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RESUMEN

En los Gltimos afos, el estudio de probioticos para el tratamiento de la Enfermedad
Diarreica Aguda (EDA) en nifios ha sido de gran interés debido a multiples estudios que
sugieren que estos poseen actividad anti-rotavirus y poseen la capacidad de reducir el
tiempo de la diarrea. EI grupo de investigacion en virologia de la Pontificia Universidad
Javeriana ha realizado estudios de la actividad anti-rotavirus y del efecto citotdxico en
células intestinales C2BBel ejercidos por proteinas PEGiladas procedentes del secretoma
de Bifidobacterium adolescentis a partir de los cuales se obtuvo una reduccion de la
infeccion viral, no se observo efecto citotdxico y particularmente, se observé que podrian
producir un aumento de la proteina de unién celular ocludina. Asi, a partir de lo anterior
surgid la pregunta de si estas proteinas pueden internalizarse en las células para producir
el efecto de aumento de ocludina, al igual que la necesidad de cuantificar este efecto,
recordando ademas, que estan recubiertas de polietilenglicol de alta densidad y por tanto,
tedricamente no deberian entrar. A partir de lo anterior, en este trabajo se buscé evaluar
la capacidad de internalizacién de las proteinas PEGiladas del secretoma de B.
adolescentis (PPEGBa) en las células intestinales polarizadas C2BBel, por medio del
marcaje fluorescente y observacién de las proteinas, ademas de su efecto en la expresion
de la proteina ocludina por medio de la cuantificacion de ocludina total por fluorometria.
Se determind que las PPEGBa se acumulan en la periferia celular y ademas promueven
la expresion de la proteina de union celular ocludina. Estos resultados sugieren que las

PPEGBa podrian tener la capacidad de fortalecer la barrera intestinal.



1. PROBLEMA

Cada afio se reportan alrededor de 1.7 billones de casos asociados a la Enfermedad
Diarreica Aguda (EDA) en infantes y se reporta la muerte de alrededor de 525.000 nifios
menores de cinco afios anualmente debido a esta [1]. El principal agente causal de esta
enfermedad es el rotavirus, al cual se le asocia con alrededor del 29.5% de los reportes de
EDA [2].

Para la prevencion de la infeccion por rotavirus, se han desarrollado dos vacunas que son
distribuidas a nivel mundial, Rotarix y Rotateq sin embargo, estas han demostrado no ser
100% efectivas, en especial en paises de bajo desarrollo econémico pertenecientes al
continente africano, donde se da alrededor del 80% de los casos mortales por rotavirus a
nivel mundial y la efectividad de las vacunas no es mayor al 64.2%, debido a las
condiciones de la microbiota del hospedero, su nutricion y genética, ademas del
reordenamiento genético de las cepas vacunales con cepas silvestres [3-5]. Ademas, los
tratamientos usados para contrarrestar la infeccion no especificos contra el virus, se trata
en cambio de la reposicion de electrolitos con sales de hidratacion oral y en algunos

acasos ademas inhibidores de la motilidad intestinal como la loperamida [6].

Debido a esto, en los Gltimos afios, las bacterias probioticas han sido de gran interés para
el tratamiento de la EDA debido a multiples estudios que sugieren que estas poseen la
capacidad de reducir el tiempo de la diarrea, modular la microbiota intestinal y la
respuesta inmune, y sus metabolitos poseen actividad antirotaviral y probablemente
capacidad de fortalecer las uniones estrechas celulares [7-10]. A pesar de los beneficios
que se sugiere que poseen los probidticos, los resultados de su uso pueden variar debido
a las condiciones del microbioma del hospedero y su nutricion, e incluso pueden generar
infecciones bacterianas y disbiosis en neonatos de bajo peso, pacientes enfermos,
hospitalizados o inmunocomprometidos, por lo que las autoridades médicas como la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y la Administracion de Drogas y Alimentos

de Estados Unidos, no han aprobado su uso bajo la modalidad de terapéutico [11].

El uso de metabolitos previene los posibles riesgos de usar bacterias probidticas, algunos
metabolitos proteicos secretados por probidticos poseen la capacidad de proteger las
células al atenuar efectivamente la adherencia de patogenos o prevenir la disrupcién de
las uniones estrechas celulares [12]. Por otra parte, la PEGilacion de proteinas (Adicion

de PoliEtlilen Glicol - PEG) es un proceso ampliamente usado para mejorar las



propiedades fisicoquimicas de las proteinas, mejorar su estabilidad, disminuir la
protedlisis, entre otras caracteristicas, que se definen ademas de acuerdo al peso
molecular del PEG utilizado y por tanto, su comportamiento bioquimico y funcionalidad
deben ser estudiadas. Ha sido reportado, que el PEG de alto peso molecular como el PEG
8.000 utilizado en este trabajo, otorga propiedades bioguimicas importantes como mayor
hidrofilicidad pero también hidrofobicidad (anfilicidad), lo que significa que sus
interacciones pueden ser variables de acuerdo a las caracteristicas del medio en el que se
encuentren [15,44]. Asimismo, se ha deducido que el PEG de alto peso molecular , no es
absorbido facilmente por el intestino por lo que su adicién puede no permitir la
internalizacion de las proteinas PEGilada con este. No obstante, y de ser asi, el mecanismo
de actividad antirotaviral podria incluir el bloqueo de receptores celulares ubicados en la
cara externa de las membranas celulares y, por otra parte, este mismo mecanismo podria
ser utilizado para aumentar la expresion de proteinas como la ocluida, aunque también,
se ha reportado que el PEG tiene la capacidad de aumentar la proliferacion de células
intestinales in vitro, aspectos que deben ser analizados igualmente [42].



2. JUSTIFICACION

El grupo de virologia de la Pontificia Universidad Javeriana ha realizado ensayos in vitro
donde se ha evaluado la actividad anti-rotavirus de metabolitos proteicos de bacterias
probioticas como Lactobacillus sp y Bifidobacterium sp., a partir de los cuales se ha
observado la inhibicion del ciclo replicativo viral, asi como la reduccion de la proteina
viral NSP4 y de la liberacion de Ca®* [13].

Adicionalmente, se realizaron estudios in vitro donde se determind que las proteinas
PEGiladas producidas por Bifidobacterium adolescentis (PPEGBa) no generan un efecto
citotoxico en la linea celular intestinal C2BBel por medio de la evaluacién de la actividad
mitocondrial, ni producen alteraciones estructurales que disminuyan la resistencia
eléctrica transepitelial y alteren la estabilidad de su citoesqueleto y uniones estrechas
celulares; adicionalmente, los resultados de estos estudios sugieren que las PPEGBa
podrian tener un efecto sobre la expresion de la proteina de union celular ocludina debido
a una valoracion cualitativa en la que aparentemente se observa una mayor intensidad de
fluorescencia por parte de la ocludina en las células tratadas con las PPEGBa [14]. A
partir de lo anterior, para el presente trabajo se plante6 la necesidad de evaluar la
capacidad de internalizacion que pueden tener las proteinas PEGiladas en las células
C2BBel y también, verificar el efecto de estas proteinas en el aumento de la produccion
de la proteina ocludina a través de su cuantificacion después de realizar diferentes

tratamientos.

Es conocido que las bacterias probidticas pueden fortalecer el intestino por medio de
diferentes mecanismos como el aumento de la produccién de mucinas [17], y por esto,
es probables que las PPEGBa puedan estar involucradas en la sobrexpresion de la

ocludina.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Rotavirus

El rotavirus es un virus desnudo perteneciente a la familia Reoviridae con una arquitectura
compleja de tres capsides concéntricas y con un genoma de 11 segmentos de ARN de
cadena doble que codifican para seis proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6
y VP7), que determinan la especificidad del hospedero, entrada celular y funciones
enzimaticas necesarias para la transcripcion y contienen epitopes que generan respuestas
inmunes. Asimismo, codifica seis proteinas no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4,
NSP5 y NSP6), que se encuentran involucradas en la replicacion del genoma y el
antagonismo de la respuesta inmune innata (un papel particular para NSP1) e incluyen la
entero toxina viral NSP4 [18].

Es un virus de interés a nivel mundial al ser el principal causante de la EDA, enfermedad
responsable de alrededor de 525.000 muertes de nifios menores de cinco afios anualmente,
y aunque no posee un tratamiento contra su infeccion, se han desarrollado dos vacunas
vivas orales para la prevencion de su infeccion que son distribuidas a nivel mundial,
rotarix y rotateq [1,2,18]. Debido a dafio a la barrera mucosa, la diarrea provocada por el

rotavirus puede ser una diarrea osmatica o una diarrea secretoria [18].

Las células epiteliales del intestino son las células blanco de la infeccion por rotavirus,
estos se unen a los distintos receptores de las células del hospedero a través de la
interaccidn con la proteina VVP4; después de la union inicial, VP7 y el dominio VP5 de la
proteina VP4 pueden interactuar con varios co-receptores, que se concentran en balsas de
lipidos para mediar la entrada viral. Dependiendo de la cepa de rotavirus, el virus se
internaliza en las células por vias endociticas dependientes o independiente de clatrina e
independientes de caveolina. Los bajos niveles de calcio dentro del endosoma
desencadenan la eliminacion de la capa de la capside externa, que libera la particula de
doble capa (DLP) transcripcionalmente activa en el citoplasma [18]. El ARNm viral se
usa para la traduccién o como molde para la sintesis de ARN durante la replicacion del
genoma; el ARN luego se empaqueta en nuevos DLP dentro de viroplasmas. El
ensamblaje de particulas de triple capa implica la union de las DLP recién formadas a la
proteina no estructural 4 (NSP4), que sirve como receptor intracelular, seguida de la
gemacion de las DLP en el reticulo endoplasmico (RE). En el RE, las particulas
transitorias envueltas y las proteinas de la capside externa VP4 y VP7 se agregan a las
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DLP. Finalmente, se pierde la envoltura, las particulas de virus maduran y los viriones de

la progenie se liberan de las células a traves de la lisis celular principalmente [18].

3.2 Bacterias probidticas para prevencion y tratamiento de EDA

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y
la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) definen a los probidticos como
“microorganismos vivos que administrados en cantidades adecuadas pueden traer
beneficios a la salud del hospedero”. Los probidticos han demostrado ser efectivos contra
enfermedades inflamatorias y diarreas, tener un efecto en la modulacién y establecimiento
de la microbiota intestinal y mejorar la maduracion de los sistemas inmunoldgicos innatos
y adaptativos [8]. Los principales mecanismos de accidn de las bacterias probidticas
reportados contra los patdgenos son la produccion de compuestos como peréxido de
hidrogeno y bacteriocinas, disminucién de pH, incremento de la produccion de IgA y la
inhibicion de la adherencia de patdgenos a la mucosa intestinal al bloquear los puntos de

union de los patégenos [19].

Bacterias probioticas como Lactobacillus sp. y Bifidobacterium sp. han sido ampliamente
estudiadas por su capacidad de fortalecer la barrera intestinal y modular la microbiota
intestinal como métodos de prevencion de actividad de virus enteropatégenos como el
rotavirus y su posible uso como tratamiento en contra de estos al reducir el tiempo de

sintomas como la diarrea aguda, el vémito y fiebre, y reducir [20 - 22].
3.3 Ocludina

La ocludina es una de las principales proteinas de las uniones estrechas celulares, un
complejo multi proteico intramembranal que proporciona conexiones intercelulares entre
células adyacentes del epitelio y endotelio [23]. La ocludina es fundamental para el
adecuado funcionamiento de estas uniones ya que se ha sugerido que posee un papel
importante en la estabilidad de las uniones estrechas celulares y en la permeabilidad
paracelular selectiva; su sobre expresion mejora la resistencia eléctrica transepitelial y su

baja concentracién aumenta la permeabilidad endotelial [23, 24].

Se ha observado que durante la infeccién por enteropatdgenos se da la disrupcion y
aumento de permeabilidad de las uniones estrechas celulares, lo cual puede llevar a una

eventual bacteriemia al entrar estas a través de la barrera mucosa epitelial [25, 26].
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Asimismo, durante la infeccidn por rotavirus, se disminuye de manera significativa la
presencia de la ocludina en comparacién con otras proteinas de unién celular como la
zona occludens, posiblemente debido a la interferencia de su transcripcion; sumado a esto,
el exceso de nutrientes y electrolitos por las células lisadas provocara una diarrea
osmotica [18, 27].

3.4 PEGilacion de proteinas

El PoliEtilenGlicol (PEG) es un poliéter lineal o ramificado y tiene en sus extremos
grupos hidroxilo. Es sintetizado a partir de la polimerizacion de 0xido anionico; es
anfipatico, no toxico, no inmunogénico y altamente soluble en agua y otros solventes
organicos, el cual es cominmente usado en la industria de alimentos y farmacéutica como
emulsionante, espesante, agente de glaseado o antiespumante en productos como
suplementos alimenticios o capsulas [15, 16, 29, 30].

Una proteina PEGilada es una proteina que ha sido conjugada con una 0 mas moléculas
de PEG por medio de sus regiones N-terminal y/o regiones aminas del aminoacido lisina
[15, 31]. Mediante este proceso se busca la mejora de propiedades fisicoquimicas de la
proteina para prolongar su tiempo de residencia en el cuerpo, mejorar la estabilidad,
aumentar la solubilidad, disminuir la protedlisis y excrecion renal sin perder actividad
bioldgica [15].

3.5 Antecedentes

Los probidticos han demostrado tener un potencial efecto en la prevencion de la
colonizacion de patégenos, inhibiendo su crecimiento y mejorando la inmunidad de los
pacientes, por lo que se consideran alternativas para el tratamiento y/o disminucion de la

severidad de enfermedades infecciosas, incluyendo la infeccion por rotavirus [2].

El grupo de virologia de la Pontificia Universidad Javeriana ha realizado estudios de la
actividad anti-rotavirus por parte del secretoma proteico de Bifidobacterium adolescentis
monitoreando la inhibicion de ciclo viral por disminucion de la expresion de proteinas de
capside y de la proteina viral NSP4, demostrando que reducen significativamente la
infeccion in vitro por rotavirus [13]. También se han realizado estudios en los que se
evalué un posible efecto citotoxico por las proteinas PEGiladas del secretoma de

Bifidobacterium adolescentis en la linea celular intestinal C2BBel por medio de la
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evaluacion de la actividad mitocondrial, la resistencia eléctrica transepitelial y de la
estabilidad de su citoesqueleto y uniones estrechas celulares; en esta ultima se observo
que las PPEGBa podrian tener un efecto sobre la expresion de la proteina de unién celular
ocludina debido a una valoracion cualitativa en la que aparentemente se observa una
mayor intensidad de fluorescencia por parte de la ocludina de las células tratadas con las

proteinas [14]
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4. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad de internalizacion de proteinas PEGiladas obtenidas del
secretoma de B. adolescentis (PPEGBa) y su efecto sobre la expresion de la
proteina de unién celular ocludina, en células intestinales humanas polarizadas -
C2BBel.

Obijetivos Especificos

Evaluar in vitro la capacidad de internalizacion de las PPEGBa en el citoplasma
y/o nucleo celular de células intestinales humanas polarizadas - C2BBel.

Evaluar in vitro el efecto producido por las PPEGBa en la expresion de la proteina
ocludina presente en las uniones estrechas celulares en células intestinales

humanas polarizadas - C2BBel.
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5. METODOLOGIA

5.1. Determinacion de la internalizacion de PPEGBa en células intestinales humanas

polarizadas - C2BBel.

Para conocer si las PPEGBa pueden internalizarse en células epiteliales intestinales
humanas polarizadas (C2BBel-ATCC® 2102™: Adenocarcinoma de colon humano —
subclon Caco2), estas fueron cultivadas sobre laminillas de vidrio de 6 mm con medio de
cultivo Advanced DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium Gibco®/Cat # 12491-
023) y suplementado con suero fetal bovino (SFB), L-glutamina vy
antibidtico/antimicdtico durante 14 dias en atmosfera himeda y 5% de CO2. Después de
14 dias se adicionaron 0.98 ug de PPEGBa una Unica vez, previamente marcadas con
Alexa Fluor® 647 Microscale Protein Labeling Kit (Themo-Scientific) y se realizd una
cinética de evaluacion de la internalizacion a los 15, 30 y 60 minutos post administracion,
tiempo en el cual los cultivos se fijaron con paraformaldehido al 2% durante a 15 min a
temperatura ambiente (TA). Luego de 3 lavados con FACSFlow®, se adiciono
ProLong™ Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher /Cat# P36930) para tener ademas
co-tincion nuclear con DAPI y las laminillas se montaron en ld&minas portaobjetos para
observacién por microscopia de epifluorescencia utilizando un microscopio Zeiss HAL
100, con un objetivo 40X. Las fotografias fueron tomadas con el programa Zen 2.3 lite y
analizadas con el programa Image J 1.53 para determinar la presencia de las PPEGBa
dentro de las células intestinales tratadas, con respecto a las no tratadas. Como control
negativo se usé medio de cultivo sin SFB, ni PPEGBa. Los experimentos fueron

realizados 3 veces por duplicado.

5.2. Determinacion del efecto producido por las PPEGBa en la sobreproduccion de
la proteina ocludina presente en las uniones estrechas celulares en células

intestinales humanas polarizadas - C2BBel.

Mediante inmunotincion con anticuerpos fluorescentes contra ocludina (Occludin
Antibody, Alexa Fluor® 594 conjugate - OC-3F10) en una concentracién 1:2000, se
evalué el efecto que ejercen las PPEGBa sobre la sobreproduccion de esta proteina. Se
pusieron en contacto dos concentraciones de PPEGBa (250pg/mL y 125 pg/mL) por una
unica vez y a dosis repetidas 3 veces cada 24 horas, sobre células epiteliales intestinales

humanas polarizadas (C2BBel-ATCC® 2102™: Adenocarcinoma de colon humano —
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subclon Caco2) cultivadas en placas de 96 pozos negras, fondo claro, bajo las mismas
condiciones indicadas para el objetivo anterior. Como control negativo se usé medio de
cultivo sin SFB, ni PPEGBa. Finalmente se realiz6 la medicion por flurorometria
utilizando el fluorémetro FLUOstar omega, utilizando una longitud de onda de: 580 nm
de excitacion y 590 nm de emisién. Los experimentos fueron realizados 3 veces por

duplicado.

Para el analisis estadistico los datos fueron procesados utilizando la prueba no
paramétrica de u de Mann-Whitney, empleando un nivel de confianza del 95%
(significancia <0.05). Estos analisis se realizaron por medio del programa GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software).

17



6. RESULTADOS

6.1 Determinacioén de la internalizacién de PPEGBa en células intestinales humanas

polarizadas - C2BBel.

Tras el procedimiento y observacion de las imagenes tomadas de los distintos tiempos
mostradas en la Figura 1., se observa, sefialado con flechas amarillas, que las proteinas
marcadas de rojo se acumularon en la periferia celular y el DAPI no ingreso a las células,
sino que se acumulé junto con las proteinas PEGiladas alrededor de la periferia celular.

Los controles negativos por otra parte presentan una tincién nuclear DAPI normal.

PPEGBa
*Alexa Fluor® 647

DAPI Merge Control -PPEGBa

PPEGBa 0,98 g
15 min

PPEGBa 0,98 g
30 min

PPEGBa 0,98 yug
60 min

Figura 1. Microscopia de fluorescencia de células epiteliales C2BBel previamente
polarizadas, tratadas con 0.98ug de proteinas PEGiladas del secretoma de
Bifidobacterium adolescentis; el MOCK son células sin tratamiento. En la primera
columna, en color rojo se observan las proteinas marcadas con Alexa Fluor® 647, en la
segunda columna se observa en color azul una tincion con DAPI y en la tercera columna

se observa un merge de las dos columnas anteriores
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6.2 Determinacion del efecto producido por las PPEGBa sobre la proteina ocludina

en células intestinales humanas polarizadas - C2BBel.

Finalmente, para la evaluacion del efecto producido por las proteinas PEGiladas del
secretoma de B. adolescentis (PPEGBa) en la expresion de la ocludina se realizaron dos
tratamientos, tratamiento a dosis Unica (Figura 2) y tratamiento a dosis repetidas (Figura
3) por tres dias utilizando dos concentraciones de 125ug/mL y 250ug/mL. Tras el
tratamiento y andlisis estadistico con la prueba U de Mann-Whitney, se observé un
aumento no significativo de la cantidad de ocludina con un comportamiento dosis
dependiente con el tratamiento a dosis Unica y, por otra parte, se observé una diferencia
significativa entre el control negativo (MOCK) y el tratamiento a dosis repetidas a una
concentracion de 250ug/mL al presentar en promedio 222.183 Unidades de fluorescencia
relativa (UFR) y 227.190 UFR, respectivamente.

240000 A

180000 A I

120000 A

Ocludina

60000 A

Unidades de Fluerescencia Relativas (UFR)

Tratamiento a dosis tnicacon PPEGBa

Figura 2. Efecto de la administracion de PPEGBa sobre la cantidad de la proteina de
unién intercelular ocludina producida por células intestinales humanas polarizadas -
C2BBel. Las PPEGBa fueron administradas por una uUnica vez y a las 72 horas se
cuantificé por fluorometria la cantidad de ocludina marcada con Occludin Antibody,
Alexa Fluor® 594. Los resultados se expresan en Unidades Relativas de Fluorescencia
(URF). MOCK: Control celular basal, medio de cultivo sin suero fetal bovino, ni
PPEGBAa. Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado. *p<0.05 prueba

U de Mann-Whitney por medio del programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).
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Figura 3. Efecto de la administracién de PPEGBa sobre la cantidad de la proteina de
unién intercelular ocludina producida por células intestinales humanas polarizadas -
C2BBel. Las PPEGBa fueron administradas a dosis repetida cada 24 horas y al tercer dia
se cuantificd por fluorometria la cantidad de ocludina marcada con Occludin Antibody,
Alexa Fluor® 594. Los resultados se expresan en Unidades Relativas de Fluorescencia
(URF). MOCK: Control celular basal, medio de cultivo sin suero fetal bovino, ni
PPEGBa. Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado. *p<0.05 prueba

U de Mann-Whitney por medio del programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).
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7. DISCUSION

Estudios realizados en los ultimos afios, demuestran que proteinas de distinta naturaleza
son capaces de internalizarse en células epiteliales intestinales por procesos de
endocitosis por medio de la membrana apical [32-34]. Segun lo observado en la Figura 1.
las proteinas PEGiladas obtenidas del secretoma de B. adolescentis (PPEGBa) se adhieren
a la periferia de las células intestinales C2BBel; es posible que esta adhesion se de a la
membrana debido a que el PEG, al ser de alto peso molecular y ser un compuesto
anfipatico, no es absorbido por el intestino sino que se adhiere a la membrana por su
extremo hidrofilico, y por lo tanto, no puede internalizarse en las células intestinales
humanas; esta alta densidad del PEG también podria ser la razén por la cual la tincion

nuclear DAPI no logro entrar a la célula [16, 44].

Esta adhesion a la membrana celular no afecta de manera negativa a las células, ya que
se ha demostrado que las proteinas PEGiladas obtenidas del secretoma de B. adolescentis
no generan ningln efecto citotoxico por medio de la evaluacion a la actividad
mitocondrial y la resistencia eléctrica transepitelial a células tratadas con varias
concentraciones de las PPEGBa [14]. A pesar de que no se han realizado ensayos
diferentes de citotoxicidad como lo son la actividad de las enzimas superéxido dismutasa
y glutatién-s-transferasa, al estar la succinato deshidrogenasa ligada a la mitocondria,
organelo celular encargado de funciones vitales como la produccion de energia y la
iniciacion de la apoptosis celular, y no hay reduccion de la proliferacion celular, por lo
que no hay un efecto negativo en el metabolismo celular [14, 35].

El epitelio intestinal es una capa intestinal con dos funciones esenciales para la salud
humana, actia como barrera para prevenir el paso de antigenos extrafios,
microorganismos y sus toxinas, y como filtro selectivo permitiendo la translocacion de
nutrientes esenciales, electrolitos y agua del lumen intestinal hacia el torrente sanguineo
[12, 36]. La permeabilidad paracelular es regulada por complejos intercelulares
localizados a lo largo de la membrana lateral; entre estos se destacan las uniones estrechas
celulares, complejos también de gran importancia para la integridad estructural de los
tejidos [13,14].

El estudio del efecto de bacterias probioticas sobre las uniones estrechas celulares ha
demostrado que la presencia de probidticos aumenta o regulan la expresiéon de algunas

proteinas pertenecientes a este complejo, en especial la ocludina, tanto en experimentos
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in vivo como in vitro, por lo que los resultados obtenidos y mostrados en la Figura 2 y la
Figura 3 son coherentes con lo reportado en la literatura al presentar un aumento en la
expresion de la ocludina e indican que los metabolitos producidos por estas bacterias
pueden ser una de las principales causas de este efecto [10,37-40]. Este incremento puede
deberse por una parte, debido la presencia de los grupos aminos presentes en las proteinas,
ya que compuesto organicos como las poliaminas han demostrado ser de importancia para
la expresion de la ocludina, aunque estas se encuentren en una baja cantidad debido a |
presencia del PEG; o debido a la presencia del PEG, ya que este promueve la proliferacion

celular y por lo tanto de su metabolismo y el de sus proteinas estructurales [31, 41-43].
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8. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, se puede afirmar que las proteinas PEGiladas
obtenidas del secretoma de B. adolescentis (PPEGBa) se adhieren mayoritariamente a la
periferia celular y este efecto a su vez, no permite la entrada de algunas moléculas de
acuerdo a lo observado con el DAPI. Asimismo, el tratamiento de las celulas C2BBel

con las PPEGBa promueve la mayor expresion de la proteina de union celular ocludina.
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