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RESUMEN

La gastritis constituye un importante problema de salud
a nivel mundial que puede derivar a complicaciones
severas como ulceras y cancer. Actualmente, el trata-
miento de las Ulceras gastricas (inhibidores de la
bomba de protones y antibi6ticos) estd asociado a
diversos efectos adversos tales como diarrea y nause-
as. En este contexto, el uso de leches fermentadas con
microorganismos probidticos surge como una posible
alternativa para prevenir y aliviar los sintomas asocia-
dos a la inflamacién gastrica. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la cepa Lactobacillus paracasei
CIDCA 8339 aislada de kefir y su leche fermentada en
cuanto a su capacidad antiinflamatoria y protectora de
la mucosa gastrica.

L. paracasei CIDCA 8339, productor de exopo-
lisacarido (EPS), se cultivé en caldo MRS (24h, 30°C).
Se evalu6 su capacidad de adhesion a células de epite-
lio gastrico AGS. A partir de la leche fermentada con la
cepa (5%v/v, 24h a 30°C) se obtuvo la fraccion no
microbiana (FNM) (centrifugacion 5min a 6000rpm, fil-
tracion 0,45pum y neutralizacion con NaOH) y se evaluo
la capacidad moduladora de la respuesta inmune inna-
ta inducida con flagelina (0,5 pg/ml) en células AGS
mediante determinacion de IL-8 por ELISA. En el
mismo sistema se estudi6 el efecto de los metabolitos
presentes en la FNM incluyendo EPS (200 y 800mg/L),
lactato y acetato. Se estudio la modulacion de la via NF-
kB mediante transfeccidn transiente de las células AGS
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con el gen reportero luciferasa de luciérnaga bajo el
dominio de un promotor inducible con NF-«B. Para eva-
luar el efecto gastroprotector en ratones Balb-c, se
administro ad libitum durante tres dias una suspension
de L. paracasei GIDCA 8339 (2.109 UFC/ml). Luego, se
les administrd por gavage 200pl de etanol 60% + 0,15M
HCI para inducir la gastritis y al cabo de 2hs se sacrifi-
caron y se evalud el dafo gastrico en cortes histoldgi-
cos tefiidos con hematoxilina y eosina. L. paracasei
CIDCA 8339 fue capaz de adherirse a células AGS (106
de 108 UFG/ml iniciales). La FNM de la leche fermenta-
da redujo la expresion de IL-8 en un 70%, similar a lo
observado con el sobrenadante de una leche acidifica-
da conteniendo lactato 100mM y acetato 12mM. Las
soluciones acuosas de lactato y acetato modularon la
expresion de IL-8 de manera dosis dependiente, la cual
no se observo con el EPS. La presencia de la FNM vy lac-
tato 100mM en células transfectadas redujo la expre-
sion de la luciferasa indicando inhibicion de la via NF-
«B. El consumo de L. paracasei CIDCA 8339 en ratones
logrd reducir el dafio inducido a nivel gastrico en com-
paracion con el grupo control (agua).

La leche fermentada con L. paracasei CIDCA
8339 presentd buenas propiedades antiinflamatorias y
protectoras a nivel gastrico que pueden ser atribuidas en
parte a la bacteria y en parte al acido lactico producido in
situ en el estdmago o durante la fermentacion de la leche,
siendo una alternativa para reducir el dafio y aliviar la sin-
tomatologia en pacientes que sufren gastritis.

INTRODUCCION

La gastritis, definida como cualquier estado inflamato-
rio de la mucosa gastrica (Hunt et al., 2015; Rugge et
al., 2011), es un desorden gastrointestinal con una alta
incidencia que constituye un importante problema de



salud a nivel mundial y que puede derivar en complica-
ciones mas severas como formacion de dlceras y can-
cer. Esta patologia se origina como consecuencia de un
desbalance entre factores protectores (flujo sanguineo,
integridad de la barrera epitelial y secrecion de mucus)
y factores agresivos (produccion de ROS, secrecion de
HCl y pepsina) a nivel de la mucosa gastrica (Hunt et
al., 2015). Existen una gran variedad de agentes noci-
vos que pueden ser responsables de este desbalance,
tales como el consumo excesivo de alcohol y antiinfla-
matorios no esteroideos (AINES), el tabaco, el estrés y
la infeccion con Helicobacter pylori (Kempenich y
Sirinek, 2018; Marcial et al., 2013) siendo esta ultima la
principal causa de gastritis en todo el mundo. En la
infeccion con H. pylori se activa una respuesta inflama-
toria que no logra erradicar al microorganismo. En con-
secuencia, Si la infeccion no se trata adecuadamente, el
microorganismo persiste de por vida generando un
estado inflamatorio continuo (Hunt et al., 2015).

Actualmente, la estrategia terapéutica incluye
el uso de inhibidores de la bomba de protones y drogas
antisecretoras (antagonistas del receptor de histamina
tipo 2) para reducir la produccién de HCI a nivel gastrico
y el uso de antibioticos en caso de infeccion con H. pylo-
ri. A pesar de ser efectiva, los largos tratamientos con
estas drogas estan asociados a diversos efectos adver-
sos (diarrea, nauseas y distension abdominal) y a una
alta recurrencia de las tlceras gastricas (Kempenich and
Sirinek, 2018; Khoder et al., 2016; Patel et al., 2014).
Como consecuencia, en los dltimos afios ha aumentado
el interés en el desarrollo de estrategias alternativas o
complementarias para aliviar los sintomas y/o reducir el
dafio de la mucosa asociado a la gastritis y las ulceras
gastricas. Teniendo en cuenta esto, el objetivo del pre-
sente trabajo fue evaluar la capacidad antiinflamatoria y
protectora de la mucosa gastrica de la cepa potencial-
mente probidtica Lactfobacillus paracasei GIDCA 8339 y
su leche fermentada.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos utilizados y condiciones de cultivo
La cepa productora de exopolisacarido (EPS)
Lactobacillus paracasei GIDCA 8339 aislada de kefir fue
cultiva en caldo MRS (Difco, USA) en aerobiosis a 30°C
durante 24h.

Obtencion de la leche fermentada y su fraccion

no microbiana

Se inocularon 10 ml de leche parcialmente descremada
UHT (La Serenisima) con 500ul (5%vV/v) de un cultivo
del lactobacilo y se incub¢ durante 24h a 30°C. La frac-
cion no microbiana (FNM) de la leche fermentada se
obtuvo mediante centrifugacion durante 5 min a 6000
r.p.m. El sobrenadante fue neutralizado con NaOH 5M,
centrifugado vy filtrado a través de una membrana de
0,45 ym (Millipore Corporation, USA) en condiciones
de esterilidad.

Ensayo de adhesion a células AGS

Se emplearon células AGS tumorales humanas de epite-
lio gastrico (ATCC CRL 1739) provenientes de un adeno-
carcinoma de estdmago. La capacidad de adhesion del
lactobacilo a células AGS se estudio antes y después del
tratamiento con una solucidn gastrica simulada (NaCl
125mM, KCI 7mM, NaHCOs 45mM, pepsina 3g/l, pH final
ajustado 2.5) durante 1,5h. Se agregaron 500 pl/fosa de
una suspension bacteriana D0590=0,5en DMEM (Gibco,
USA) y se incubaron durante 1h a 37°C con atmosfera
controlada (5% COz2). A continuacion, las células se lava-
ron tres veces con PBS estéril para eliminar aquellas bac-
terias que no estuvieran adheridas y se lisaron agregando
500pl de agua bidestilada estéril. Luego de incubar 1h a
37°C con atmosfera controlada se determind la cantidad
de bacterias adheridas mediante recuento de colonias por
el método de la gota en MRS agar (DIFCO, USA).
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Ensayos de modulacion de la respuesta inmune
innata en células AGS

Se estudio el efecto modulatorio de la FNM de la leche fer-
mentada con L. paracasei CIDCA 8339 (neutralizadas y
diluidas a la mitad en DMEM) y de una leche acidificada
artificialmente (LAA) con acido lactico (100mM) y acético
(12mM) sobre la respuesta inmune innata en células
AGS. Se estudi6 también el efecto de los metabolitos pro-
ducidos durante la fermentacion: soluciones de écidos
organicos (neutralizados con NaOH y esterilizados por fil-
tracion) y soluciones EPS 200mg/L y 800mg/L (esteriliza-
das en autoclave y diluidas en DMEM). Las células fueron
pre-incubadas con la muestra a ensayar 30 min (37°C,
5% CO02), estimuladas con Flagelina (FIiC) 0,5ug/mly pos-
teriormente incubadas a 37°C con 5% CO2 durante 16h.
En todos los ensayos se incluyé una condicién basal sin
ningun tratamiento (DMEM) como control sin estimula-
cion y un control estimulado con FliC para definir una
induccion del 100% de la respuesta proinflamatoria
(DMEM+FIiC). La respuesta inmune innata se definio
mediante la determinacion de los niveles de IL-8 en los
sobrenadantes de las células utilizando un kit ELISA para
IL-8 humano (BD-Bioscience Opt EIATM, USA) siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Modulacion de la via de seiializacion mediada

por NF-xB

Se realizd una transfeccion transiente de las células
AGS con el gen reportero luciferasa de luciérnaga bajo
el dominio del promotor 3kB, un promotor artificial que
posee tres sitios de unién a NF-xB en tdndem. Las célu-
las fueron transfectadas en simultaneo con una segun-
da construccion que consiste en el gen reportero lucife-
rasa de Renilla spp. bajo el dominio del promotor cons-
titutivo Timidina quinasa de Herpesvirus (HSV-Tk), uti-
lizado como normalizador. Por fosa, se adicionaron
0,5l de lipofectamina con 300ng de ADN (280ng 3kB-
luc + 20ng TK-Renilla). Luego de una incubacion duran-
te 16h (37°C, 5% C0z2), se retird el medio con la mezcla
de transfeccion y se adiciond6 medio DMEM completo.
Sobre las células transfectadas se realiz6 el ensayo de
modulacion (descripto en el punto "Ensayos de modu-
lacion de la respuesta inmune innata en células AGS")
para evaluar el efecto de la FNM de la leche fermentada
y una solucion de lactato 100mM. Las células fueron
lisadas con 65yl de buffer de lisis y se midio la luminis-
cencia segun el protocolo del kit comercial Dual System
Luciferase Assay (Promega, USA).
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Modelo murino de gastritis

Se trabajo con ratones machos Balb-c pertenecientes a
la categoria SPF (libre de patdgenos especificos), de
siete semanas de edad. Se realizaron dos ensayos inde-
pendientes con cinco animales por grupo. El Grupo
Control y Grupo Gastritis consumieron agua ad libitum
alo largo del ensayo. El Grupo Lp 8339 recibié una sus-
pension de L. paracasei CIDCA 8339 (2,2.109 UFC/ml)
que fue administrada ad libitum en el agua de bebida
durante tres dias consecutivos. Al cuarto dia, los rato-
nes ayunados durante 5h recibieron una inoculacion
intragastrica de 200yl de etanol 60% y 2h mas tarde un
segundo gavage de HCI 0,15M para inducir la gastritis.
En el caso del Grupo Control se realizaron dos gavages
de PBS. Dos horas después del segundo gavage los
ratones fueron sacrificados en camara de CO2 y se rea-
lizd la diseccion para remover el estomago, que se fijo
en formaldehido al 10%. Para el andlisis de dafio, los
cortes histol6gicos fueron teflidos con hematoxilina y
eosina y evaluados a doble ciego al microscopio optico.
Para cuantificar el dafio, se disefid un score teniendo en
cuenta las alteraciones a nivel de la mucosa y submu-
cosa de acuerdo a Liu ef al. (2016).

Anélisis estadistico

El andlisis de datos se realizo utilizando el software
Graph Pad Prism version 5.01 (GraphPad®, USA). Los
resultados se expresan como media + desviacion estan-
dar (DE). Para la comparacion de medias, se aplicé un
andlisis de varianza (ANOVA) seguido del Test de Tukey.
Se consideraron diferencias significativas aquellas con
un p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

L. paracasei CIDCA 8339 fue capaz de adherirse a célu-
las de epitelio gastrico AGS observandose que de 5.107
UFC que fueron adicionadas por fosa, 7.75.105 UFC se
adherian a las células epiteliales, sin observarse dife-
rencias significativas luego del tratamiento de la cepa
con solucidn gastrica.

Se observo que la FNM de la leche fermentada
con L. paracasei CIDCA 8339 fue capaz de modular sig-
nificativamente la respuesta inmune innata inducida
con FliC reduciendo la expresion de IL-8 un 70% con
respecto al control. La LAA que tiene concentraciones
de acido lactico y acético similares a FNM8339 dio
lugar a una modulacion de la expresion de IL-8, pero
sdlo en un 50% (Figura 1.A). Estos resultados sugieren
que si bien los acidos organicos son importantes meta-



FIGURA 1 - Capacidad modulatoria de la respuesta inmune innata en células AGS. A. FNM de la leche fermentada con
L. paracasei CIDCA 8339y sobrenadante de leche acidificada con acido lactico y acético (LAA). B. Soluciones EPS ais-

lado de leche fermentada con L. paracasei CIDCA 8339.
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Barras grises indican condicion basal y barras negras condicion estimulada con FIiC. Los resultados se expresan como mediazDE.

Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05)

bolitos bioactivos, existen otros productos de fermen-
tacion de la leche, tales como EPS o péptidos, que tam-
bién estarian contribuyendo al efecto. Al evaluar la
capacidad modulatoria del EPS aislado de la leche fer-
mentada se pudo observar que el mismo no ejerce un
efecto inmunomodulador incluso en concentraciones
mayores a las producidas por la bacteria en la leche fer-
mentada (Figura 1.B).

Teniendo en cuenta el posible efecto de los &ci-
dos organicos presentes en la leche, se evalué el efec-
to dosis-respuesta de soluciones de acido lactico y acé-
tico neutralizadas sobre células AGS. Se observo que
tanto el lactato como el acetato ejercen un efecto inmu-
nomodulador dosis dependiente. Si se compara el efec-
to de una solucion de lactato o acetato 100mM se
puede observar que ambas reducen la expresion de IL-
8 en un 50%, es decir que el efecto ejercido por ambos
acidos es equivalente. De esa manera, es posible atri-

buir el efecto modulatorio de la FNM de la leche fermen-
tada a la presencia de ambos metabolitos. Sin embar-
go, dado que en la FNM la concentracion de lactato es
de 100mM vy la de acetato12mM podria decirse que el
primero es el principal metabolito bioactivo responsa-
ble del efecto.

Para evaluar si el mecanismo de accion de la
FNM 8339, y en particular el lactato, estd mediado por
la inhibicion de la via NF«B, se realizo una transfeccion
transiente de las células AGS con el gen reportero luci-
ferasa de luciérnaga bajo el dominio del promotor 3kB.
Se evidencio que el tratamiento de las células transfec-
tadas con FliC, un agonista TLR5, da lugar a un aumen-
to significativo de la expresion de la luciferasa de luciér-
naga, 1o que indica una activacion de la via NFkB. La
preincubacion de las células con la FNM 8339 conduce
a una reduccion de la luciferasa llevandola a niveles
comparables con la condicion basal, es decir que la

FIGURA 2 - Efecto modulatorio de soluciones de lactato (A) y acetato (B) sobre la expresion de IL-8 inducida con FIiC

en células AGS
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TABLA 1 - Valores de luminiscencia relativos (Lnluc/Rluc) en células AGS transfectadas preincubadas con la fraccion
no microbiana de la leche fermentada 8339 o lactato 100mM y estimuladas con flagelina

Muestra Basal f*lii,gugfml]
:'_}Eﬁitmrnl] 39,75+12,6" 100£3,34"
FNM 8339 32,0249,31" 64,75+¢12,1"
Em 24,09+7,93" 47,1145,15°

Los resultados se expresan como media+DE. Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05)

FNM 8339 es capaz de inhibir la activacion de la via del
NF«B inducida con FliC. Esta inhibicién de NF«B condu-
ce a la modulacion de la expresion de diversas citoqui-
nas proinflamatorias, tales como IL-8. Resultados simi-
lares se obtuvieron cuando las células fueron preincuba-
das con una solucion de lactato 100mM, indicando su
rol protagénico que en la inmunomodulacion (Tabla 1).

Teniendo en cuenta el potencial antiinflamato-
rio a nivel gastrico de la leche fermentada con la cepa
CIDCA 8339, se procedio a evaluar el efecto gastropro-
tector de la cepa en un modelo murino de gastritis
aguda inducido con Etanol 60% y HCI 0,15M. Los rato-
nes consumieron diariamente en promedio 5ml de sus-
pension de L. paracasei CIDCA 8339 de 2,2.109 UFC/m,
lo que significaria una dosis diaria de probidtico de
aproximadamente 1.1010 UFC/raton.

Como se puede observar en la Figura 3, el trata-
miento con Etanol 60%+HCI 0,15mM dio lugar a un score
de dafio de 9,08+2,712, significativamente mayor al obte-
nido en el grupo Control (1,07+1,033). El consumo de L.
paracasei CIDCA 8339 (6,70 £3,50) previo a la induccion
de gastritis redujo significativamente el score histopatolo-

gico del grupo. Sin embargo, si se observan los valores
de score individuales para cada raton es posible apreciar
que el 50% de los animales que consumieron L. paraca-
sei GIDCA 8339 presentaron alteraciones histopatol6gicas
muy leves con scores de dafio menores a la media del
grupo Gastritis y cercanos al score del grupo Control. Por
lo que, a pesar de la dispersion obtenida para los indivi-
duos dentro del grupo debido a la variabilidad biol6gica
existente y de respuesta frente al tratamiento, podria atri-
buirse a L. paracasei CIDCA 8339 un efecto gastroprotec-
tor evidenciado en el 50% de la poblacion.

Se ha demostrado previamente que L. paraca-
sei CIDCA 8339 es una cepa segura para el consumo,
con buena tolerancia a las condiciones gastrointestina-
les y buena capacidad de adherirse a células de epitelio
intestinal. En el presente trabajo se demostrd también
que la misma tiene capacidad de adherir a células de epi-
telio gastrico. La capacidad de adherirse a células epite-
liales gastricas e intestinales es una caracteristica desea-
da en bacterias probidticas, ya que le permite un mayor
tiempo de residencia en el tracto gastrointestinal, ejer-
ciendo su accion benéfica in situ durante un periodo mas

60%/HCI 0,15M. Score histopatoldgico de dafio gdstrico

FIGURA 3 - Efecto del consumo de L. paracasei CIDCA 8339
en un modelo murino de gastritis inducida con Etanol
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Los resultados se expresan como media+DE.
Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05)

prologado. Ademads, esta cepa es capaz de crecer en
leche produciendo acidos organicos y EPS y sobrevivir
en la leche fermentada a 4°C durante mas de seis
meses, lo que resulta atractivo para la industria ya que
garantiza una adecuada cantidad de probidtico viable
durante el almacenamiento del producto.

En la basqueda de nuevos probidticos es
importante demostrar el efecto benéfico asociado al
consumo del mismo y del alimento que lo contiene.
Uno de los efectos beneficiosos sobre la salud que se
le atribuyen a los probidticos es su capacidad de
modular la respuesta inmune del hospedador, ya sea
estimulandola para mejorar las defensas frente pato-
genos o regulandola en condiciones patoldgicas de
inflamacion exacerbada. En este contexto, se pudo

demostrar que la FNM de la leche fermentada con L.
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paracasei GIDCA 8339 presenta capacidad de modular
la expresion IL-8 al inhibir la viaNF«B, efecto atribuido
principalmente al lactato. La citoquina IL-8, un potente
quimioatrayente y activador de neutrofilos, es secreta-
do por las células epiteliales gastricas durante la infec-
cion con H. pylori (Suzuki ef al., 1998). De hecho, la
activacion de la via NFkxB y el aumento de la expresion
de IL-8 en células de epitelio gastrico es uno de los
mecanismos claves mediante el cual H. pylori induce
una inflamacion crénica y favorece el desarrollo de can-

des antiinflamatorias in vitro. Ademas,el
consumo de la cepa ejercid un efecto
protector de la mucosa gastrica in vivo
que podria deberse a la presencia del
probiotico y/o al acido lactico producido
in situ en el estdmago. De esa manera, L.
paracasei CIDCA 8339 constituye una
cepa con buenas propiedades probioti-
cas para el desarrollo leches fermentadas funcionales
para reducir la inflamacion y aliviar la sintomatologia en
pacientes que sufren gastritis.
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