IL-10 en células mononucleares de sangre periférica de cerdo 

estimulados con Bifidobacterium lactis subsp. animalis Bb12 o 

Lactobacillus reuteri 17938 cultivados en presencia de inulina u 

oligofructosa mediante el ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas. 

 

 Evaluar la expresión del ARNm de IL-10 en células mononucleares de 

sangre periférica de cerdo estimulados con Bifidobacterium lactis subsp. 

animalis Bb12 o Lactobacillus reuteri 17938 cultivados en presencia de 

inulina u oligofructosa mediante la reacción en cadena de la polimerasa 

con transcriptasa inversa (RT-qPCR). 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

VI.1. Cepas Bacterianas y Oligosacáridos 

 

Se utilizaron las cepas probióticas Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 

(Bb12) y Lactobacillus reuteri DSM 17938 (Biogaia) Biogaia® donada por el Dr. 

Adrián Hernández Mendoza provenientes del cepario del Laboratorio de 

Química de Alimentos del Dr. Hugo Sergio García del Instituto Tecnológico de 

Veracruz. Para el cultivo de ambas bacterias se utilizó el caldo agar Man 

Rogosa Sharpe (MRS) de la compañía EMD Millipore (Darmstadt, Alemania) 

suplementado con 0.05% de cisteína a 37 °C por 48 h en anaerobiosis. Así 

mismo, se utilizaron los oligosacáridos inulina de agave de Extrusiones Home 

S. de R.L. de C.V. (Guadalajara, Jalisco, México) y oligofructosa de Orafti 

(Pemuco, Chillian, Octava Región del Bio Bio, Chile). Para los experimentos con 

suplementación de prebióticos se preparó el medio MRS sin glucosa y se 

sustituyó por inulina u oligofructosa como fuente de carbono.  

Para los cultivos de bacterias suplementados con prebióticos, se partió 

de un cultivo de 24 h a 37 °C en MRS con glucosa, del cual se tomaron 20 μL y 

se agregaron a los medios MRS modificados y se cultivaron a 37 °C por 24 h. 

Simultaneamente se cultivaron las bacterias en medio MRS base (sin 

carbohidrato) y en medio MRS. Una vez transcurrido el tiempo de incubación se 

centrifugaron a 5,000 rpm durante 10 min. El paquete celular obtenido se lavó 

en solución salina amortiguadora de fosfatos, PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, 

Na2HPO4 10 mM y KH2PO4 4.2 mM) finalizando con la resuspensión del mismo 

en PBS. 
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VI.2. Curva de Crecimiento de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 y 

Lactobacillus reuteri DSM 17938 

 
Previo a cada experimento las bacterias fueron activadas inoculando 20 μL en 

caldo MRS incubando durante 48 h. Posteriormente se realizaron 3 subcultivos. 

Para ello una alícuota (20 μL) de las bacterias activas fue cultivada por 24 h a 

37°C. Una vez concluido este periodo, se resembró en medio fresco y se 

cultivaron por 18 h y posteriormente por 12 h. En este último periodo se tomó 

una alícuota de 200 μL cada h y la absorbancia de cada muestra se registró a 

600 nm empleando un espectrofotómetro de la marca BMG LABTECH® 

tomando como blanco el medio MRS estéril. 

 

 
VI.3. Animales de Experimentación 

 

La sangre utilizada como fuente de CMN fue obtenida mediante exsanguinación 

de cerdos donados por una compañía productora de carne de cerdo. Los 

experimentos fueron realizados de cuatro cerdos obtenidos en fechas 

independientes. 

 

 
VI.4. Obtención de Células Mononucleares de Sangre Periférica de Cerdo 

 

La sangre fue obtenida en bolsas de plástico estériles (Nalgene®) a las cuales 

se les añadió heparina como anticoagulante. Se tomaron 10 mL de sangre y se 

diluyó 1:2 con PBS en un tubo Falcon de 50 mL. La suspensión anterior fue 

vertida con cuidado a través de las paredes de otro tubo Falcon de 50 mL 

conteniendo Ficoll-Paque finalizando en una proporción 1:3. Las células se 

centrifugaron a 1600 rpm durante 35 min para obtener un gradiente de densidad 

de Ficoll-Paque que se muestra en la Figura 3. Posteriormente la monocapa 

color grisácea se separó con una pipeta Pasteur y se colocó en otro tubo. Para 

lisar los eritrocitos contaminantes se agregaron 5 mL de NH4Cl por 5 min. 

Posteriormente se agregó PBS y se centrifugó bajo las mismas condiciones. El 
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sobrenadante fue decantado y al botón celular se le agregó medio RPMI 

suplementado con suero fetal bovino al 20%. Las células se contaron en 

cámara de Neubauer y se ajustó la concentración celular resuspendiendose en 

RPMI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema de la obtención de CMN. (a) Aspecto de la sangre total sobre la capa de 
Ficoll-Paque® antes de la centrifugación; (b) Capas obtenidas después de la centrifugación. 

 

 

VI.5. Interacción Células – Probióticos 

 

Para los experimentos (n=4) se utilizaron 100,000 células por pozo en una 

placa de 96 pozos y se agregaron las bacterias probióticas cultivadas 

previamente en ausencia y presencia de carbohidratos, en una relación de 100 

bacterias por cada célula mononuclear, es decir, se agregaron 1x107 UFC 

bacterias probióticas a cada pocillo. Una vez que se colocaron las bacterias al 

cultivo celular se incubaron durante 8 y 24 h a 37 °C con atmósfera de 5 % de 

CO2. 

Para la cuantificación de IL-10 por ELISA se obtuvo el sobrenadante de 

las células estimuladas por 24 h y se almacenó a -80 °C hasta su posterior 

análisis. Para la determinación de la expresión de los ARNm de IL-10 se 

utilizaron células estimuladas por 8 h. Una vez transcurrido el tiempo de 
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incubación, se retiró el sobrenadante y a las células remanentes en el pozo se 

le agregaron 200 µL de buffer de lisis celular (RLT). Se homogenizó el 

contenido, se recolectaron y almacenaron a -80 °C. 

 

 

VI.6. Extracción de ARN Total 

 
La extracción del ARN se realizó utilizando el kit comercial RNeasy® Mini Kit 

(QIAGEN®, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 

analizó su concentración y pureza midiendo la absorbancia a 260/280 nm en un 

espectrofotómetro (NanoDrop, ND-1000), donde una proporción de 2 se 

consideró de buena calidad así como una concentración de 8 ng/µL como 

mínimo.  

 

 
VI.7. Reacción en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa (RT-

qPCR) de IL-10 

 
Para la mezcla de reacción de IL-10, se utilizó el kit comercial One-Step RT-

qPCR Core Reagent Brilliant® Mater Mix (Stratagene, La Jolla, CA), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. La reacción se llevó a cabo en el sistema 

Applied Biosystems® StepOne (Foster City, CA). Las condiciones de 

amplificación fueron de un ciclo a 50 ºC por 30 min y 95 ºC por 10 min, seguidos 

de 40 ciclos de 95 ºC por 15 s y 60

 
ºC por 1 min.  

 Se registró el ciclo umbral (Ct por sus siglas en inglés) para cada gen de 

interés. Los valores de Ct de los tratamientos se normalizaron contra un gen 

constitutivo y los valores de Ct entre los diferentes tratamientos fueron 

evaluados con la fórmula 2-∆∆CT, según se describe a continuación: 

∆Ct= ∆Ct gen de interés – ∆Ct gen constitutivo 

∆∆Ct= ∆Ct células tratadas - ∆Ct células sin tratamiento 

Expresión relativa = 2-∆∆CT 



24 
 

 Los resultados se expresaron como el incremento relativo de ARN 

mensajero (ARNm) entre células estimuladas con probióticos cultivados en 

presencia de prebióticos y células estimuladas con probióticos cultivados sin 

ellos. 

 
 

VI.8. Cuantificación de Citocinas por ELISA 

 

El sobrenadante obtenido de las interacciones de 24 h entre las CMN con 

bacterias probióticas se centrifugó a 5,000 rpm a 18°C para remover las 

bacterias. El sobrenadante restante se utilizó para determinar IL-10 mediante el 

ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). Se cuantificó IL-10 

utilizando el kit comercial Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Se agregaron 100 μL del anticuerpo de captura por pozo y se incubó durante 

toda la noche a 24°C. Al día siguiente se lavaron los pozos con PBS con 0.1% 

de Tween20, se cubrieron con 300 μL de PBS suplementado al 0.5% de BSA 

(albumina sérica bovina) y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente. Se 

utilizaron 50 μL de la muestra por pozo y se incubaron 1.5 h, después se 

lavaron con PBS y se añadió 50 μL del anticuerpo de detección por pozo y se 

incubó 1 h. Se hicieron 3 lavados con PBS y se añadió 50 μL por pozo de la 

solución de estreptavidina conjugada con peroxidasa y se incubó por 45 min en 

la obscuridad y a temperatura ambiente. Por último se agregó el sustrato 

3,3’,5,5’ tetrametil-bencidamida (TMB) y se incubó por 20 min en la obscuridad 

y a temperatura ambiente. Para detener la reacción se acidificó con H2SO4 

1.8N. La lectura se realizó dentro de los primeros 30 min de reacción a una 

absorbancia de 450nm. 

 

 
VI.9. Análisis de los Datos 

 

Los datos obtenidos se analizaron en el paquete estadístico NCSS 2007, 

mediante un arreglo factorial 24 para la expresión relativa de ARNm de IL-10 y 

para la proteína IL-10, considerando como factores los tratamientos con los 
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probióticos Bb12 y Biogaia en incubación con CMN de sangre periférica de 

cerdo junto con los prebióticos inulina u oligofructosa. La comparación de 

medias se realizó mediante la prueba de Fisher y las diferencias se 

determinaron con un nivel de significancia de p<0.05. 
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION 

 
 

VII.1. Curva de Crecimiento de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 y 

Lactobacillus reuteri DSM 17938 Biogaia 

 

Los probióticos Bb12 y Biogaia al igual que otras bacterias presentan un 

periodo de latencia durante su cultivo. En esta etapa las bacterias se adaptan al 

medio de crecimiento realizando modificaciones metabólicas necesarias para 

utilizar los nutrientes disponibles a su alcance. Una vez que las bacterias se han 

adaptado al medio, comienza la fase logarítmica donde el microorganismo 

aumenta su número de manera exponencial, siendo la etapa más activa 

metabólicamente hablando. Durante la fase estacionaria la tasa de crecimiento 

de las bacterias disminuye debido al agotamiento de nutrientes, acumulación de 

productos tóxicos o reducción del espacio. Durante la última fase el número de 

bacterias vivas ya es menor que las que se encuentran muertas, los nutrientes 

se han agotado y/o la concentración de compuestos tóxicos así como pH o el 

espacio reducido empieza afectar gravemente a los microorganismos (Novick, 

1995). 

En la Figura 4 se muestra una gráfica del crecimiento bacteriano de Bb12 

y Biogaia durante 12 h con respecto a la absorción obtenida a cada h. La fase 

de latencia para ambas bacterias se observó a la primera 1 h. La fase de 

aceleración se observó entre la primera y segunda h siguiendo con el aumento 

de la masa bacteriana siendo esta su fase exponencial y concluyendo a las 7 

para Biogaia. Por su parte, Bb12 continuó creciendo hasta las 12 h sin llegar a 

la fase estacionaria. Teniendo en cuenta que durante su fase exponencial las 

bacterias se encuentran en el estado metabólico más activo (Novick, 1995), se 

utilizó el punto de las 12 h de crecimiento para ambos probióticos en los 

ensayos de estimulación. 
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Figura 4. Curva de crecimiento de los probióticos B. animalis subsp. lactis (Bb12) y L. reuteri 
DSM 17938 (Biogaia). El monitoreo del crecimiento bacteriano se siguió durante 12 h en caldo 
MRS y cisteína al 0.05% en anaerobiosis. 

 

 
VII.2. Cuantificación de IL-10 por ELISA 

 
La interacción entre algunos probióticos y las células del sistema inmune puede 

desencadenar la producción y expresión de ciertas citocinas vinculadas a 

procesos inflamatorios. Este trabajo se enfocó en la evaluación de IL-10 debido 

a su alta capacidad para revertir procesos pro-inflamatorios modulando la 

respuesta inmune. En la Figura 5 se presentan las medias de la cuantificación 

de IL-10 en sobrenadante proveniente de la interacción de células 

mononucleares de sangre periférica de cerdo y las cepas probióticas 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Bb12) y Lactobacillus reuteri DSM 17938 

(Biogaia), desarrolladas en presencia de distintos prebióticos. 

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la producción de IL-

10 en células estimuladas con probióticos cultivadas en presencia de 

prebióticos en comparación con las células sin estímulo (SE). Bb12 en 

presencia de glucosa presentó una producción significativa de IL-10 (86.49 

pg/μL) con respecto a SE (24.84 pg/μL) lo que coincide con los estudios 

realizados en nuestro grupo de trabajo por Duarte-Gutiérrez (2015). Bb12 indujo 

una producción significativa de IL-10 en células de ganglios mesentéricos de 
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cerdo en un experimento de estímulo durante 8 h con L. reuteri 1447 y 53608 

con respecto a un testigo sin estímulo (Duarte-Gutiérrez, 2015). Sin embargo, 

Bb12 en presencia de los prebióticos inulina (47.21 pg/μL) u oligofructosa 

(50.75 pg/μL) al igual que en ausencia de carbohidratos (57.9 pg/μL) no 

presentó un aumento significativo. 

 

 

Figura 5. Cuantificación de IL-10 en sobrenadante de cultivo celular de 24 h. Las células 
mononucleares de sangre periférica de cerdo fueron estimulados durante 24 h con los 
probióticos B. animalis subsp. lactis (Bb12) y L. reuteri DSM 17938 (Biogaia) cultivados en 
presencia y ausencia de los prebióticos inulina u oligofructosa, en el medio MRS, MRS 
modificado sin fuente de carbohidratos y un control sin estimular (SE). En la gráfica se muestran 
las medias y el error estándar de una n=4. Diferentes literales indican diferencias significativas 
por el método de Fisher (p<0.05). 

 
 

Esto indica que el desarrollo de Bb12 no se vio beneficiado por la adición 

de los prebióticos inulina u oligofructosa y en consecuencia no tuvo efecto 

benéfico para estimular una respuesta anti-inflamatoria vinculada a la 

producción de IL-10. Bb12 es capaz de aumentar significativamente la 

producción de dicha citocina cultivado en medio MRS con glucosa pero la 

adición de cualquiera de los prebióticos no incrementa su producción. En 

contraste, en un trabajo realizado en células mononucleares de sangre 

periférica de ratas, Bb12 en conjunto con inulina enriquecida con oligofructosa 
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fue capaz de incrementar la producción de IL-10 en comparación con el efecto 

individual de Bb12 y el control sin estímulo (Roller  et al., 2004). En este último 

estudio, Bb12 interactuó con las células del sistema inmune de ratas en 

conjunto con los prebióticos creando el efecto sinbiótico lo que no sucedió en 

nuestro estudio. Esto podría indicar que es necesaria la participación directa de 

los prebióticos en la estimulación para modular una respuesta anti-inflamatoria. 

Por su parte, en el prebiótico Biogaia no se observó diferencia en la 

producción de IL-10 al ser cultivada en glucosa (46.2 pg/μL), inulina (63.8 

pg/μL) y sin carbohidratos (68.1 pg/μL). Sin embargo, cultivada en presencia de 

oligofructosa presentó la mayor producción de IL-10 comparado con los otros 

tratamientos. En contraste, el estímulo producido por Bb12 en presencia de 

glucosa fue estadísticamente de la misma magnitud que el antes descrito. Todo 

lo anterior indica que un mismo prebiótico puede tener efectos distintos en 

probióticos diferentes. Además, se podría inferir que el prebiótico oligofructosa 

indujo un cambio en la composición estructural de la célula bacteriana. Se 

desconocen los mecanismos de alteración en la estructura celular del sistema 

inmune y bacterias probióticas inducidos por prebióticos (Seifert y Watzl, 2007). 

Sin embargo, hay información experimental que demuestra que la oligofructosa 

ayuda a modular la respuesta inmune en mamíferos como lo es el cerdo (Shim 

et al., 2005). 

 

  
VII.3. Expresión de ARNm de IL-10 por RT-qPCR 

 
La expresión de IL-10 fue evaluada a nivel de transcrito mediante la técnica de 

RT-qPCR. En la Figura 6 se muestran los resultados de la expresión de ARNm 

de IL-10 de CMN de cerdo estimuladas por 8 h con los probióticos Bb12 y 

Biogaia sin y con los prebióticos en estudio. Se encontraron diferencias 

significativas (p<0.05) en la expresión del transcrito para IL-10 en células 

estimuladas con ambos probióticos tanto cultivados previamente con  glucosa y 

con inulina comparado con la expresión producida en el estímulo sin 

carbohidratos. Sin embargo, no se encontró diferencias entre la respuesta 
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producida por los probióticos al ser cultivadas previamente en oligofructosa con 

respecto al estímulo sin carbohidratos. No se observó beneficio en la adición de 

prebióticos para ninguno de los probióticos utilizados en nuestro estudio a nivel 

de transcrito. Bb12 y Biogaia produjeron una respuesta estadística de la misma 

magnitud al cultivarse en presencia de glucosa, sin embargo, los valores de la 

cuantificación de la proteína fue diferente posiblemente a las diferencias en las 

h de estímulo para cada experimento (8 h y 24 h). 

 

 

Figura 6. Expresión de ARNm de IL-10 en cultivo de CMN por 8 h. Las CMN de sangre 
periférica de cerdo se estimularon durante 8 h con los probióticos B. animalis subsp. lactis 
(Bb12) y L. reuteri DSM 17938 (Biogaia) desarrollados sin y en presencia de los prebióticos 
inulina u oligofructosa, en el medio MRS tradicional y MRS modificado sin fuente de 
carbohidratos. En la gráfica se muestran las medias y el error estándar de una n=3. Diferentes 
literales indican diferencias estadísticas determinadas por el método de Fisher (p<0.05). 

 

 
En un estudio realizado en nuestro grupo de trabajo por Duarte-Gutiérrez 

(2015) se encontró un incremento significativo en la expresión de ARNm de IL-

10 por células de ganglios mesentéricos estimuladas con Bb12 durante 8 h con 

respecto a un testigo sin estímulo (Duarte-Gutiérrez, 2015). Los probióticos por 

si solos fueron capaces de inducir una respuesta elevada en la expresión de IL-

10 a las 8 h al igual que en nuestro estudio.  

En un estudio realizado por Martínez-Abad (2014) se encontró que DCs 

derivadas de monocitos eran capaces de expresar significativamente ARNm de 
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IL-10 al ser estimuladas con cepas probióticas del género Lactobacillus en 

ausencia de prebióticos al igual que en nuestro estudio. Sin embargo, en 

contraste con su estudio obtuvimos que Bb12 aumentó significativamente la 

expresión del transcrito. La respuesta obtenida inducida por ambos probióticos 

fue suficiente para incrementar la expresión del transcrito de IL-10.  

Se ha reportado que la interacción sinbiótica ocurre entre un probiótico y 

un prebiótico, no obstante en este estudio los probióticos se desarrollaron 

solamente en presencia de prebióticos. No se tomó en consideración los 

posibles productos generados con la interacción directa con las células del 

sistema inmune. Nuestros resultados sugieren que los probióticos presentaron 

posiblemente cambios estructurales de la superficie celular al desarrollarse en 

presencia de ciertos prebióticos, lo cual originó un impacto al interactuar 

directamente con células mononucleares de sangre periférica de cerdo. Por otro 

lado, probióticos como Bb12 tienen la capacidad de producir un estímulo anti-

inflamatorio sin la necesidad de utilizar inulina u oligofructosa como fuente de 

alimento. Sin embargo, faltan aún estudios que comprueben que el efecto 

sinbiótico entre los probióticos y prebióticos en estudio pueden producir un 

efecto sinérgico al interactuar con células mononucleares de sangre periférica 

de cerdo. 
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VIII. CONCLUSIÓN 

 

 

Las células mononucleares de sangre periférica de cerdo aumentan la 

producción de IL-10 al ser estimuladas con probióticos como Bifidobacterium 

animalis subsp. lactis Bb12. La presencia de prebióticos en el crecimiento de 

cepas probióticas ayudan a mejorar la respuesta inmune a través de la 

producción de IL-10, como se observó para Lactobacillus reuteri 17938 

cultivado en presencia de oligofructosa. Estos resultados sugieren posibles 

alteraciones en las estructuras celulares bacterianas. Sin embargo, aún faltan 

estudios que esclarezcan que tipo de modificaciones estructurales son 

realizadas por los prebióticos y si estas modificaciones afectan las vías de 

señalización involucradas en la producción de IL-10. 

Además, es necesario realizar estudios para evaluar si el efecto conjunto 

entre los probióticos y prebióticos en células en cultivo, tienen la capacidad para 

producir un efecto sinérgico en la producción de IL-10 en células del sistema 

inmune. 
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