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Abstract 

 

El Nuclear Factor Kappa-B (NF-B) es un factor de transcripción que desempeña un papel clave en la 

regulación del sistema inmune. En células sin estimular, los complejos de NF-B están inactivos en el 

citoplasma unido a proteínas inhibitorias IBs. Su activación se produce por fosforilación de IB, 

disociándose del dímero NF-B, migrando al núcleo, e induciendo la expresión de genes específicos. 

Los efectos pro/anti-inflamatorios de diferentes microorganismos y compuestos naturales o sintéticos, 

pueden vincularse con la modulación de la activación de NF-B. 

 

En el presente trabajo, se propuso generar una herramienta para la evaluación de distintos 

compuestos y microorganismos con potencial capacidad inmunomoduladora. Se obtuvo una línea 

celular reportera de la actividad de NF-B derivada de la línea parental Caco-2 (Caco-2-pNF-κB-

hrGFP). Ésta se caracterizó junto con la línea celular HT-29-pNF-B-hrGFP, previamente generada 

en el laboratorio, y se comparó la respuesta de ambas frente a estímulos pro-inflamatorios. 

 

Para la generación de la línea reportera, se procedió a transfectar establemente con el plásmido  

pNF-B-hrGFP, el cual contiene el gen que codifica para la proteína GFP (del inglés, Green 

Fluorescent Protein) bajo control de un promotor con múltiples sitios de unión a NF-B, y luego se 

seleccionó con higromicina. Las fracciones celulares que respondieron a estímulos pro-inflamatorios 

fueron enriquecidas y clonadas mediante un separador celular.  

 

En aquellos clones seleccionados, se estudió mediante citometría de flujo la cinética de activación de 

NF-B y su respuesta frente a diferentes concentraciones de los estímulos: Factor de Necrosis 

Tumoral-, Interleuquina-1β y Lipopolisacárido. Se observó una respuesta diferencial frente a los 

estímulos, incluso en clones de la misma línea, tanto en la curva dosis-respuesta, como en la cinética 

de activación.  

 

La línea celular Caco-2 una vez alcanzada la confluencia, se diferencia hacia un fenotipo similar al de 

los enterocitos del intestino delgado. Por esto, se evaluó el tiempo óptimo en que las células se 

encuentran polarizadas, evaluando la distribución de actina a través del tiempo por microscopía 

confocal, y su capacidad de respuesta. El tiempo determinado fue 19-22 días post-confluencia. 

 

Se desafiaron ambos sistemas con agentes reportados como moduladores de la activación de NF-κB. 

Se trabajó con un nitroalqueno y con dos cepas de lactobacilos. Sin embargo, ninguno de los agentes 

estudiados logró una modulación negativa de NF-κB. 
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Ambas líneas reporteras constituyen una valiosa herramienta para screening primario de sustancias u 

microorganismos potencialmente moduladores de NF-κB, así como una alternativa al uso de sistemas 

in vivo. 
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1. Introducción 

 

1.1. Sistemas reporteros 

 
Muchos fenómenos fisiológicos, incluida la comunicación celular, el desarrollo celular, la regulación 

del crecimiento, proliferación y oncogénesis, se pueden atribuir a una expresión diferencial de genes. 

Estos genes se encuentran regulados en respuesta a señales intrínsecas y extrínsecas. Los sistemas 

reporteros son utilizados con el fin de obtener información de la relación existente entre la 

activación/inhibición de las diferentes vías y sus efectos en la expresión génica, en los cuales, 

elementos de respuesta específicos son fusionados a genes que codifican para proteínas reporteras. 

Estos genes reporteros son utilizados como indicadores en el monitoreo de actividad transcripcional 

en células, el estudio de promotores y secuencias enhancer, estudio del procesamiento y traducción 

del ARNm, monitoreo de eficiencias de transfección, estudio de interacciones proteína-proteína, 

localización subcelular y eventos de recombinación (1-3).  

 

La unidad del gen reportero consiste de un promotor y del ADNc de un gen reportero, como ser 

enzimas, proteínas luminiscentes, proteínas fluorescentes, entre otros. El concepto central de un gen 

reportero se basa en que, el mismo, se encuentra unido a una secuencia reguladora, que al ser 

introducido en un sistema biológico, provee de una señal fácilmente medible cuando la expresión de 

este gen es modulada (2). Esta señal puede ser medida analizando directamente la cantidad de 

ARNm del gen reportero, la proteína reportera o la actividad enzimática del gen (1). Estos genes 

reporteros pueden ser constitutivos, utilizados para identificar el sitio de transcripción, y monitorear el 

nivel y la duración de la actividad génica; así como también, inducibles, siendo una expresión génica 

controlada, ya sea tejido-específica o activada en presencia de algún compuesto, factores de 

transcripción o promotores endógenos (4). 

 

Para la generación de líneas celulares reporteras, se requiere que los genes reporteros 

seleccionados cumplan ciertos requisitos. En primer lugar, el gen reportero debe estar ausente o 

expresarse en muy bajos niveles en la línea celular seleccionada; además, debe poder ser detectado 

por un método simple, cuantitativo, reproducible, sensible, rápido y seguro. Por otro lado, el marcador 

reportero no debe modificar la fisiología celular (5). Ejemplos de estos marcadores reporteros son: 

GFP (del inglés, Green Fluorescent Protein), fosfatasa alcalina, luciferasa, cloranfenicol acetil 

transferasa (CAT),  Beta-galactosidasa (β-gal), entre otros (5). 

 

La proteína GFP es utilizada como gen reportero en células, donde luego de ser excitada a 395 nm, 

emite una fluorescencia verde con un pico máximo a 509 nm. Es una proteína altamente estable en 

cuanto a temperatura, pH y proteólisis, y puede ser detectada directamente en células vivas (5). Esta 

proteína ha revolucionado la biología celular en las últimas décadas debido a sus múltiples usos (6). 

Como ser para estudios de localización proteica y expresión génica en células vivas, seguimiento in 
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vivo de crecimiento celular y movimiento, especialmente en animales transparentes, entre otros. La 

misma tiene la capacidad de plegarse autocatalíticamente sin la necesidad de sustratos externos ni 

co-factores.  

 

High Throughput Screening (HTS) es un procedimiento de análisis en simultáneo de una gran 

cantidad de moduladores y efectores biológicos frente a un objetivo específico. Esta nueva 

tecnología, permite acelerar el descubrimiento de agentes inmunomoduladores mediante el análisis 

de grandes bibliotecas de compuestos, a una razón que puede alcanzar miles de compuestos por día 

o por semana (7). Estos sistemas se basan en la medición de fluorescencia o luminiscencia, dado 

que facilitan el procesamiento de la muestra y además, proveen altos niveles de sensibilidad. 

 

Los sistemas reporteros son comúnmente utilizados para la generación de líneas celulares estables 

reporteras de ciertas vías de señalización específicas. Las transfecciones para obtener líneas 

celulares estables, a diferencia de las transitorias, presentan la ventaja que la progenie de células 

hijas heredan la modificación genética, por lo tanto no es necesario realizar nuevos experimentos 

para introducir el ADN cada vez que se requiera producir la molécula. Sin embargo el principal 

obstáculo cuando se está trabajando con inserción al azar del ADN, es la baja frecuencia de inserción 

y consecuentemente, un bajo número de clones que se transfectan de manera estable (5). Para la 

generación de una línea celular estable, se deben considerar los pasos mencionados en el esquema 

de la Figura 1. En donde, a partir del gen de interés y de la selección del vector de expresión, se 

desarrollan distintas estrategias de clonado. Se incorpora el vector de expresión en la línea celular 

previamente seleccionada por el método de inserción elegido y, posteriormente, se cultiva la línea 

celular en presencia del antibiótico de selección de acuerdo al vector de expresión elegido (por lo 

general, dos a tres meses) y se realiza una estrategia de clonado. Luego, se procede al screening de 

los clones, de manera que se eligen aquellos clones con las características deseadas y se optimizan 

las condiciones de cultivo, se constituyen los bancos celulares (banco maestro y banco de trabajo) y 

se analiza la estabilidad de la línea celular generada (5). 
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Figura 1. Esquema de generación de una línea celular estable.  

 

El desarrollo de modelos in vitro aparece como una herramienta atractiva para la selección y estudio 

de moléculas bioactivas y de microorganismos con potencial probiótico. Estas líneas celulares 

reporteras se pueden emplear como método de screening primario y puede ser aplicado en la 

evaluación de compuestos a gran escala (HTS). 

  

1.2. Células epiteliales intestinales y su relación en la inmunidad 

 

La inflamación forma parte de la respuesta del sistema inmune innato. Este proceso ocurre en 

respuesta frente a cualquier tipo de lesión. Esto genera un aumento del flujo sanguíneo, del 

metabolismo celular, vasodilatación, emisión de mediadores solubles y extravasación de fluidos. En 

algunos trastornos, el proceso inflamatorio es continuo y se desarrollan enfermedades de inflamación 

crónica. La infiltración de células del sistema inmune innato, específicamente neutrófilos y 

macrófagos, caracteriza la inflamación aguda, mientras que la infiltración de linfocitos T y células de 

la sangre son características de la inflamación crónica. Los monocitos y macrófagos tienen un rol 

importante en ambos tipos de inflamación (8). 

 

El regulador central involucrado en la inflamación es el factor de transcripción nuclear NF-κB (del 

inglés, Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Este factor es el encargado de 

la relocalización y activación de los macrófagos en el sitio de infección, así como también de la 

expresión de genes target que median la proliferación celular, secreción de moléculas anti-

microbianas y citoquinas (9).  
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La activación de este factor de transcripción está involucrada en la patogénesis de enfermedades 

crónicas inflamatorias, como por ejemplo asma, artritis reumatoidea y enfermedades inflamatorias del 

intestino (IBD, del inglés Inflammatory Bowel Disease) (10). 

 

Se ha observado que el NF-κB cumple un rol importante en la relación existente entre la inflamación y 

el cáncer. La generación de un microambiente inflamatorio es un componente esencial en todos los 

tumores. Muchas causas ambientales del desarrollo de cáncer están asociados con alguna forma de 

inflamación crónica (11). En particular, se vio que el padecer IBD aumenta considerablemente el 

riesgo de contraer cáncer colorectal (11).  

 

El epitelio intestinal participa en procesos de absorción, digestivos y secretorios y juega un rol 

fundamental en la interacción con otras células del sistema inmune (12). Además, exhibe una gran 

cantidad de adaptaciones físicas y un sistema inmune asociado denominado GALT (del inglés, Gut-

Associated Lymphoide Tissue), capaz de generar respuestas inmunes protectoras frente a patógenos 

e inducir tolerancia frente a componentes inocuos presentes en el lumen, como los antígenos 

provenientes de la dieta (12,13).  

 

Las células epiteliales intestinales (CEI) poseen microvellosidades, borde en cepillo en la superficie 

apical rico en actina, el cual impide la invasión y adhesión de microorganismos, y además, uniones 

estrechas las cuales previenen el tráfico paracelular (14). La barrera física se ve reforzada por 

adaptaciones bioquímicas como la producción de mucus por las células caliciformes, la presencia de 

glicocálix y la secreción de un amplio rango de péptidos antimicrobianos producidos por las células de 

Paneth, que incluye defensinas, catelicidinas y calprotectinas (15,16).  

 

El intestino delgado se encuentra colonizado por, aproximadamente 10
14

 microorganismos 

comensales, compuesto de 1000-5000 especies distintas, que viven en simbiosis con su huésped 

(17,18). Estas bacterias (denominadas en su conjunto microbiota intestinal humana) funcionan 

integradamente desde el punto de vista inmunológico y metabólico. La presencia de la misma, resulta 

esencial para el correcto desarrollo del sistema inmune de mucosas y para la protección contra 

patógenos. Además, poseen un rol nutricional, que se basa en la producción de vitamina K y otros 

componentes del complejo de la vitamina B (19-21).  

 

Los beneficios de la microbiota se evidencian en situaciones en las que se rompe la tolerancia a la 

misma, como es el caso de las enfermedades inflamatorias crónicas intestinales (IBD) (22). La 

Enfermedad de Crohn y la Colitis Ulcerosa son dos manifestaciones clínicas de IBD que se 

caracterizan por inflamación intestinal y son el resultado de una compleja interacción de factores 

genéticos, inmunológicos y ambientales. Alrededor del 0,1% de la población de regiones 

industrializadas sufre estas patologías, y la incidencia de la Enfermedad de Crohn está en aumento 

(23). Si bien se desconoce el factor desencadenante de las IBD, se conoce que existe un control 

desregulado de las interacciones entre los pacientes y su propia microbiota. Se ha visto que estos 
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pacientes tienen un número incrementado de bacterias asociadas a la superficie celular del epitelio 

intestinal, lo que sugiere una falla en los mecanismos que limitan el contacto directo entre la 

microbiota y el epitelio (24). Hasta el momento las IBD no tienen cura y el tratamiento farmacológico 

se realiza mediante la administración de drogas anti-inflamatorias no esteroideas o agentes inmuno-

supresores que tienen la desventaja de presentar efectos secundarios, además de ser un control 

inadecuado de estas enfermedades (24). Actualmente existe un interés creciente en manipular 

deliberadamente la biota comensal para lograr beneficios sobre la salud, mediante el enriquecimiento 

con determinados microorganismos capaces de colonizar el intestino. 

 

Las CEI son las primeras que entran en contacto con la microbiota y con los antígenos presentes en 

el lumen, y en determinadas situaciones, pueden actuar como células presentadoras de antígeno. 

Expresan constitutivamente moléculas de MHC (del inglés, Major Histocompatibility Complex) de 

clase I y en respuesta a estímulos expresan moléculas de MHC de clase II en la cara basolateral 

(25,26). 

 

Por otro lado, las CEI presentan varios receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés, 

Pattern Recognition Receptor) de tipo TLR (del inglés, Toll Like Receptor) y los NOD (del inglés, 

Nucleotide-binding Oligomerization Domain Like Receptor), que se ubican en las membranas 

celulares y en el citosol, respectivamente. Al presente se describieron 13 TLR, que son activados por 

distintos ligandos, además de estar ubicados en distintos compartimientos. El TLR-2 forma 

heterodímeros con TLR-1 y -6 y reconoce lipoproteínas y ácidos lipoteicocos que integran el 

peptidoglicano de bacterias Gram positivas. El TLR-3 reconoce ARN de doble cadena, producto viral 

sintetizado en células infectadas. El TLR-4 se activa por LPS, componente principal de la membrana 

de bacterias Gram negativas y necesita un co-receptor (CD14) para la activación de la cascada de 

señalización. El TLR-5 detecta la flagelina de bacterias Gram negativas y Gram positivas. TLR-7 y -8 

reconocen ARN de cadena simple y moléculas sintéticas antivirales y TLR-9 interacciona con motivos 

CpG (27). Tanto el TLR-11 como el -12 tienen como ligando la profilina presente en Toxoplasma 

gondii (28). El TLR-13 fue descubierto recientemente, que detecta específicamente la secuencia del 

ARN ribosomal 23S de bacterias (29-32). Algunos TLRs se encuentran en la superficie celular (TLR-

1, -2 y -5) y otros se encuentran secuestrados en compartimientos intracelulares (TLR-3, -7, -8 y -9) 

(27). La dimerización de los TLRs por unión a sus respectivos ligandos, inicia una cascada que, luego 

de diversas interacciones proteína-proteína y cambios conformacionales, resulta en la activación de 

factores de transcripción que lleva a la producción de diferentes citoquinas, quimioquinas y otras 

moléculas efectoras inflamatorias (27). 

 

Por otro lado, se encuentran los NOD2 (del inglés, Nucleotide-binding Oligomerization Domain-

containing protein 2), pertenecientes a la familia de los NLRs (del inglés, NOD-Like Receptors). Estos 

receptores detectan ligandos intracelulares, como ser el ácido mesodiaminopimélico, presente en el 

peptidoglicano bacteriano. La unión de estos ligandos a los receptores NOD desencadena la 

activación del factor de transcripción NF-κB (15). Además, las CEI poseen los GPCR (del inglés, G-
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protein Coupled Receptor), encargados de detectar adenosina, ácidos grasos de cadena corta, como 

ser butirato, y la proteína A de la capa-S de las bacterias (15). 

 

Las CEI se encuentran en continuo contacto con bacterias tanto benéficas como patogénicas. Se 

encuentran localizadas de manera tal que funcionan como vigilancia inmunológica. Como se explicó 

previamente, las CEI expresan TLRs, NLRs y GPCRs, las cuales reconocen componentes 

microbianos y modulan las respuestas celulares a través de la activación de NF-κB, entre otros, 

promoviendo la expresión de citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas y péptidos antimicrobianos 

(15) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Receptores involucrados en la respuesta inmune innata y sus respectivas cascadas de 
señalización en las CEI. El esquema muestra la ubicación de los receptores de reconocimiento de patrones 

innatos y sus respectivas cascadas de señalización en las CEI de mamíferos. Estos receptores convergen en 
una cascada de señalización común, la de NF-κB, regulando la transcripción de citoquinas pro-inflamatorias y 
quimioquinas (Adaptado de Hill et al., 2010). 

 

La mayoría de las vías de señalización a través de los PRR convergen en la activación del factor de 

transcripción NF-B (Figura 3) (27,33,34). Es un factor dimérico que desempeña un papel clave en la 

regulación del sistema inmune, participando en la activación de las cascadas inflamatorias y en el 

mantenimiento de la homeostasis (27,33). La familia de factores de transcripción de NF-κB consiste 

de cinco miembros en células de mamífero: p65 (RELA), REL, RELB, p50 y p52, los cuales pueden 

formar homodímeros o heterodímeros (34). En células sin estimular, los complejos de NF-κB están en 

su forma inactiva en el citoplasma unido a proteínas inhibidoras IBs, que enmascaran la señal de 

localización nuclear. En presencia de un estímulo pro-inflamatorio, como ser TNF-α, se produce la 

activación de NF-B por fosforilación de IκB por el complejo de señalización de kinasas (IKK), 

disociándose del dímero NF-B. Este último trasloca al núcleo y se une a secuencias κB, induciendo 
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la expresión de genes específicos vinculados con citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas (15,35-

38). La vía de activación canónica de este factor de transcripción es la que induce la expresión de 

dichos genes involucrados en la regulación de la respuesta inmune e inflamatoria. Además, esta vía 

es la responsable de controlar la expresión de proteínas con actividades antioxidante, pro-proliferativa 

y antiapoptóticas (39). 

 

 
 
Figura 3. Vía de activación canónica de NF-κB. Representación esquemática de la vía de activación del factor 
de transcripción NF-κB a través de los receptores TNFR y/o TLR. (Adaptado de Pasparakis, 2009). 

 

Como modelos de CEI, se encuentran la línea celular Caco-2 (HTB-37, ATCC ®) y HT-29 (HTB-38, 

ATCC ®) originalmente obtenidas de un adenocarcinoma de colon humano. La línea celular Caco-2 

es utilizada como modelo de epitelio polarizado para estudiar los mecanismos de diferenciación 

celular en el intestino. Estas células, luego de alcanzar la confluencia, detienen la proliferación y se 

diferencian de manera espontánea hacia un fenotipo similar al de los enterocitos del intestino 

delgado, presentando borde en cepillo, uniones estrechas, localización basal del núcleo, bajo 

consumo de glucosa y aumento de la actividad de la enzima sacarasa-isomaltasa (40-42). Por otro 

lado, las HT-29 son utilizadas como modelo de células epiteliales no polarizadas (43-45). 

 

Los sistemas reporteros de la actividad del factor de transcripción NF-κB se basan en la utilización de 

distintos plásmidos que poseen sitios de unión al factor de transcripción NF-κB. Entre ellos, se 

encuentra el plásmido pNiFty2-SEAP el cual se utilizó por Lakhdari et al. para transfectar 

establemente células Caco-2 y HT-29. Este plásmido posee el gen reportero de la fosfatasa alcalina 
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secretada (SEAP). De esta manera, los autores lograron realizar un screening de bibliotecas 

metagenómicas de la microbiota intestinal humana (44,45).  

 

Por otro lado, Romier et al. desarrollaron un modelo transitorio en la línea Caco-2 con un plásmido 

NF-κB-dependiente de luciferasa, el cual posee el gen de luciferasa bajo control transcripcional de 

cuatro copias del elemento de respuesta de NF-κB. Este sistema fue utilizado para examinar los 

efectos de polifenoles en la inducción de la activación de NF- κB por parte de citoquinas pro-

inflamatorias y LPS (46).  

 

En otra investigación, se co-transfectó transitoriamente la línea celular RAW-264.7 (línea celular de 

macrófagos murina) con el plásmido reportero NF-κB-luc y un plásmido de expresión de GFP para 

determinar los efectos inflamatorios de nitroalquenos derivados del ácido linolénico y del ácido oleico 

(47).  

 

Bambou et al. desarrollaron un sistema reportero en donde se transfectó transitoriamente células HT-

29 y Caco-2 con el plásmido NF-κB reporter Igκ-luciferasa. Dicho plásmido fue construido insertando 

tres copias del sitio de immunoglobulin K chain enhancer KB río arriba del promotor de conalbúmina, 

seguido del gen de luciferasa (48). Este sistema se desafió frente a E. coli MG1655 y una mutante 

isogénica aflagelada y se observó su capacidad de activación del factor de transcripción  

NF-κB (49). 

 

En la Unidad de Biología Celular del Institut Pasteur de Montevideo se generó la línea reportera HT-

29-pNF-κB-hrGFP en el contexto de la tesis de maestría de Inés Tiscornia, y se utilizó para evaluar 

bacterias potencialmente probióticas (50). 

 

1.3. Agentes inmunomoduladores 

 

Existen una variedad de agentes inmunomoduladores que son utilizados con el fin de tener un control 

sobre la homeostasis del intestino, así como también para controlar las IBD. 

 

Los probióticos son microorganismos vivos con propiedades beneficiosas para la salud (51). Estos 

microorganismos deben cumplir con una serie de requisitos. La cepa utilizada debe: no ser 

patogénica, no degradarse en la mucosa intestinal, no poseer genes transferibles de resistencia a 

antibióticos, ser susceptible a antibióticos, ser capaz de sobrevivir en el tracto intestinal, colonizar el 

intestino, producir sustancias antimicrobianas, antagonizar bacterias patógenas y estar al menos, en 

estudios de fase 2 en cuanto a efectos beneficiosos en la salud (52,53). Los mismos se utilizan como 

una estrategia terapéutica y profiláctica en algunos casos de alteraciones inflamatorias del intestino, 

como ser el tratamiento de patologías como IBD, tratamiento y prevención de gastroenteritis viral 

aguda, diarrea asociada a uso de antibióticos, alergias pediátricas y enterocolitis necrotizante (23). Se 
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ha propuesto que parte de estos beneficios se atribuyen a la acción inmunomoduladora de estas 

bacterias. Recientemente, han sido elucidados algunos de los mecanismos por los cuales los 

probióticos ejercen su función (54). La mayoría de los probióticos funcionan a través de un 

incremento en la respuesta inmune, modulación de la microbiota intestinal, así como también a través 

de la producción de bacteriocina, reducción en la acumulación de lípidos e inducción de la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés, Reactive Oxygen Species) (54). Los probióticos 

son ampliamente utilizados en la industria alimentaria, son agregados en el proceso de producción de 

yogurt, queso e incluso leche. 

 

Los prebióticos son ingredientes presentes en las comidas, poco digeribles por el huésped, que 

poseen un efecto benéfico en la salud del mismo a través de una estimulación selectiva del 

crecimiento o actividad de microorganismos específicos de la biota bacteriana. Hoy en día se utilizan 

la inulina, fructo-oligosacáridos, galacto-oligosacáridos y fibra soluble, como ser pectina y goma guar, 

como principales prebióticos. Además, fibras presentes en la dieta pueden actuar como prebióticos 

induciendo cambios en la composición de la microbiota comensal y afectando directamente al sistema 

inmune en las mucosas. Además, los prebióticos son capaces de proveer resistencia a la 

colonización por parte de microorganismos patógenos, inhibiendo la adherencia de los mismos al 

epitelio intestinal (54). 

 

Por otro lado, existen compuestos sintéticos y naturales que son utilizados en la modulación del 

sistema inmune. Por ejemplo, los polifenoles, los cuales son los antioxidantes más abundantes en la 

dieta humana, encontrándose en muchos productos derivados de plantas. Los polifenoles han 

demostrado tener propiedades anti-inflamatorias y la idea de utilizar compuestos naturales como 

método de prevención de la inflamación intestinal, está avalado por la percepción pública (46). Otro 

ejemplo de la literatura son los ácidos grasos nitrados. Se ha demostrado que estos inhiben la 

secreción de citoquinas pro-inflamatorias inducidas por LPS, además de inducir la nitroalquilación de 

la proteína p65 del factor de transcripción NF-κB, inhibiendo su unión al ADN, por lo tanto, inhibiendo 

su vía de activación (47). 

 

 

A pesar de que existen otros sistemas reporteros de la vía de activación del factor NF-κB en células 

Caco-2, como el de Lakhdari et al., este no se encuentra completamente caracterizado, además de 

utilizar la fosfatasa alcalina como gen reportero (44,45). 

  

Al presente, no existen reportes en la literatura de la existencia de células Caco-2 establemente 

transfectadas con el gen que codifica para la proteína GFP, expresada bajo el control de un promotor 

que contiene múltiples sitios de unión a NF-κB (plásmido pNF-κB-hrGFP). En este sentido, resulta de 

gran interés contar con esta herramienta a fin de realizar screening de posibles agentes 

inmunomoduladores utilizando las ventajas de la proteína GFP. Permitiendo, además, el estudio 

comparativo con la línea HT-29-pNF-κB-hrGFP previamente generada en el laboratorio. 
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Por todo lo expuesto previamente, surge la necesidad y resulta interesante, disponer de un modelo 

epitelial que permita la evaluación y selección primaria de agentes potencialmente 

inmunomoduladores y posteriormente, analizarlos en sistemas más complejos, como por ejemplo 

modelos in vivo. Este método también podría ser utilizado para estudiar diversas situaciones 

patológicas donde el equilibrio de la microbiota con el entorno se encuentra alterado (como ser en las 

IBD) e incluso ser utilizado como profiláctico.  
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo general 

 

Generación y caracterización de la línea celular Caco-2 reportera de la actividad del factor de 

transcripción NF-κB y su posterior comparación con la línea HT-29-pNF-κB-hrGFP.  

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Generar una línea celular recombinante Caco-2-pNF-κB-hrGFP reportera de la actividad 

del factor de transcripción NF-κB. 

 Caracterizar el pool de clones de la línea Caco-2-pNF-κB-hrGFP. 

 Caracterizar los clones de la línea Caco-2-pNF-κB-hrGFP, evaluando su respuesta frente 

a distintos estímulos pro y anti-inflamatorios. 

 Caracterizar los clones de la línea HT-29-pNF-κB-hrGFP, evaluando su respuesta frente 

a distintos estímulos pro y anti-inflamatorios. 

 Comparar la respuesta de ambas líneas reporteras. 
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3. Metodología 

 

3.1.  Reactivos generales 

 

Las sales que se utilizaron para la preparación de soluciones provienen de Sigma (US). Además, se 

obtuvo de la misma compañía: ampicilina, higromicina, Polietilenimina (PEI), Tripsina-EDTA, 

Penicilina/Estreptomicina (P/E), Tampón fosfato salino sin calcio ni magnesio (PBS), Dimetilsulfóxido 

(DMSO), Lipopolisacárido (LPS) de E.coli (serotipo 026:B6), medio Luria-Bertani (LB), agar, 

Seroalbúmina bovina (BSA), Ioduro de propidio (PI) y la citoquina recombinante humana, Factor de 

Necrosis Tumoral – α (TNF-α). 

 

La citoquina Interleuquina – 1β (IL-1β) se obtuvo de R&D Systems (US) y de Invivogen (US). El medio 

de cultivo para células DMEM (del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle Medium) y el SFB (Suero Fetal 

Bovino) se adquirieron de Gibco (US). 

 

Los medios de cultivo para bacterias Man, Rogosa & Sharpe (MRS) y el caldo de triptona y soja 

(TSB) se obtuvieron de Oxoid (GB). 

 

Las sondas moleculares DAPI Nucleic Acid Stain y Texas Red® -X phalloidin (Phallotoxins) que se 

utilizaron para microscopía confocal y de epifluorescencia, se obtuvieron de Life Technologies (US). 

 

El plásmido pNF-κB-hrGFP se adquirió de Stratagene (US) y el plásmido pIRES2-AcGFP1 de 

Clontech Laboratories, Inc. (US). 

 

3.2. Análisis por citometría de flujo 

 

Se utilizó un citómetro de flujo CyAn™ ADP (Beckman Coulter, Inc.) equipado con un láser de 488 nm 

y uno de 635 nm. Se colectaron 10.000 eventos en la región de análisis (R1), definida en el gráfico 

SSC (del inglés, Side-Scattered light) vs FSC (del inglés, Forward-Scattered light) (granularidad vs 

tamaño celular), donde se excluyeron los detritos celulares. Además, se excluyeron los dobletes (a 

través de la región definida como R2) mediante el gráfico de Ancho de pulso vs FSC. Los análisis de 

GFP vs PI y GFP vs FSC se realizaron tomando en cuenta la intersección de las regiones R1 y R2 

(denominada G2). 

 

Por otro lado, se analizaron histogramas de los canales de fluorescencia correspondientes a cada 

caso en particular, de los cuales se obtuvo el porcentaje de células positivas y el valor de la mediana 

de la intensidad de fluorescencia (MIF), dependiendo del caso. Se utilizó un umbral entre 5 y 10%. 
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En cada experimento se utilizaron como controles: células sin fluorescencia y sin teñir con PI, células 

teñidas únicamente con PI y células sólo con el fluorocromo (GFP). Para la adquisición de datos y su 

posterior análisis se empleó el programa Summit versión 4.3. 

 

3.3. Análisis por microscopía confocal y de epifluoresencia 

 

Se utilizó un microscopio confocal Leica TCS-SP5, equipado con láseres de excitación de 488 nm, 

543 nm, 594 nm y 633 nm. Se utilizaron los láseres de excitación 505 nm para visualizar DAPI y 594 

nm para rodamina (actina). Para el análisis de las imágenes se utilizó el software LAS AF Lite versión 

2.6.0. de Leica. El microscopio de epifluorescencia empleado Olympus IX81, se encuentra equipado 

con filtros de excitación de 360-370 nm, 470 – 495 nm, 530-550 nm, 300-400 nm y campo claro. Se 

utilizaron los filtros de excitación de 360-370 nm para DAPI y 530-550 nm para Rodamina. 

 

3.4. Líneas celulares 

 

3.4.1. Caco-2 y HT-29 

 

Las líneas celulares epiteliales continuas, Caco-2 (ATCC ® HTB-37) y HT-29 (ATCC ® HTB-38), 

derivan de un adenocarcinoma de colon humano. Las mismas se cultivaron a 37°C en una atmósfera 

húmeda controlada con 5% de CO2. En general, se utilizó DMEM suplementado con 10-20% de SFB 

en presencia/ausencia de 100 U/mL de Penicilina y 100 μg/mL de Estreptomicina, dependiendo del 

ensayo. 

 

La descomplementación del SFB empleado para suplementar los medios se efectuó durante 40 min 

en un baño de agua termostatizado a 56°C.  

 

Estas líneas crecen en adherencia y para el mantenimiento en cultivo, se emplearon botellas de 25, 

75 y 150 cm
2
, realizando pasajes de las mismas mediante el empleo de tripsina cada vez que 

alcanzaban un 80% de confluencia y por un máximo de 20 pasajes. 

 

3.4.2. Criopreservación y revitalización de las líneas celulares 

 

Para la conservación de las líneas celulares, se utilizó una mezcla crioprotectora que consiste en 10% 

DMSO y 90% SFB utilizando una cámara que utiliza isopropanol y permite realizar un enfriamiento 

progresivo de 1°C por minuto (Nalgene). Una vez que las líneas celulares se encontraban en fase de 

crecimiento exponencial, estas fueron tripsinizadas, contadas en cámara de Neubauer y 

centrifugadas a 260g durante 5 min. Se descartó el sobrenadante y el pellet celular se resuspendió en 



24 

el volumen necesario de mezcla crioprotectora para obtener una concentración entre 2 y 3x10
6 

cél/mL. Se dispensó entre 1 – 1,5 mL de la suspensión celular por criotubo. Los criotubos así 

preparados, fueron colocados en la cámara de congelación con isopropanol y almacenados en un 

freezer a -80°C durante 24-48 h. Al cabo de este tiempo, fueron transferidos a un tanque que contiene 

nitrógeno líquido. 

 

Para el descongelado y revitalización de las líneas celulares criopreservadas, se colocó un criotubo 

en un baño de agua a 37°C. Las células descongeladas se transfirieron a un tubo cónico que 

contenía 9 mL de medio de cultivo a 37°C y fueron centrifugadas a 260g durante 5 min. Se descartó 

el sobrenadante y se resuspendió el pellet celular en 1 mL de medio de cultivo. Posteriormente, se 

realizó el recuento celular con el objeto de evaluar número y viabilidad de las células recuperadas. 

Las células fueron sembradas en el formato de placa o botella que correspondiera de acuerdo a la 

cantidad de células contadas. 

 

3.4.3. Recuento celular y determinación de viabilidad con Azul de Tripán 

 

Se realizó el recuento celular en cámara de Neubauer, empleando las diluciones convenientes de 

acuerdo con la densidad celular de la muestra. La concentración de células viables se determinó 

empleando el método de exclusión con Azul de Tripán, en el cual el colorante se incorpora en las 

células muertas, debido a que la integridad de la membrana plasmática de las mismas se encuentra 

comprometida. Las muestras obtenidas de los cultivos celulares, fueron mezcladas con una solución 

de Azul de Tripán 0,5% en PBS y sembradas en la cámara (55). 

 

3.4.4. Determinación de viabilidad utilizando Ioduro de Propidio 

 

Para evaluar la viabilidad celular por citometría de flujo se utilizó PI. Las células no viables incorporan 

el colorante y presentan señal positiva en el canal FL3 del citómetro. En el momento de realizar la 

adquisición, se adicionó PI a una concentración final de 200 μg/mL a cada tubo de citometría que 

contenía las células resuspendidas en 300 μL de PBS 1X y se procedió a la adquisición de los datos 

en el citómetro de flujo. 
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3.5. Generación de la línea celular Caco-2-pNF-κB-hrGFP 

 

3.5.1. Transformación de bacterias con el plásmido pNF-κB-hrGFP 

 

Para la obtención de la línea, se trabajó con el plásmido pNF-κB-hrGFP (Figura 4) que contiene el 

gen de la hrGFP (humanized recombinant Green Fluorescent Protein) bajo control de un promotor 

inducible con múltiples sitios de unión al factor de transcripción NF-κB. Esta variante de GFP presenta 

optimización de codones para lograr máxima expresión en células humanas. El gen reportero se 

encuentra dirigido por el elemento promotor básico TATA box y un elemento enhancer en cis 

inducible (enhancer element). Además, contiene el origen de replicación bacteriano pUC y el gen de 

resistencia a ampicilina para la amplificación y selección en bacterias. El gen que confiere resistencia 

a higromicina para la selección de células establemente transfectadas, se encuentra bajo regulación 

del promotor de la timidina quinasa y río abajo del gen se encuentra la señal de poliadenilación de la 

timidina quinasa. 

 

 
Figura 4. Mapa del plásmido pNF-κB-hrGFP. Plásmido que contiene el gen de la hrGFP bajo control de un 
promotor con múltiples sitios de unión al factor de transcripción NF-κB. El gen reportero hrGFP se encuentra 

dirigido por el elemento promotor básico TATA box (TATA) y un elemento enhancer en cis inducible. Contiene el 
origen de replicación bacteriano pUC (pUC ori) y el gen de resistencia a ampicilina para la amplificación y 
selección en bacterias. El gen que confiere resistencia a higromicina para la selección de células establemente 
transfectadas, se encuentra bajo regulación del promotor de la timidina quinasa (P TK). Río abajo del gen, se 
encuentra la señal de poliadenilación de la timidina quinasa (TK pA). 

 

Con el fin de amplificar el plásmido pNF-κB-hrGFP, se utilizaron bacterias Escherichia coli DH5-α 

quimiocompetentes comerciales (Invitrogen) y los siguientes medios de cultivo: 

 

Caldo LB: Se pesaron 20 g del polvo deshidratado comercial LB y se disolvieron en 1 litro de agua 

destilada. El caldo se fraccionó en frascos Schott de 250 mL de capacidad (100 mL por frasco) y se 

autoclavó durante 15 min a 1 atmósfera a 120°C. 
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Caldo LB-Ampicilina: Al momento de utilizar, se adicionaron a 10 mL de caldo LB, 10 μL de una 

solución stock de ampicilina 100 mg/mL. La concentración final de ampicilina fue de 100 μg/mL. Este 

medio se alicuotó de a 3 mL en tubos cónicos de 15 mL. 

 

Agar LB: Se pesaron 20 g de LB, 15 g de agar y se adicionó 1 litro de agua destilada. 

Posteriormente, 200 mL de medio fueron fraccionados en frascos Schott de 500 mL de capacidad. 

Los recipientes fueron esterilizados en autoclave durante 15 min a 1 atmósfera a 120°C. Finalmente, 

el medio se repartió en placas de Petri estériles de 90 mm de diámetro (20 mL por placa) y fueron 

almacenadas a 4°C. 

 

Agar LB-Ampicilina: Se fundió 100 mL de agar LB y se lo suplementó con 100 μL de una solución 

stock de 100 mg/mL de ampicilina, en el momento que la temperatura del medio alcanza 

aproximadamente los 50°C. Luego de homogeneizar correctamente, se procedió a adicionar 20 mL 

del mismo en placas de Petri estériles de 90 mm de diámetro. 

 

Se utilizaron bacterias E. coli DH5-quimiocompetentes que fueron transformadas por choque de 

calor siguiendo el protocolo de Invitrogen Subcloning Efficiency
TM

 DH5α
TM 

Competent Cells. 

Brevemente, se descongelaron en hielo 50 μL de bacterias E. coli DH5α y se le adicionó 20 ng del 

plásmido. Se incubó en hielo por 5 min. Se procedió a realizar el choque de calor por 30 seg en un 

termobloque a 42°C y se las colocó en hielo por 2 min. Luego, se adicionaron 500 μL de caldo LB y 

se las incubó a 37°C por 1 h en agitación (225 rpm). Luego de centrifugar las bacterias a 1200g por 5 

min se descartó el sobrenadante y se resuspendieron en 110 μL de caldo LB fresco. Se sembró en 

una placa de Petri con LB-Ampicilina 100 μL y en otra placa 10 μL de la suspensión bacteriana y se 

incubaron a 37°C durante toda la noche. 

 

Se seleccionaron colonias aisladas de una de las placa de Petri y se sub-cultivaron en caldo  

LB-Ampicilina durante 24 h a 37°C en agitación a 225 rpm. Posteriormente, se procedió a realizar el 

aislamiento y purificación del plásmido (mini-prep) utilizando el kit comercial Nucleospin Plasmid 

(Macherey-Nagel). Para determinar la concentración del plásmido se utilizó el equipo NanoDrop 1000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific) y para la pureza del mismo, se determinó la relación A260/A280. 

Luego, se visualizó el plásmido extraído en un gel de agarosa al 1,5% en tampón TBE (del inglés, 

Tris/Borate/EDTA) 0,5X teñido con el reactivo Gel Red
TM 

Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). Basándose 

en este gel, se seleccionó una colonia la cual se repicó en un cultivo de 5 mL de LB con ampicilina y a 

las 24 h se escaló dicho cultivo, a uno de 100 mL de LB con ampicilina para su posterior congelación 

y obtención de mayor cantidad de ADN (midi-prep), utilizando el kit comercial Nucleobond- XtraMidi 

Plus (Macherey-Nagel). Para la criopreservación de bacterias transformadas con el plásmido pNF-κB-

hrGFP, se utilizó una mezcla de 88% caldo LB: 12% Glicerol. 
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3.5.2. Transfección de la línea celular Caco-2 con el plásmido pNF-κB-hrGFP 

 

Con el fin de evaluar las eficiencias de transfección de distintos reactivos, se utilizó el plásmido 

pIRES2-AcGFP1 como reportero, debido a que permite analizar el porcentaje de células que 

expresan GFP sin necesidad de estimular las mismas, como sucede con el pNF-κB-hrGFP. Se 

evaluaron los reactivos transfectantes Lipofectamine®2000 y Lipofectamine®LTX (Invitrogen) y PEI 

ramificado (Sigma). Se analizó la expresión de GFP por citometría de flujo luego de 48 h post 

transfección. 

 

Para la generación de la línea celular reportera se realizaron distintas metodologías. Por un lado, se 

utilizaron dos reactivos transfectantes lipídicos, Lipofectamine®2000 y Lipofectamine®LTX. Por otro 

lado, se realizó un protocolo de electroporación.  

 

Utilizando el reactivo Lipofectamine®2000, un día previo a la transfección se plaquearon 1,25x10
6
 

células totales en una botella de 25 cm
2
, para que las células se encuentren en un 80% de 

confluencia al momento de transfectar. Luego, se diluyeron 10 μg de ADN en 0,5 mL de OptiMEM® I 

Reduced Serum Medium y se mezcló suavemente. Posteriormente, se diluyeron 25 μL del reactivo 

Lipofectamine®2000 previamente mezclado en 0,5 mL de OptiMEM® I Reduced Serum Medium. Se 

incubaron por 5 min a temperatura ambiente (TA). A continuación se combinó el ADN diluido con el 

reactivo transfectante diluido, se mezcló suavemente y se incubó por 20 min a TA. Finalmente, se 

realizó un cambio de medio a la botella con DMEM suplementado con 10% de SFB con un volumen 

final de 5 mL y se añadió la mezcla del complejo ADN:lípido (relación 1:2,5). Se incubó a 37°C en 

atmósfera húmeda con 5% de CO2 por 18-48 h, cambiando el medio de cultivo luego de 4-6 h. Para 

las células transfectadas con el plásmido pNF-κB-hrGFP, transcurridas las 48 h se comenzó con el 

proceso de selección con higromicina por un período de dos meses. Al mismo tiempo que se 

comenzó con la selección, se analizó la eficiencia de transfección a través de la expresión de la 

proteína GFP. Para ello, se sembraron 1,25x10
5
 células por pozo en una placa de 48 pozos y fueron 

estimuladas con la citoquina pro-inflamatoria TNF-α con una concentración de 50 ng/mL. 

Transcurridas 48 h, se analizó por citometría de flujo. Este estímulo fue el utilizado como estímulo 

pro-inflamatorio a lo largo de la investigación para evaluar la expresión de la proteína GFP.  

 

El reactivo transfectante Lipofectamine®LTX requiere que el día previo a la transfección se siembren 

4x10
5
 células totales en una botella de 25 cm

2
. La densidad celular estuvo en 50-80% al momento de 

la incorporación del ADN. Se diluyeron 5,0 μg de ADN en 1250 μL de OptiMEM® I Reduced Serum 

Medium. Se añadió 5μL del PLUS
TM 

Reagent previamente mezclado, al ADN diluido, se mezcló 

suavemente y se incubó de 5-15 min a TA. Posteriormente, se diluyeron 12,5 μL de 

Lipofectamine®LTX (relación ADN:lípido 1:2,5) en la solución previa, se mezcló suavemente y se 

incubó por 25 min a TA para lograr la formación de complejos ADN:lípido. Se añadió esta solución a 

la botella y se completó con DMEM suplementado con 10% de SFB hasta alcanzar los 5 mL. Se 

incubó a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2. Para las células transfectadas con el plásmido 
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pNF-κB-hrGFP, transcurridas las 48 h se comenzó con el proceso de selección con higromicina por 

un período de dos meses. Al mismo tiempo que se comenzó con la selección, se analizó la eficiencia 

de la transfección por citometría de flujo estimulando las células como se describió previamente. 

 

La otra metodología utilizada, consistió en electroporar las células utilizando un electroporador. En 

este caso se utilizó el electroporador ECM® 830. Se tomaron 2x10
7
 células totales, las mismas fueron 

lavadas con PBS 1X mediante centrifugación a 200g por 5 min. Se resuspendió el pellet celular en 0,5 

mL de PBS 1X frío. Se añadió el volumen de ADN correspondiente a 20 μg a la cubeta de 

electroporación, el mismo resuspendido en agua MiliQ. Luego se añadió la suspensión celular y se 

incubó en hielo durante 10 min. Se electroporó con las siguientes condiciones: 

 

 Voltaje: 200 V 

 Tiempo del pulso: 40 ms 

 Número de pulsos: 2 

 Intervalo entre pulsos: 100 ms 

 Polarity: unipolar 

 

Posteriormente, se incubaron las células por 5 min en hielo y se las transfirió a un tubo cónico que 

contenía 5 mL de medio de crecimiento (DMEM suplementado con 10% de SFB). Se centrifugó a 200 

g por 5 min y se descartó el sobrenadante, resuspendiendo el pellet en medio DMEM suplementado 

con 10% de SFB y se sembraron en una botella de 25 cm
2
, previamente habiendo realizado el 

recuento celular y determinación de la viabilidad.  

 

Para la incorporación del plásmido utilizando PEI, se comenzó termostatizando PBS 1X a una 

temperatura de 25-37°C. Luego, se alicuotó 50 µL y se le añadió 1,5 µg de ADN. Por otro lado, se 

realizó una dilución 1:25 del PEI ramificado (1 mg/mL) en PBS 1X. Se añadió 50 µL de dicha dilución 

a los 50 µL de ADN (relación ADN:PEI es 1,5:2). Se homogeneizó inmediatamente y se incubó 

durante 15 min a TA. Luego se realizó un cambio de medio de cultivo a las células y se le agregaron 

100 µL de la solución ADN-PEI ramificado. 

 

Además de ensayar distintas metodologías, se trabajó con el plásmido circular y con el plásmido 

linealizado. El mismo se linealizó con la enzima NheI de New England BioLabs (NEB). Se incubó por 

3 h a TA, 28,4 µg de plásmido circular con 10 µL de la enzima NheI (10 U/µL), 5 µL de BSA (100X), 

50 μL de NEBuffer 2 (10X) y el volumen necesario de agua MiliQ para alcanzar los 500 µL. 

Luego de realizada la digestión enzimática, se procedió a la purificación del plásmido linealizado con 

un kit comercial ChargeSwitch®-Pro PCR Clean-Up Kit (Life Technologies) siguiendo el protocolo 

sugerido por los proveedores. 
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3.5.3. Curva de sensibilidad al antibiótico de selección 

 

Para determinar la mínima concentración citotóxica del antibiótico de selección (higromicina), se 

realizó una curva de sensibilidad. Para ello, en una placa de 24 pozos se sembraron 6x10
4
 células por 

pozo. Se trabajó con un rango de 25-300 μg/mL de higromicina y con un control sin el agregado del 

antibiótico. Luego de dos semanas de selección, se determinó la concentración mínima citotóxica. 

 

3.5.4. Enriquecimiento celular 

 

Luego de la selección con higromicina por un período de dos meses, se procedió a realizar un 

enriquecimiento de las células transfectadas. Para ello, se emplearon dos estrategias distintas 

utilizando el separador celular MoFlo Legacy (Beckman Coulter). La primera de ellas, constó en 

descartar las células que no expresan GFP en presencia del estímulo pro-inflamatorio. La otra 

metodología se basó en dos separaciones celulares sucesivas. Una primera separación se basó en la 

selección de células que no expresen GFP en ausencia de un estímulo pro-inflamatorio y, una 

segunda separación en donde se seleccionaron las células que expresan GFP en presencia del 

estímulo pro-inflamatorio. De esta manera, se logra reducir de manera estadísticamente significativa 

la expresión inespecífica de la proteína GFP (ruido o background). 

 

Dependiendo de la estrategia, las células fueron previamente estimuladas con TNF-α (50 ng/mL) 

durante 24 h. En ambas metodologías se partió de una botella de 75 cm
2
, las células se tripsinizaron 

y se filtraron utilizando una malla de serigrafía (tamaño de poro: 50 μm). Luego se realizó el recuento 

celular y se determinó la viabilidad con Azul de Tripán. Las mismas se centrifugaron a 260g por 5 min 

y se resuspendieron en el volumen necesario para obtener una suspensión celular de 2x10
6
 cél/mL. 

Se utilizaron células Caco-2 para realizar las configuraciones del equipo. Luego de realizada la 

separación, se realizó un recuento de las células obtenidas y se centrifugaron a 260g por 5 min. Se 

resuspendieron en el volumen adecuado de DMEM suplementado con 20% de SFB y 1% de P/E y 

fueron sembradas en el formato apropiado a la cantidad de células recuperadas.  

 

3.5.5. Generación de clones 

 

Una vez obtenido el pool de clones de la línea reportera Caco-2-pNF-κB-hrGFP, se procedió al 

aislamiento de clones individuales. En este caso, se ensayaron dos metodologías distintas. Una de 

ellas consistió en la clonación por el método de dilución límite (DL) (56) y la otra por Single Cell 

Deposition (SCD) utilizando el MoFlo Legacy (Beckman Coulter). 

 

Para el método de DL, se comenzó filtrando la suspensión celular con una malla de serigrafía 

(tamaño de poro: 50 μm) luego se realizó un recuento celular determinando la viabilidad. Se 
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realizaron las diluciones pertinentes y se ajustó la concentración celular de manera de sembrar dos 

placas de 96 pocillos, una de ellas con 1 célula/pozo y la otra con 5 células/pozo. Se incubaron 

ambas placas a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2 durante 15 días, renovando el medio de 

cultivo cada cuatro días con higromicina. 

 

Para el método de SCD, se estimuló una placa de 6 pozos con TNF-α (50 ng/mL) 48 h previo a la 

separación celular. El día de la separación celular, se prepararon dos placas de 96 pozos con 100 μL 

de medio que contenían una mezcla de medio condicionado: medio fresco (50:50), suplementado con 

20% de SFB y 1% P/E. El medio condicionado es un medio DMEM suplementado con 10% SFB que 

estuvo en contacto con la línea celular parental, Caco-2, por lo que posee factores de crecimiento 

necesarios para el crecimiento celular. Luego de la preparación de las placas, se procedió a levantar 

las células con Tripsina-EDTA, filtrar con la malla de serigrafía y se realizó el recuento y 

determinación de viabilidad celular. Se ajustó la concentración celular a 1x10
6 

cél/mL. Utilizando el 

separador celular, se dispensó una célula GFP
+
 (GFP positiva) por pozo en las placas previamente 

preparadas. Al día siguiente, se realizó un cambio de medio, y se agregó el antibiótico de selección, 

higromicina. 

 

Se realizó un seguimiento de cada clon, verificando el crecimiento y una vez alcanzada la 

confluencia, fueron amplificados gradualmente (placas de 48, 24, 12, etc. pozos). Asimismo, se 

verificó que los mismos no expresaran la proteína GFP en ausencia del estímulo pro-inflamatorio 

utilizando el microscopio de epifluorescencia con el filtro de excitación para FITC (470-495 nm). 

 

Una vez obtenidos los clones de la línea celular reportera, se procedió a realizar una caracterización 

preliminar de los mismos y así, seleccionar los mejores. Para ello, se estimularon los distintos clones 

con la citoquina TNF-α (50 ng/mL) y se evaluó por citometría de flujo el porcentaje de células GFP
+
 en 

células estimuladas. Como control de inespecificidad o background se determinó el porcentaje de 

células GFP
+
 en aquellas células sin estimular. De esta manera, se seleccionaron aquellos clones que 

presentaron un alto porcentaje de células GFP
+
 luego de ser estimuladas, con un bajo porcentaje de 

células GFP
+
 en células sin estimular.  

 

3.6. Caracterización de las líneas celulares reporteras 

 

Una vez seleccionados los clones de la línea celular Caco-2-pNF-κB-hrGFP y con los clones de la 

línea HT-29-pNF-κB-hrGFP, se realizó la caracterización de las mismas en lo que respecta a la 

cinética de respuesta frente al agregado de un estímulo pro-inflamatorio (TNF-α). Asimismo, se 

realizaron las curvas de dosis-respuesta frente a distintos estímulos (LPS, TNF-α e IL-1β). 

 

Para la cinética de respuesta frente a un estímulo pro-inflamatorio, se sembraron en una placa de 48 

pozos, 2,5x10
5
 células por pozo con medio DMEM suplementado con 10% de SFB para los clones de 
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la línea Caco-2-pNF-κB-hrGFP y 1x10
4
 células por pozo en una placa de 96 pocillos para los clones 

de la línea HT-29-pNF-κB-hrGFP. Transcurridas 24 h se realizó la estimulación con la citoquina TNF-α 

(50 ng/mL) y durante 18, 24, 48, 72 y 96 h. Se analizó el porcentaje de células GFP
+
 utilizando el 

citómetro de flujo. 

 

Se realizó la curva de dosis-respuesta frente a TNF-α, IL-1β y LPS sembrando 48 h antes de la 

estimulación, 2,5x10
5
 células por pozo en una placa de 48 pozos para los clones de la línea Caco-2-

pNF-κB-hrGFP. Para los clones de la línea HT-29-pNF-κB-hrGFP se sembraron 1x10
4
 células por 

pozo en una placa de 96 pocillos, 24 h previas a la estimulación. Luego, se adicionaron a las células 

TNF-α (0,05 – 100 ng/mL), IL-1β (0,0016 – 10 ng/mL) o LPS (1 y 10 μg/mL) (46). 

 

Para la caracterización de las líneas celulares reporteras se trabajó con células sin estimular como 

control. Para el análisis, se restó el porcentaje de células GFP
+
 en células sin estimular, al porcentaje 

de células GFP
+
 en células estimuladas para cada hora y cada concentración de estímulo. 

 

3.7. Polarización de la línea celular Caco-2-pNF-κB-hrGFP 

 

La línea celular Caco-2 tiene la capacidad de polarizarse, luego de alcanzada la confluencia, hacia un 

fenotipo similar al de los enterocitos del intestino delgado. Se realizó una cinética de polarización para 

determinar el tiempo óptimo en el cual las células se encuentran polarizadas.  

 

3.7.1. Cinética de polarización 

 

Para el estudio de la cinética de polarización se empleó la marcación de la actina con la sonda 

faloidina para poder evaluar por microscopía confocal la distribución de la misma durante la 

polarización.  

 

En una placa de 12 pozos, se sembraron 5x10
5
 células por pozo, conteniendo vidrios de 13 mm de 

diámetro. Luego de alcanzada la confluencia, se realizó la marcación de la actina en las células con 

Texas Red®-X Phalloidin (Invitrogen) a los 4, 7, 11, 14 y 19 días. Se utilizaron células no confluentes 

como control. 

 

Brevemente, se retiró el medio de cultivo y se lavó dos veces con 200 μL de PBS 1X. Posteriormente 

se fijaron las células con 4% de PFA por 10 min a TA y se permeabilizaron con PBS 1X-Tween 0,2% 

realizando dos a tres lavados por 5 min a TA. Para la marcación, se utilizó una dilución 1:100 de 

Texas Red®-X Phalloidin y se incubaro n las células por media hora a TA. Luego se realizaron dos 

lavados con PBS 1X. Asimismo, se marcó el núcleo celular con la sonda DAPI, para lo cual, luego de 

la marcación de la actina, se procedió a incubar las células con una dilución 1:1000 de DAPI por 10 
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min a TA. Luego de la marcación, se procedió a montar el vidrio con las células en un porta objetos 

utilizando el reactivo ProLong® Gold reagent (Invitrogen). Los preparados se observaron luego de 24 

h en el microscopio confocal utilizando los láseres 360-370 nm para DAPI y 530-550 nm para detectar 

la actina. 

 

3.7.2. Caracterización preliminar de la línea Caco-2-pNF-κB-hrGFP polarizada 

 

Se procedió a realizar una caracterización de la línea celular Caco-2-pNF-κB-hrGFP polarizada. En 

una placa de 48 pozos, se sembraron 8x10
4
 células por pozo y se mantuvieron en cultivo durante 21 

días realizando cambios de medio de cultivo cada dos días. Pasado este tiempo, las células fueron 

estimuladas durante 48 h con LPS (10 μg/mL), IL-1β (0,0016 ng/mL, 0,04 ng/mL, 1 ng/mL y 10 ng/mL) 

y TNF-α (0,05 ng/mL, 0,8 ng/mL, 12,5 ng/mL y 100 ng/mL). Finalmente, se evaluó la activación de NF-

κB por citometría de flujo. 

 

3.8. Evaluación preliminar de las líneas reporteras 

 

Se desafió el sistema con agentes con propiedades inmunomoduladoras reportadas en otros modelos 

celulares, como ser un ácido graso y microorganismos. El ácido graso utilizado es un nitroalqueno 

derivado del ácido oleico, OA-NO2 (esterified nitrooleate). Está reportado en la literatura que dicho 

ácido graso, es capaz de modular negativamente la activación del factor NF-κB en la línea celular de 

macrófagos murino RAW-264.7 (47). 

 

Por otro lado, se desafiaron las células reporteras con microorganismos que presentan efectos 

inmunomoduladores reportados en células dendríticas, como ser Lactobacillus reuteri ATCC 23272 

(57-60) y Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (58,61,62). Paralelamente, se ensayó la bacteria 

Escherichia coli DH5-α (sin capacidad inmunomoduladora reportada) como control negativo. 

 

Para el compuesto lipídico, se realizó un ensayo en el que se sembraron en una placa de 96 pocillos 

5x10
4
 células por pozo para el clon de la línea HT-29-pNF-B-hrGFP. Se realizó una pre-incubación 

de 2 h con el ácido graso (5 μM) en células sin estimular y estimuladas con TNF-α (3 ng/mL). Se 

evaluó la activación del factor de transcripción NF-κB a las 24 h por citometría de flujo. 

 

Por otra parte, se sembraron en una placa de 48 pozos 1x10
5
 células por pozo del clon de la línea 

Caco-2-pNF-κB-hrGFP. Se realizó una pre-incubación de 2 y 18 h con el ácido graso (5 μM) en 

células sin estimular y estimuladas con TNF-α (3 ng/mL). Se evaluó la activación del factor de 

transcripción NF-κB a las 48 h por citometría de flujo. 
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Se realizaron co-cultivos de las cepas bacterianas con la línea celular reportera Caco-2-pNF-κB-

hrGFP, sembrando 8x10
4
 células por pozo en una placa de 48 pozos. Luego de 48 h, se realizó una 

pre-incubación de las células durante 2 h con las bacterias. Luego se adicionó el estímulo pro-

inflamatorio y el antibiótico gentamicina para evitar el sobrecrecimiento bacteriano. Se evaluó la 

activación del factor de transcripción NF-κB a través de la expresión de GFP, medida por citometría 

de flujo. Para ello, se realizaron dos subcultivos al 1% partiendo de las cepas congeladas utilizando el 

medio MRS para L. reuteri y L. plantarum (37°C, sin agitación) y TSB para E. coli DH5α (37°C, 220 

rpm). El día del co-cultivo, las bacterias fueron lavadas dos veces con PBS 1X (4000g por 5 min) y se 

midió la absorbancia a 570 nm utilizando el lector de placas de Elisa, Multiskan EX Microplate 

Photometer (Thermo Scientific). Luego, utilizando las curvas de correlación (Abs 570 nm vs. UFC/mL) 

de cada bacteria, se determinó la concentración de la suspensión bacteriana y se ajustó de manera 

de tener una relación bacteria: célula eucariota de 50:1, una MOI (del inglés, Multiplicity of Infection) 

de 50. Se incubaron por un período de dos horas sin antibiótico y posteriormente se adicionó 

gentamicina y TNF-α o IL-1β, dependiendo del caso. Se incubaron por 48 h a 37°C en atmósfera 

húmeda con 5% de CO2 y se evaluó la expresión de la proteína GFP por citometría de flujo. 

 

3.9. Análisis estadístico 

 

Los datos se reportan como la media +/- el desvío estándar (SD). Cada condición fue realizada por 

triplicado, con la excepción de aquellos casos donde se especifiquen otras condiciones. Para la 

comparación entre distintos factores y su interacción, se utilizó el ANOVA bifactorial y para la 

comparación con un factor sólo y su control, se utilizó el análisis estadístico ANOVA unifactorial, 

asumiendo distribución normal. Se consideraron diferencias estadísticamente significativas aquellas 

que presentaron un valor P < 0.05. Se trabajó con el software GraphPad Prism versión 5.01 demo 

para el análisis. 
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4. Resultados Obtenidos 

 

4.1. Generación de la línea celular reportera Caco-2-pNF-κB-hrGFP 

 

4.1.1. Plásmido pNF-κB-hrGFP 

 

Para la amplificación del plásmido a utilizar, se transformaron bacterias E.coli DH5-α 

quimiocompetentes, tal como se describió en Metodología. Se seleccionaron cuatro colonias producto 

de la transformación y se realizó la purificación plasmídica de cada uno de ellos para confirmar la 

presencia del plásmido. Luego, se seleccionó un clon y se procedió a amplificarlo para obtener 

cantidad suficiente para su uso posterior. La concentración del plásmido obtenido luego de la 

purificación, fue de 2836 ng/µL. 

 

Dado que el plásmido linealizado se integra de manera más eficiente al genoma celular que el 

plásmido circular, se realizó una linealización del mismo con la enzima NheI. Luego de la digestión y 

purificación a partir de un gel de agarosa, se obtuvo una concentración de 124 ng/μL. En la Figura 5 

se observa que el plásmido linealizado presenta una mayor migración con respecto al circular y tiene 

el tamaño indicado (7,3 kilobases). 

 

 

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa del plásmido pNF-κB-hrGFP circular y linealizado. La 

linealización se realizó con la enzima NheI (NEB). Carril 1: Marcador de peso molecular GeneRuler
TM

 de 1 kb 
(Fermentas - #SM0311). Carril 2: pNF-κB-hrGFP circular. Carril 3: pNF-κB-hrGFP linealizado. 

  

250

500

750

1000

1500
2000

3000

4000

6000
8000

10000

1       2        3



35 

4.1.2.  Curva de sensibilidad al antibiótico de selección 

 

Se estudió la sensibilidad de la línea parental Caco-2 a la higromicina en un rango de 

concentraciones de 25 – 300 μg/mL. Al cabo de dos semanas, se observó muerte total en las 

concentraciones mayores a 50 µg/mL. Por este motivo, se eligió 50 μg/mL para continuar con el 

trabajo. 

 

4.1.3. Puesta a punto de las condiciones de transfección de la línea Caco-2 

 

Con el fin de poner a punto las condiciones de transfección de la línea celular Caco-2, se utilizaron 

varios reactivos transfectantes y el plásmido pIRES2-AcGFP1, el cual posee el gen de la proteína 

GFP como reportera y la ventaja que la expresión de GFP es constitutiva. Se utilizaron tres reactivos 

transfectantes, PEI, Lipofectamine®2000 y Lipofectamine®LTX, con una relación ADN:lípido 1:2,5. Se 

evaluó la eficiencia de transfección por citometría de flujo luego de 48 h (Figura 6). Para el caso de 

PEI se obtuvo un 2% de células GFP
+
 y un 6% para Lipofectamine®2000. La mayor eficiencia se 

logró con el reactivo Lipofectamine®LTX, la cual fue de un 15%. Sin embargo, con este reactivo se 

observó una mayor toxicidad celular (25%), comparando con el reactivo PEI (5%) y 

Lipofectamine®2000 (10%). 
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Figura 6. Comparación de distintos reactivos transfectantes en células Caco-2 con el plásmido pIRES2-
AcGFP1.  Gráfico de SSC vs FSC (A) y Ancho de pulso (Pulse Width) vs FSC (B) con las regiones R1 y R2 de 

interés. Gráfico de puntos indicando la expresión de GFP vs PI de la población de interés (C, D, E y F). La región 
R3 corresponde a las células vivas GFP

+
 y la R8 a las células no viables en la población seleccionada. (C) 

Células sin transfectar. Células transfectadas con: PEI (D), Lipofectamine®2000 (E) y Lipofectamine®LTX (F). 
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4.1.4. Transfección de la línea Caco-2 con el plásmido pNF-κB-hrGFP 

 

Debido a que de los tres reactivos transfectantes utilizados, el reactivo Lipofectamine®LTX fue el que 

mostró una mayor eficiencia de transfección transitoria. Se continuó trabajando con él para obtener la 

línea estable Caco-2-pNF-κB-hrGFP. Se realizó una transfección con el plásmido lineal y otra con el 

plásmido circular, y 48 h post-transfección se comenzó con el proceso de selección con higromicina, 

a una concentración de 50 μg/mL. Luego de dos meses de selección, se evaluó el porcentaje de 

células GFP
+
 frente a los estímulos pro-inflamatorios TNF-α e IL-1β. 

 
En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos para ambas transfecciones luego del período de 

selección. Cuando se utilizó el plásmido circular, un 20% de células expresaron GFP en respuesta al 

estímulo, con un 5% de señal inespecífica (células sin estimular). Por otro lado, la transfección con el 

plásmido lineal, mostró un 37% de células GFP
+
, sin embargo, se observó un 13% de expresión de 

GFP en las células sin estimular. Estos resultados muestran que la incorporación del plásmido lineal 

al genoma celular fue más eficiente.  

 

 
 
Figura 7. Comparación de líneas celulares generadas empleando Lipofectamine®LTX y el plásmido 
circular (A, B) o linealizado (C, D). Gráfico de puntos indicando la expresión de GFP en función del tamaño 
celular de la población de interés. Células sin estimular (A, C). Células estimuladas con TNF-α (50 ng/mL) e IL-1β 
(25 ng/mL) (B, D). 
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Con el objetivo de aumentar el porcentaje de células que respondan al estímulo y lograr disminuir el 

porcentaje de señal inespecífica, se empleó la electroporación como técnica para la incorporación del 

ADN plasmídico. Se comenzó con el proceso de selección cinco días post-incorporación del ADN 

plasmídico y se continuó por un mes. En este caso, se obtuvo un 21% de células GFP
+
 luego de ser 

estimuladas, con un 3,5% de señal inespecífica (Figura 8).  

 

 
 
Figura 8. Línea celular generada empleando electroporación y el plásmido circular. Gráfico de puntos 

indicando la expresión de GFP en función de la marcación con PI de la población de interés. Células sin 
estimular (A). Células estimuladas con TNF-α (50 ng/mL) e IL-1β (25 ng/mL) (B). 

 

4.1.5. Enriquecimiento celular y generación de clones 

 

Con el objetivo de aumentar el porcentaje de células que responden a los estímulos pro-inflamatorios 

utilizados (medida por la expresión de GFP) se realizaron distintas metodologías de enriquecimiento 

celular utilizando un separador celular. Una de ellas se basó en descartar las células que no 

expresaron GFP luego de recibir el estímulo pro-inflamatorio. Esta aproximación se utilizó en las 

células transfectadas con el plásmido circular. La otra metodología, constó en dos separaciones 

celulares sucesivas. Una primera separación, se basó en la selección de células que no expresaron 

GFP en ausencia de un estímulo pro-inflamatorio y una segunda separación, donde se seleccionaron 

aquellas células que expresaron GFP en presencia del estímulo pro-inflamatorio. De esta manera, se 

logra reducir de manera estadísticamente significativa la expresión inespecífica de la proteína GFP. 

Esta estrategia se utilizó para las células transfectadas con el plásmido lineal. 

 

4.1.5.1. Transfección con el plásmido circular 

 

Las células transfectadas con el plásmido circular, fueron enriquecidas mediante el criterio de 

expresión de GFP en presencia del estímulo pro-inflamatorio. Éstas fueron posteriormente 

amplificadas y congeladas. Una vez que se contó con el pool de clones, se procedió a realizar la SCD 

para la generación de clones dispensando una célula por pozo utilizando el separador celular MoFlo 
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Legacy. Esta metodología realiza la deposición de una célula por pozo en una placa de 96 pocillos. 

Como criterio de selección, se empleó la región que contenía a las células que expresaron GFP luego 

de ser estimuladas. Las células así sembradas, fueron crecidas y amplificadas gradualmente a los 

formatos de placa más grandes, hasta alcanzar el formato de botella de 25 cm
2
 y realizando los 

cambios de medio necesarios. Una vez alcanzada dicha escala, se procedió a criopreservar cada 

clon y a evaluar individualmente su capacidad de respuesta por citometría de flujo. 

 

De la placa de 96 pocillos, se lograron amplificar a un formato de 48 pozos, 10 clones. Sin embargo, 

de esos 10 clones, se lograron criopreservar únicamente cuatro clones (Tabla 1). Durante el proceso 

de amplificación se evaluaron por citometría de flujo dichos clones (sin estimular) y se continuó 

trabajando con aquellos que no expresaban GFP en ausencia del estímulo pro-inflamatorio o lo 

hacían en proporciones muy bajas. 

 

4.1.5.2. Transfección con el plásmido linealizado 

 

Por otro lado, se realizó el enriquecimiento de la línea celular transfectada con el plásmido 

linealizado. Debido al alto porcentaje de células con señal inespecífica, se optó por comenzar 

realizando un sorting en donde la población de interés fueron las células negativas, aquellas que en 

ausencia del estímulo pro-inflamatorio no expresaron GFP. Previo al sorting, un 11% de células 

expresaban GFP en ausencia del estímulo (Figura 9A). Luego del enriquecimiento, ese porcentaje de 

inespecificidad disminuyó a un 0,1% (Figura 9B).  

 

 
  

Figura 9. Primer enriquecimiento celular de la línea Caco-2-pNF-κB-hrGFP transfectada con el plásmido 
lineal. Se realizó un enriquecimiento de la fracción celular que no expresa GFP en ausencia de los estímulos 

pro-inflamatorios. Gráfico de puntos de la complejidad celular (SS Lin) en función de la expresión de GFP. (A) 
Pre enriquecimiento. (B) Post enriquecimiento. El recuadro verde indica la fracción celular que fue enriquecida. 
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Estas células fueron amplificadas y criopreservadas. Luego de unas semanas en cultivo, se realizó 

una estimulación de las células con TNF-α durante 48 h y posteriormente se enriqueció la población 

que respondió (GFP
+
, 13%). Debido a que la recuperación que se obtuvo luego de la separación 

celular fue muy baja, no fue posible determinar la pureza de la población post-sorting. 

 
Luego de realizados los dos enriquecimientos (pool de clones), los clones fueron amplificadas y 

criopreservadas. Posteriormente, se estudió la activación de NF-κB realizando una estimulación con 

el estímulo pro-inflamatorio TNF-α. Luego de 48 h se evaluó por citometría de flujo su respuesta 

utilizando PI para determinar viabilidad celular. Como se muestra en la Figura 10, en ausencia del 

estímulo se observó un 5% de células GFP
+
 mientras que en las células que fueron estimuladas se 

oservó un 50%. El aumento en la señal inespecífica en comparación con el valor obtenido luego del 

sorting (0,1%) puede deberse a que se trabajó con un pool de clones que durante el proceso de 

amplificación pudo haber sobrecrecido una población con mayor señal inespecífica. 

 
 
Figura 10. Análisis de la línea celular Caco-2-pNF-κB-hrGFP transfectada con el plásmido linealizado 
luego de los dos enriquecimientos. Gráfico de puntos indicando la expresión de GFP en función de la 
marcación con PI de la población de interés. (A) Células sin estimular. (B) Células estimuladas con TNF-α (50 

ng/mL). 

 
En la Figura 11 se muestra una comparación entre las células Caco-2-pNF-κB-hrGFP transfectadas 

con el plásmido linealizado luego de realizar los dos enriquecimientos celulares sucesivos. Las 

células fueron evaluadas en presencia/ausencia del estímulo pro-inflamatorio (TNF-α). Se logró 

reducir el porcentaje de GFP inespecífico (de 18% a 5%), así como se consiguió aumentar la cantidad 

de células que responden al estímulo (50% frente a 45%) (Figura 11B). Asimismo, en las células 

estimuladas se observaron dos poblaciones con una intensidad de fluorescencia correspondiente a 

una expresión de GFP más homogénea. Cabe destacar que la señal específica de GFP (diferencia 

entre porcentaje de células GFP (+) en presencia del estímulo y en ausencia del estímulo), se amplió 

luego del enriquecimiento (45% contra 27%), lo que brinda un mayor rango dinámico de trabajo. 
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Figura 11. Comparación entra la capacidad de respuesta de las células Caco-2-pNF-κB-hrGFP previo (A) y 
luego de ambos enriquecimientos celulares (B). Las células fueron estimuladas con TNF-α, 50 ng/mL por 48 h 

y posteriormente evaluadas por citometría de flujo. Los gráficos de puntos representan fluorescencia de GFP 
(GFP Log) en función del tamaño celular (FS Lin). El histograma indica la frecuencia para cada valor de 
intensidad de fluorescencia de GFP.  

 
Luego de ambas separaciones celulares, se procedió a la generación de clones por el método de DL. 

Considerando que esta metodología presenta una baja eficiencia y tiene un elevado error asociado, 

debido al recuento celular y a las altas diluciones, se realizó una placa sembrando 1 célula/pozo y 

otra de 5 células/pozo. Transcurridas dos semanas, se observaron ambas placas al microscopio y se 

seleccionaron para continuar trabajando, únicamente aquellos pozos que contenían una única célula. 

 

De la clonación por DL de 5 células/pozo se lograron amplificar desde la placa de 96 pocillos a una de 

48 pozos, nueve clones. Sin embargo, cuatro de ellos no respondieron frente a los estímulos pro-

inflamatorios. Por lo que finalmente se obtuvieron cinco clones (Tabla 1) los cuales fueron 

criopreservados. 

 

Por otro lado, de la clonación por DL con 1 célula/pozo lograron alcanzar el formato de 48 pozos, 12 

clones. Sin embargo, siete de ellos detuvieron su crecimiento y no fue posible expandirlos a partir de 

este formato, por lo que se continuó trabajando con los restantes clones. Estos cinco clones (Tabla 1) 

fueron evaluados por citometría de flujo y criopreservados.  
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4.1.5.3. Electroporación 

 

Las células que fueron electroporadas se estimularon con TNF-α e IL-1β y a las 48 h se realizó el 

enriquecimiento celular. Se logró determinar la pureza, y así, la eficiencia del sorting. Previo al 

enriquecimiento había un 7% de células que respondieron al estímulo (GFP
+
), y luego de enriquecer 

ese porcentaje aumentó a un 92% (Figura 12). Sin embargo, en los subsecuentes pasos de 

amplificación estas células no prosperaron y murieron. 

 

 
 

Figura 122. Enriquecimiento celular de la línea Caco-2-pNF-κB-hrGFP obtenida por electroporación con el 
plásmido circular. Las mismas fueron estimuladas con TNF-α (50 ng/mL) e IL-1β (25 ng/mL) y a las 48 h, se 

realizó el enriquecimiento. Gráfico de puntos de la complejidad celular (SS Lin) en función de la expresión de 
GFP. Previo al enriquecimiento (A) y post-enriquecimiento (B). El recuadro verde indica la fracción celular que 
fue enriquecida. 

 

4.1.6. Selección de clones 

 

Para la elección de los mejores clones se consideraron los siguientes parámetros: porcentaje de 

expresión de GFP inespecífico, porcentaje de expresión de GFP en respuesta al estímulo pro-

inflamatorio y la diferencia entre ambos (señal específica). Asimismo, se tuvo en cuenta su velocidad 

de crecimiento. En la Tabla 1 se muestra un resumen de los clones obtenidos con las distintas 

metodologías y se resaltan en gris aquellos que fueron seleccionados para continuar con los estudios 

de caracterización.  

 

Se observó que aquellos clones que se obtuvieron a partir de las dos separaciones celulares 

sucesivas, presentaron menor porcentaje de expresión inespecífica de GFP. Se eligieron los clones 

C3 y D5 (obtenidos a partir de la estrategia de clonación por DL, 1 célula/pozo), C2 (obtenido 

sembrando 5 células/pozo) y C3 (aislado mediante el método de SCD). 
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Tabla 1. Resumen de los 14 clones estudiados, obtenidos a partir de las diferentes metodologías de 
clonado. Se muestra el porcentaje de células GFP

+
 en ausencia y presencia del estímulo y la diferencia entre 

ambos (señal específica). Los clones resaltados en gris son los que fueron seleccionados.  

 

Clon 
% de células GFP

+
 

Señal específica 
Sin estímulo Con estímulo 

Dilución Límite (1 célula/pozo) 

C3 20,5 77,4 56,9 

D5 15,9 61,2 45,3 

F2 17,5 50,6 33,1 

B10 1,8 10,3 8,5 

C2 3,9 31,5 27,6 

Dilución Límite (5 células/pozo) 

E2 9,0 25,0 16,0 

C2 6,3 49,1 42,8 

D4 1,7 17,6 15,9 

E3 13,1 38,4 25,3 

E7 10,6 33,4 22,8 

Single Cell Deposition 

C3 14,4 73,7 59,3 

D3 39,7 79,2 39,5 

B8 46,0 83,7 37,7 

E2 33,8 80,9 47,1 

 

Los cuatro clones seleccionados fueron evaluados nuevamente en simultáneo. En la Figura 13, se 

pueden observar los gráficos de citometría de flujo obtenidos para estos cuatro clones. En todos los 

casos, el porcentaje de expresión inespecífica de GFP fue menor a 10%. La expresión específica de 

GFP fue similar o superior a la obtenida en el ensayo resumido en la Tabla 1 (D5 DL, C2 DL y C3 

SCD). Particularmente, para el clon C3 DL se obtuvo un elevado porcentaje de células muertas con la 

consecuente disminución en la expresión específica de GFP (de 56,9% a 39%). Basándonos en esta 

evaluación, se decidió seguir trabajando con el clon C3 SCD y el clon D5 DL de 1 célula/pozo, dado 

que existe una mayor probabilidad que haya derivado de una única célula (clonalidad segura), y 

además la señal inespecífica que este mostró fue baja (15,9%).  
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Figura 13. Análisis comparativo de la capacidad de respuesta frente al estímulo de los cuatro clones 
seleccionados. Gráfico de puntos indicando la expresión de GFP en función de la marcación con PI de la 

población de interés. La región R3 corresponde a las células vivas GFP
+
 en la población estudiada y la R8 a las 

células no viables. Células sin estimular (A, C, E, G) y células estimuladas con TNF-α (50 ng/mL) (B, D, F, H). 

Clon C3 DL 1 cél/pozo (A, B). Clon D5 DL 1 cél/pozo (C, D). Clon C2 DL 5 cél/pozo (E, F). Clon C3 SCD (G, H). 
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4.2. Caracterización de la línea celular reportera Caco-2-pNF-B-hrGFP 

 

4.2.1. Caracterización del pool de clones 

 

Como primera instancia de caracterización se estudió el pool de clones de la línea Caco-2-pNF-κB-

hrGFP mientras se generaban y amplificaban los clones individuales. Se evaluó la cinética de 

respuesta frente al estímulo pro-inflamatorio TNF-α a distintos tiempos (3, 18, 24 y 48 h). Como se 

observa en la Figura 14, a partir de las 18 h se evidencia un aumento en el porcentaje de células 

GFP
+
 el cual continuó aumentando hasta las 48 h. Se seleccionó el tiempo de 48 h para utilizar en los 

siguientes ensayos. Sin embargo, al no haber evaluado tiempos posteriores no podemos afirmar si el 

porcentaje de células GFP
+
 continúa aumentando o si se mantiene constante. 

 
 
Figura 14. Cinética de activación de NF-κB del pool de clones de la línea Caco-2-pNF-κB-hrGFP. Las 
células fueron expuestas a un estímulo pro-inflamatorio (50 ng/mL de TNF-α) y se evaluó la expresión de GFP 

por citometría de flujo a diferentes tiempos post-estimulación (3, 18, 24 y 48 h). 

 
Posteriormente, se procedió a realizar las curvas de dosis-respuesta luego de exponer a las células 

durante 48 h a los estímulos: TNF-α (0,4 – 50 ng/mL), IL-1β (0,008 – 5 ng/mL) y LPS (1 y 10 µg/mL). 

En la Figura 15 se muestran las curvas de dosis-respuesta de TNF-α y de IL-1β. Se observa que el 

porcentaje de células GFP
+
 aumenta a medida que aumenta la concentración de TNF-α, no 

habiéndose alcanzado la concentración de saturación en las condiciones ensayadas (Figura 15A). 

Para el estímulo IL-1β, se alcanzó el máximo porcentaje de células que expresan GFP a la 

concentración de 1 ng/mL (Figura 15B). Para el caso de LPS se logró una baja activación del factor 

de transcripción NF-κB a las dos concentraciones evaluadas en comparación con los otros estímulos 

empleados (Figura 16). Sin embargo, la diferencia es estadísticamente significativa. 
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Figura 15. Curva dosis-respuesta frente a TNF-α (A) e IL-1β (B) del pool de clones de la línea Caco-2-pNF-
κB-hrGFP. Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de TNF-α (0,4 – 50 ng/mL) y de IL-1β 

(0,008 – 5 ng/mL). Se evaluó la expresión de GFP por citometría de flujo a las 48 h. 

 

 

Figura 163. Curva dosis-respuesta frente a LPS del pool de clones de la línea Caco-2-pNF-κB-hrGFP. Las 

células fueron expuestas a diferentes concentraciones de LPS (1 y 10 μg/mL) y se evaluó la expresión de GFP 
por citometría de flujo a las 48 h. *: aumento estadísticamente significativo respecto al control sin estimular. p < 
0,05. 

 

4.2.2. Caracterización de los clones de Caco-2-pNF-κB-hrGFP 

 

Una vez obtenidos y seleccionados los clones de Caco-2-pNF-κB-hrGFP se realizó la caracterización 

de los mismos. Se trabajó por un lado con el clon D5 proveniente de la transfección con el plásmido 

linealizado y su obtención a partir del método de DL de 1 célula/pozo, y por otro lado con el clon C3 

proveniente de la transfección con el plásmido circular y la generación del mismo por el método de 

SCD. 

 

Se comenzó estudiando la cinética de respuesta frente al estímulo TNF-α analizando a diferentes 

tiempos (18, 24, 48, 72, 96 y 144 h); (Figura 17). Para el clon C3 SCD se observó expresión de GFP 

a partir de las 18 h, siendo el máximo porcentaje de expresión a las 96 h. Para el clon D5 DL se 
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observó un aumento de GFP conforme transcurre el tiempo, detectándose la mayor expresión a las 

144 h. A las 48 h ambos clones mostraron un alto porcentaje de células que expresan GFP (72 ± 1,0 

% clon C3 SCD y 39 ± 0,3 % clon D5 DL, p<0,05). Considerando que se planea utilizar este sistema 

como herramienta de screening, es importante que el ensayo sea lo más corto posible y permita notar 

diferencias entre las condiciones control y estimulado. Es interesante notar que el clon C3 SCD no 

sólo presentó un mayor porcentaje de células GFP
+
, sino que también a las 48 h presentó una MIF 

mayor que el clon D5 DL (41 ± 0,9 vs 24 ± 0,8, p<0,05).  

 

 

Figura 17. Cinética de activación de NF-κB mediada por TNF-α evaluada por la expresión de GFP del clon 
C3 SCD (celeste) y del clon D5 DL (azul) de la línea reportera Caco-2-pNF-κB-hrGFP. Las células fueron 
expuestas a un estímulo pro-inflamatorio (50 ng/mL de TNF-α). Se evaluó la expresión de GFP por citometría de 

flujo a diferentes tiempos post-estimulación (18, 24, 48, 72, 96 y 144 h). No se registró el valor correspondiente al 
clon D5 DL a las 18 h. 

 
Paso seguido se realizaron las curvas de dosis-respuesta frente a TNF-α (0,05 – 100 ng/mL) (Figura 

18A) e IL-1β (0,0016 – 10 ng/mL) (Figura 18B), evaluando la expresión de GFP a las 48 h por 

citometría de flujo. Para el estímulo TNF-α se observó una respuesta diferencial, la cual fue dosis-

dependiente. Se pudo determinar la dosis del estímulo que produce el equivalente al 50% de la 

respuesta máxima (IC50) obtenida para ambos clones. Para el clon D5 DL fue de 10 ng/mL, mientras 

que para el clon C3 SCD fue de 5 ng/mL. El clon C3 SCD presentó una mayor respuesta que el clon 

D5 DL frente a la misma concentración de estímulo. Por otro lado, frente al estímulo IL-1β, se observó 

que ambos clones respondieron de forma dosis-dependiente con igual sensibilidad (misma pendiente 

en la gráfica), siendo la IC50 igual a 0,2 ng/mL para ambos clones. 

 

Debido a que el clon C3 SCD presentó un máximo de expresión a las 48 h y el clon D5 DL a las 144 

h, se optó por evaluar la respuesta frente a LPS (1 y 10 µg/mL) únicamente con el clon C3 SCD. Si 

bien el porcentaje de señal específica obtenido fue muy bajo (6,4 ± 0,8 % y 6,7 ± 0,2 % con un p<0,05 

para 1 y 10 µg/mL, respectivamente) en comparación con los otros estímulos ensayados, esta 

respuesta fue estadísticamente significativa. 
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Figura 18. Curva dosis-respuesta frente a TNF-α (A) y frente a IL-1 β (B) del clon C3 SCD (celeste) y del 
clon D5 DL (azul). Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de TNF-α (0,05 – 100 ng/mL) y de 

IL-1β (0,0016 – 10 ng/mL). Se evaluó la expresión de GFP por citometría de flujo a las 48 h. 

 

4.3. Polarización de la línea celular Caco-2-pNF-κB-hrGFP 

 

Una ventaja de la línea celular Caco-2 es que puede polarizarse presentando características similares 

a los enterocitos, como ser borde en cepillo y ubicación basal del núcleo. Para evaluar la polarización, 

se utilizó la marcación de actina para ver su distribución en las células y además una marcación 

nuclear. 

 

Se realizó la tinción de las células a los 4, 7, 11, 14 y 19 días post-confluencia. Se visualizaron en el 

microscopio confocal y se obtuvieron imágenes en distintos planos Z. En la Figura 19 se muestran las 

células sin polarizar y las ecélulas polarizadas transcurridos los 19 días post-confluencia. Se observa 

la distribución de actina y la localización del núcleo en las células sin polarizar (Figura 19A) y en la 

región basal (Figura 19B) y en la apical (Figura 19C) de las células polarizadas. Del análisis de las 

imágenes se observa cómo la distribución de actina se modificó, concentrándose en los bordes y 

asemejándose a un borde en cepillo. Además se logró visualizar la posición del núcleo en la cara 

basal de las células.  

 

A partir del día 11 las células comenzaron a formar el borde en cepillo con un cambio notorio en la 

distribución de la actina. Además, se evidenció una traslocación del núcleo hacia la región basal de 

las células. Al día 19, las mismas se encontraron prácticamente en su totalidad polarizadas, 

presentando un diferenciado borde en cepillo. Es por este motivo que se decidió tomar como tiempo 

óptimo de polarización entre los 19 y 22 días. 
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Figura 19. Imágenes de microscopía confocal de las células Caco-2-pNF-κB-hrGFP clon C3 SCD 
polarizadas en el día 19. Células sin polarizar (20X) (A), Células transcurridos los 19 días de polarización en la 

cara basal (60X) (B) y en la cara apical (60X) (C). Se utilizaron los láseres de excitación 505 nm para visualizar 
los núcleos (DAPI, azul) y el de 594 nm para actina (rodamina, rojo). Barra de escala = 10 μm.  

  

Una vez que se obtuvieron las células polarizadas, se procedió a evaluar su capacidad de respuesta 

frente a los distintos estímulos pro-inflamatorios: TNF-α (0,05 ng/mL, 0,8 ng/mL, 12,5 ng/mL, 100 

ng/mL), IL-1β (0,0016 ng/mL, 0,04 ng/mL, 1 ng/mL, 10 ng/mL) y LPS (10 μg/mL) luego de 48 h. Los 

resultados se muestran en la Figura 20 donde también se muestran los resultados obtenidos con la 

línea celular sin polarizar. En ambas curvas se observó que luego de estar polarizadas también 

responden de forma dosis-dependiente frente a los estímulos TNF-α e IL-1β. Sin embargo, la 

respuesta frente al estímulo LPS no fue estadísticamente significativa (Figura 20C). A partir de este 

ensayo se pudo determinar que las células sin polarizar presentaron una mayor respuesta frente a los 

estímulos TNF-α e IL-1β que las células polarizadas. 
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Figura 20. Comparación de las curvas dosis-respuesta para TNF-α (A), IL-1β (B) y LPS (C) en células 
polarizadas (celeste) y células sin polarizar (azul) del clon C3 SCD. Las mismas fueron expuestas a 
diferentes concentraciones de TNF-α (0,05 – 100 ng/mL), IL-1β (0,0016 – 10 ng/mL) y de LPS a 10 μg/mL. Se 

evaluó la expresión de GFP por citometría de flujo a las 48 h. *: aumento estadísticamente significativo de las 
células sin polarizar estimuladas con respecto al control sin estimular de las células sin polarizar. p < 0,05. 
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4.4. Caracterización de la línea celular reportera HT-29-pNF-κB-hrGFP 

 

4.4.1. Caracterización de los clones de HT-29-pNF-κB-hrGFP 

 

Para los estudios de caracterización, se seleccionaron dos clones de la línea reportera HT-29-pNF-

κB-hrGFP previamente generados en la Unidad de Biología Celular: clones E5 SCD y F6 DL, 

clonados mediante la estrategia de SCD y DL (1 célula/pozo), respectivamente. Para la selección de 

los mismos, se emplearon idénticos criterios que para los clones de Caco-2-pNF-κB-hrGFP. 

 

La cinética de activación de NF-κB se realizó utilizando TNF-α a distintos tiempos (18, 24, 48, 72 y 96 

h) y se evaluó la respuesta por citometría de flujo (Figura 21). El clon E5 SCD presentó un máximo 

porcentaje de expresión de GFP a las 24 h, mientras que para el clon F6 DL se observó a las 48 h. 

Sin embargo, para ambos clones se seleccionó como tiempo de lectura a las 24 h, para la posterior 

utilización en los diferentes ensayos in vitro. Al ser un sistema utilizado como herramienta de 

screening, se busca reducir el tiempo del ensayo y en este caso a las 24 h ya se observó un alto 

porcentaje de células que expresan GFP en respuesta al estímulo (97 ± 0,6 % para E5 SCD y 71  ± 

13,4 % para F6 DL, p<0,05). Para este tiempo se observó que la MIF del clon E5 SCD fue mayor que 

la del clon F6 DL, siendo 83 ± 12,5 y 15 ± 2,5, respectivamente (p<0,05). 

 

Figura 21. Cinética de activación de NF-κB mediada por TNF-α evaluada por la expresión de GFP del clon 
E5 SCD (rosa) y del clon F6 DL (fucsia) de la línea reportera HT-29-pNF-κB-hrGFP. Las células fueron 
expuestas a un estímulo pro-inflamatorio (50 ng/mL de TNF-α). Se evaluó la expresión de GFP y la viabilidad 

celular por citometría de flujo a diferentes tiempos post-estimulación (18, 24, 48, 72 y 96 h). 

 

Por otro lado, se evaluó la respuesta frente a los estímulos: TNF-α (0,05 – 100 ng/mL), IL-1β (0,0016 

– 10 ng/mL) y LPS (1 y 10 µg/ml). Para el estímulo TNF-α, se observó una respuesta dosis-

dependiente diferencial en los dos clones, lográndose determinar que el rango entre 0,5-2,5 ng/mL 

corresponde a la porción lineal de la curva (Figura 22A). A partir de 3,13 ng/mL se observó saturación 

de la respuesta para el clon E5 SCD, mientras que para el clon F6 DL se observó a 12,5 ng/mL. 
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Asimismo, se observó que el clon E5 SCD fue el más sensible, dado que presentó la mayor pendiente 

en la gráfica. 

 

Con respecto al estímulo IL-1β (Figura 22B), se observó que el clon E5 SCD respondió de manera 

dosis-dependiente, alcanzándose la saturación del sistema a partir de 1 ng/mL. Se seleccionó la 

concentración de 0,2 ng/mL para utilizar en los siguientes ensayos. Para el clon F6 DL no se observó 

respuesta a concentraciones menores a 1 ng/mL y en el rango de 1-5 ng/mL se obtuvo un 10,5 ± 

4,1% (p<0,05) de señal específica de GFP. Se puede observar la misma tendencia entre el clon E5 

SCD y el F6 DL, en donde para las concentraciones 1-5 ng/mL ambos tienen el máximo porcentaje de 

células GFP
+
. Si bien para ese rango de concentraciones se ve un aumento estadísticamente 

significativo, el porcentaje de células GFP
+
 observado es muy bajo, por lo que no resultaría útil la 

implementación de esta línea reportera para ensayos de screening. 

 

Frente al estímulo pro-inflamatorio LPS (Figura 23), el clon E5 SCD no respondió mientras que el clon 

F6 DL presentó un aumento en el porcentaje de células GFP
+
 en las dos concentraciones evaluadas. 

 

 

Figura 22. Curva dosis-respuesta frente a TNF-α (A) e IL-1β (B) del clon E5 SCD (rosa) y del clon F6 DL 
(fucsia) de HT-29-pNF-κB-hrGFP. Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de TNF-α (0,05 – 
100 ng/mL) y de IL-1β (0,001 – 10 ng/mL) durante 24 h y se evaluó la expresión de GFP por citometría de flujo. 
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Figura 23. Curva dosis-respuesta frente a LPS del clon E5 SCD (rosa) y del clon F6 DL (fucsia) de HT-29-
pNF-κB-hrGFP. Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de LPS, 10 μg/mL y 1 μg/mL durante 

24 h y se evaluó la expresión de GFP por citometría de flujo. *: aumento estadísticamente significativo respecto 
al control sin estimular. p < 0,05. 

4.5. Comparación de ambas líneas reporteras 

 

Una vez que se contó con la caracterización de ambas línea reporteras, se procedió a hacer un 

análisis comparativo de las mismas. 

 

En primer lugar, se estudió la cinética de activación del factor de transcripción NF-B para los clones 

de HT-29-pNF-κB-hrGFP (E5 SCD y F6 DL) y Caco-2-pNF-κB-hrGFP (C3 SCD y D5 DL) (Figura 24). 

El tiempo de mayor expresión de los clones E5 SCD y F6 DL fue a las 24 h, por lo que se continuó 

trabajando con el mismo. Debido a que el clon C3 SCD presentó un máximo de expresión a las 48 h y 

el clon D5 DL a las 144 h, se optó por continuar trabajando exclusivamente con el clon C3 SCD 

(Caco-2-pNF-κB-hrGFP). 

  

si
n e

st
im

ula
r 1 10

0

20

40

60

80

100

* *

[LPS] (g/mL)

%
 c

é
lu

la
s

 G
F

P
 (

+
)



54 

 

Figura 24. Cinética de activación de NF-κB de los clones E5 SCD (rosa) y F6 DL (fucsia) de HT-29-pNF-κB-
hrGFP y C3 SCD (celeste) y D5 DL (azul) de Caco-2-pNF-κB-hrGFP. Las células fueron expuestas a un 
estímulo pro-inflamatorio (50 ng/mL de TNF-α). Se evaluó la expresión de GFP y la viabilidad celular por 

citometría de flujo a diferentes tiempos post-estimulación (18, 24, 48, 72, 96 y 144 h). No se registró el valor 
correspondiente al clon D5 DL a las 18 h y tampoco de los clones E5 SCD y F6 DL a las 144 h. 

 

Se realizó la comparación de las curvas de dosis-respuesta para los cuatro clones (Figura 25). Se 

observó que los clones derivados de la línea parental HT-29 (E5 SCD y F6 DL) presentaron una 

mayor respuesta frente a TNF-α que los clones derivados de la línea parental Caco-2 (C3 SCD y D5 

DL) (Figura 25A). Por otro lado, en la curva dosis-respuesta correspondiente a IL-1β se observa que 

los clones C3 SCD, D5 DL y E5 SCD responden de forma dosis-dependiente frente al estímulo con 

igual sensibilidad (misma pendiente en la gráfica de la Figura 25B) y límite de detección. Sin 

embargo, el clon F6 DL no respondió frente al estímulo IL-1β. Asimismo, se puede observar que el 

valor correspondiente a la dosis de IL-1β que produce el equivalente al 50% de la respuesta máxima 

obtenida (0,2 ng/mL) es aproximadamente el mismo en los clones C3 SCD, D5 DL (Caco-2-pNF-κB-

hrGFP) y E5 SCD (HT-29-pNF-κB-hrGFP).  

 

Por otro lado, y tal como se mostró previamente, los clones C3 SCD, D5 DL (Caco-2-pNF-κB-hrGFP) 

y el clon E5 SCD (HT-29- pNF-κB-hrGFP) no respondieron frente al estímulo pro-inflamatorio LPS, 

mientras que el clon F6 DL (HT-29- pNF-κB-hrGFP) sí logró responder de manera estadísticamente 

significativa. 
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Figura 25. Curva dosis-respuesta frente a TNF-α (A) e IL-1β (B) para los clones E5 SCD (rosa) y F6 DL 
(fucsia) de HT-29-pNF-κB-hrGFP y C3 SCD (celeste) y D5 DL (azul) de Caco-2- pNF-κB-hrGFP. Las células 
fueron expuestas a diferentes concentraciones de TNF-α (0,05 – 100 ng/mL) o IL-1β (0,0016 – 10 ng/mL). Se 
evaluó la expresión de GFP por citometría de flujo a las 24 h en los clones de HT-29-pNF-κB-hrGFP y a las 48 h 
en los clones de Caco-2- pNF-κB-hrGFP. 

 

4.6. Evaluación preliminar de las líneas reporteras 

 

En el punto anterior se demostró que las líneas reporteras generadas respondieron a estímulos pro-

inflamatorios en forma dosis-dependiente. Como siguiente paso se desafió el sistema con agentes 

reportados como moduladores de la activación del factor NF-κB. Por un lado se trabajó con un 

compuesto lipídico (nitroalqueno derivado del ácido oléico – OA-NO2 –) al cual se le describieron 

efectos inmunomoduladores negativos en la línea celular RAW-264.7 (47), y por otro lado con dos 

cepas de lactobacilos (Lactobacillus reuteri y Lactobacillus plantarum). Ha sido reportado que ambas 

bacterias tienen efectos negativos sobre la activación del factor de transcripción NF-κB (59,60). En 

particular, L. plantarum tiene la capacidad de mediar la vía de señalización de NF-κB en células 

Caco-2 (58). 

 

Se trabajó con el clon C3 SCD (Caco-2-pNF-κB-hrGFP) y con el clon F6 DL (HT-29-pNF-κB-hrGFP). 

El protocolo de desafío empleado para el clon F6 DL fue de una pre-incubación de 2 h con el 

compuesto lipídico, seguido de una estimulación con TNF-α y posterior evaluación de la respuesta a 

las 24 h por citometría de flujo (Figura 26). Se observó que el compuesto lipídico no logró disminuir de 

manera estadísticamente significativa la activación del factor NF-κB en presencia del estímulo 

utilizado, como ha sido reportado en la línea RAW-264.7 (47). 
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Figura 26. Análisis del efecto del compuesto lipídico OA-NO2 sobre el clon F6 DL de HT-29-pNF-κB-
hrGFP. El compuesto fue pre-incubado por 2 h y luego se colocó el estímulo pro-inflamatorio (TNF-α, 3 ng/mL) y 

se evaluó el porcentaje de GFP a las 24 h.  

 

Debido a que no se observó un cambio estadísticamente significativo, se evaluó un mayor tiempo de 

incubación del compuesto lipídico con el clon C3 SCD antes de la estimulación con TNF-α (Figura 

27). Basándose en lo reportado en la literatura, se realizaron dos tiempos diferentes de pre-

incubación con el compuesto lipídico (2 h y 18 h), previo a la adición del estímulo pro-inflamatorio 

(47). Se evaluó la respuesta a las 24 y 48 h de incubación. A las 24 h no se observaron diferencias en 

ninguno de los tratamientos en comparación con el control (datos no mostrados). Para el tiempo de 

48 h se observó que en la condición en presencia de OA-NO2 y TNF-α hubo un aumento 

estadísticamente significativo del porcentaje de células GFP
+
 respecto al control de células con TNF-α 

solo. La adición del compuesto sólo, no tuvo efecto sobre la activación de NF-κB y tampoco alteró la 

viabilidad celular (datos no mostrados). 

 

 

Figura 27. Análisis del efecto del compuesto lipídico OA-NO2 en el clon C3 SCD de Caco-2-pNF-κB-hrGFP. 
El compuesto fue pre-incubado 2 h (A) y 18 h (B), luego se realizó una estimulación con 3 ng/mL de TNF-α y se 

midió el porcentaje de células GFP
+
 a las 48 h por citometría de flujo. *: aumento estadísticamente significativo 

con respecto a TNF-α. p < 0,05. 
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Por otro lado, se desafiaron las células reporteras (Caco-2-pNF-κB-hrGFP clon C3 SCD) frente a los 

microorganismos Lactobacillus reuteri, Lactobacillus plantarum y Escherichia coli DH5-α (Figura 28). 

En ensayos previos del laboratorio, utilizando el pool de clones de la línea HT-29-pNF-κB-hrGFP se 

observó que la condición en presencia de L. reuteri y TNF-α disminuyó de manera estadísticamente 

significativa la activación del factor NF-κB, mientras que L. plantarum no tuvo efecto. 

 

Para el clon C3 SCD la adición de las bacterias E. coli DH5-α y Lactobacillus reuteri tuvieron un 

aumento estadísticamente significativo en la activación de NF-κB con respecto al basal, mientras que 

L. plantarum no. En cuanto al efecto de las bacterias en presencia del estímulo pro-inflamatorio TNF-

α, se observó que las tres indujeron un incremento estadísticamente significativo de la activación de 

NF-κB respecto al control de TNF-α. Sin embargo, frente a IL-1β ninguna de las tres bacterias 

lograron una modulación estadísticamente significativa del factor NF-κB. 

 

En resumen, con ninguno de los agentes evaluados se observó una modulación negativa inducida por 

TNF-α o IL-1β en la activación de NF-κB, como estaba reportado. 

 

Figura 28. Análisis de co-cultivo heterotípico de bacterias Escherichia coli DH5-α, Lactobacillus reuteri y 
Lactobacillus plantarum con el clon C3 SCD de Caco-2-pNF-κB-hrGFP. Se realizó una pre-incubación de 2 h 

con las bacterias en ausencia del antibiótico y luego se adicionó gentamicina y se estimularon con IL-1β (0,2 
ng/mL) y TNF-α (3 ng/ml). Se evaluó la expresión de GFP por citometría de flujo a las 48 h. *: aumento 

estadísticamente significativo con respecto al basal. **: aumento estadísticamente significativo con respecto a 
TNF-α. p < 0,05. 

 

  

b
a

s
a

l 
D

H
5

-

L
. 

re
u

te
ri

L
. 

p
la

n
ta

ru
m 

T
N

F
- 

D
H

5
-

L
. 

re
u

te
ri

L
. 

p
la

n
ta

ru
m 

IL
-1


D

H
5

-

L
. 

re
u

te
ri

L
. 

p
la

n
ta

ru
m

0

10

20

30

40

50

+ TNF- + IL-1

*
*

*

*

**
**

**

%
 c

é
lu

la
s
 G

F
P

 (
+

)



58 

5. Discusión 

 

5.1. Generación de la línea celular reportera Caco-2-pNF-κB-hrGFP 

 

Se generó la línea celular reportera Caco-2-pNF-κB-hrGFP y se caracterizó la misma, junto con la 

línea HT-29-pNF-κB-hrGFP, previamente generada en el laboratorio. Ambas líneas reporteras fueron 

transfectadas con el plásmido pNF-κB-hrGFP, el cual posee el gen de la GFP como sistema 

reportero. Las mismas fueron caracterizadas en cuanto a su cinética de activación del factor de 

transcripción NF-κB y además se realizaron las curvas de dosis-respuesta para los estímulos pro-

inflamatorios TNF-α, IL-1β y LPS. Por otro lado, se realizó la cinética de polarización de la línea 

celular Caco-2-pNF-κB-hrGFP y se evaluó su respuesta frente a los mismos estímulos pro-

inflamatorios. Finalmente, se realizó una evaluación del sistema, utilizando un compuesto lipídico y 

bacterias con capacidades inmunomoduladoras reportadas.  

 

Como se mencionó previamente, el plásmido pNF-κB-hrGFP posee el gen de la GFP. La misma 

proviene de la medusa Aequorea victoria. La GFP ha sido modificada para producir una cantidad de 

variantes de su espectro de absorción-emisión (verde, azul, cian y amarillo), así como proteínas de 

fusión y biosensores. Esta proteína ha sido utilizada en múltiples usos, como ser trazador de linajes 

celulares, gen reportero y como reportero de interacciones proteína-proteína (63). 

 

En este trabajo se utilizó la GFP como proteína reportera. Ésta posee ventajas frente a otras 

proteínas reporteras, como ser la luciferasa y la β-galactosidasa. En primer lugar, la GFP es una 

proteína de rápida y fácil visualización. Por otro lado, esta proteína permite una fácil determinación de 

la proporción de células que incorporaron el plásmido, observando célula por célula o detectando el 

número de células que expresan GFP por citometría de flujo. El uso de luciferasa implica la medida 

de su actividad, la cual es detectada a través de la conversión de un sustrato generando una señal 

amplificada, que se mide en un luminómetro. También presenta la desventaja que se determina la 

actividad poblacional y no de célula por célula (64). Otra ventaja de la GFP frente al ensayo de 

actividad de luciferasa, es que se puede visualizar en células vivas dado que no requiere sustratos 

exógenos ni cofactores, mientras que en el ensayo de actividad de luciferasa es necesaria la lisis 

celular y la adición de un sustrato para revelar el resultado (6). En el contexto de este trabajo, también 

fue posible evaluar la viabilidad celular al mismo tiempo que visualizar la proteína GFP, y de esta 

manera, excluir de los análisis las células no viables. Además, el ensayo con luciferasa posee una 

alta variabilidad, dado que generalmente se debe normalizar por el contenido proteico, teniendo este 

una alta variabilidad entre ensayos. Por otro lado, cabe destacar que la proteína GFP es estable, 

siendo su vida media aproximadamente 26 h en células de mamífero, lo que permite su acumulación 

y su fácil detección en células (65). 
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En cuanto a la incorporación del ADN plasmídico en células eucariotas, esta se puede realizar 

mediante el uso de lípidos catiónicos (liposomas), fosfato de calcio, polímeros catiónicos (PEI), 

dendrímeros activados, partículas magnéticas, DEAE-dextrano, y virus. Además, existen 

herramientas que se basan en el uso de instrumentos, como la electroporación, microinyección, 

laserfección y tecnología biolística (66).  

 

Con el fin de lograr una óptima expresión de los genes transfectados, se deben tener en cuenta 

ciertos factores. Por ejemplo, el pasaje de la línea celular, el estado de confluencia, características de 

los promotores, tamaño del plásmido y pureza, genes reporteros, marcador de selección, relación 

ADN:reactivo transfectante, tiempo de incubación y la presencia o no de suero (67). En este proyecto, 

se trabajó con lípidos catiónicos (Lipofectamine®2000, Lipofectamine®LTX), con polímeros catiónicos 

(PEI), así como también se utilizó el método de electroporación.  

 

Los lípidos catiónicos son moléculas anfipáticas que poseen un grupo polar cargado positivamente 

unido a un dominio hidrofóbico apolar, generalmente compuesto de dos cadenas de alquilos. Estos 

lípidos catiónicos se unen al ADN que se encuentra cargado negativamente debido a los grupos 

fosfatos a través de interacciones electrostáticas, formando complejos (liposomas) que son 

incorporados en las células mediante endocitosis (5). 

 

Una de las principales ventajas de los lípidos catiónicos es la incorporación del ADN con una alta 

eficiencia, así como también que es un método fácil de utilizar, con pocos pasos, y adaptable a 

sistemas HTS. Aun así, no es aplicable a todos los tipos celulares, además de que presentan una alta 

toxicidad debido a la generación de ROS (64). Dentro de estos lípidos catiónicos, se encuentran 

Lipofectamine® 2000 y Lipofectamine®LTX, ambos de Invitrogen. El fabricante demuestra que en 16 

líneas celulares estudiadas, Lipofectamine®LTX mostró un aumento de la expresión del plásmido de 

2,5 veces y un 25% menos de citotoxicidad comparado con Lipofectamine®2000 (68). Estos datos 

han sido confirmados en varias publicaciones, como por ejemplo Hunt et al., 2010 (64). 

 

Los polímeros catiónicos difieren de los lípidos catiónicos en que no contienen parte hidrofóbica y son 

completamente solubles en agua. Debido a su naturaleza polimérica, los mismos pueden ser 

sintetizados con diferente tamaño y geometría (lineal o ramificado). La diferencia más importante es 

que los polímeros catiónicos poseen la habilidad de condensar el ADN más eficientemente. Se 

utilizan tres tipos, los lineales, ramificados o esféricos (66). En esta investigación se utilizó PEI 

ramificado. 

 

En este trabajo se muestran las diferencias de eficiencias de transfección entre los dos lípidos 

catiónicos mencionados previamente y el polímero catiónico. Estas fueron de 2% para PEI ramificado,  

6% para Lipofectamine®2000 y 16% para Lipofectamine®LTX. Las bajas eficiencias de transfección 

obtenidas, coinciden con resultados presentes en la literatura sobre la resistencia de la línea celular 

Caco-2 a ser transfectada (69). 
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Cabe destacar que estos valores coinciden con lo reportado en la literatura, en donde una mayor 

eficiencia de transfección y una menor citotixicidad son obtenidas utilizando el reactivo transfectante 

Lipofectamine®LTX (64). Por todo lo expuesto, se decidió trabajar con dicho reactivo transfectante. 

 

La electroporación es una tecnología utilizada principalmente en células madre o células primarias, 

pero su uso se extiende a todas las líneas celulares. Es un método no-químico que no altera la 

estructura biológica o la función de las células target. Se basa en la exposición de las células a un 

campo eléctrico de alta intensidad que desestabiliza temporalmente la membrana plasmática, 

generando poros en ella, siendo esta permeabilización reversible. Además, es fácil de realizar y 

eficiente. Esa alta eficiencia fue corroborada con los resultados obtenidos, ya que se logró alcanzar 

un 21% de células GFP
+
, con un 3,5% de señal inespecífica. Esa eficiencia de transfección fue mayor 

a la obtenida con los reactivos transfectantes que se utilizaron. 

 

A causa del potencial eléctrico generado a través de la membrana celular, el ADN plasmídico cargado 

negativamente, ingresa a las células. Debido a la desestabilización causada, la viabilidad celular es 

un punto crítico en el uso de esta tecnología, siendo las principales desventajas la gran cantidad de 

células con las que se debe contar y la baja viabilidad celular obtenida luego del proceso (66,70). 

Además, la cantidad de ADN necesaria para una correcta incorporación en las células es mayor 

comparada con la utilizada para las otras metodologías de incorporación de ADN (70). En particular 

en este trabajo se utilizó el doble de ADN que para los lípidos catiónicos. Es de suma importancia 

controlar y lograr las condiciones óptimas de los parámetros de permeabilización, como ser la 

magnitud y la duración del pulso eléctrico generado. Estos valores dependen de cada línea celular y 

deben ser optimizados, tomando como crítica la resistencia ofrecida por el buffer utilizado. En este 

caso se trabajó con un voltaje de 200V y un tiempo de pulso de 40 ms (67,70). 

 

Una vez elegido el reactivo transfectante, se optó por trabajar con el plásmido linealizado y con el 

plásmido circular, con el fin de lograr una mayor eficiencia de inserción al genoma. Está reportado en 

la literatura, que el plásmido circular es utilizado para realizar transfecciones transitorias dado que se 

encuentra mejor empaquetado en forma de cromatina (70). Sin embargo, para lograr una transfección 

estable es conveniente utilizar el plásmido linealizado, dado que posee los extremos libres y es más 

probable que se integre en el cromosoma del hospedero. Aun así, el ingreso del plásmido linealizado 

es menor que cuando se utiliza plásmido circular (70).  

 

Se observó que la transfección realizada con el plásmido lineal dio un mayor porcentaje de células 

GFP
+
 que con el plásmido circular, 37% de células GFP

+
 con 13% de señal inespecífica y 20% de 

células GFP
+
 con 5% de señal inespecífica, respectivamente. El alto porcentaje (13%) de células que 

expresaban GFP en ausencia del estímulo en la transfección con el plásmido linealizado se puede 

explicar porque la integración del plásmido pNF-κB-hrGFP en el genoma de la célula es al azar. Es 

posible que se haya integrado en una región del genoma que se encuentra constantemente activa, 
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quizás ubicándose río abajo de promotores constitutivos del genoma celular o incluso en sitios 

hotspot del genoma. Por otro lado, cabe la posibilidad que el plásmido no se haya insertado en su 

totalidad, sino que lo que se logró insertar en el genoma fue solamente el gen que codifica para la 

proteína reportera y por eso se encuentra expresada constitutivamente. Asimismo, al estar trabajando 

con una línea celular con origen cancerígeno ya que deriva de un adenocarcinoma de colon humano, 

puede existir una activación basal del factor de transcripción NF-κB, lo que explicaría el alto 

porcentaje de GFP inespecífico. 

 

Debido al alto porcentaje de señal inespecífica de la transfección con el plásmido linealizado, se optó 

por realizar un enriquecimiento celular en donde se seleccionaron aquellas células que no 

expresaban GFP en ausencia del estímulo pro-inflamatorio. Luego, se realizó un nuevo 

enriquecimiento seleccionando aquellas células que respondían específicamente al estímulo. De esta 

manera, se logró reducir el porcentaje de inespecifidad y al mismo tiempo aumentar la fracción celular 

que responde específicamente al estímulo. Este objetivo se logró, generando una reducción de la 

señal inespecífica a un 5%. 

 

El bajo porcentaje de células que responden a los estímulos pro-inflamatorios, aún siendo resistentes 

al antibiótico de selección, se puede deber a que el plásmido se haya insertado en una región en 

donde la cromatina se encuentra condensada, en forma de heterocromatina, por lo que la expresión 

génica no se llevará a cabo. Una alternativa para la generación de líneas estables es utilizar el 

sistema de recombinación Cre/LoxP o FLP/FRT, para lograr una integración sitio-dirigida del gen de 

interés (5). 

 

Para la generación de clones se utilizaron dos metodologías alternativas: clonado por SCD y por DL. 

La metodología de DL es manual, en la cual se realiza una separación celular, sin discriminar entre 

células GFP
+
 de GFP

-
. Sin embargo, posee la ventaja de no requerir de equipamiento sofisticado. En 

cambio, la metodología de SCD es más precisa que el clonado por DL y resulta más eficiente. La 

selección de células es más fina y más específica, aislándose únicamente aquellas células que 

poseen la característica deseada, en este caso la expresión de GFP. Asimismo, en el clonado por DL 

hay más probabilidad que las células sean GFP
-
 o incluso con MIF bajas. Esto se pudo observar al 

analizar la MIF, en donde el clon proveniente de la SCD tiene una mayor MIF en comparación con el 

clon proveniente de la DL. Esto se puede explicar dado que en el proceso de clonación por SCD, se 

seleccionan aquellos clones que presentan una intensidad de fluorescencia mayor a un umbral 

previamente determinado, obteniéndose células con una MIF alta. Sin embargo, en el clonado por el 

método de DL, se clonan células que presentan intensidades de fluorescencia tanto altas como bajas, 

generando una MIF menor a la de los clones obtenidos por el método de SCD. 
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5.2. Caracterización de las líneas celulares Caco-2-pNF-κB-hrGFP y HT-29-

pNF-κB-hrGFP 

 

Se logró caracterizar a nivel de cinética de activación del factor NF-κB ambas líneas reporteras y sus 

respectivos clones. Los clones derivados de la línea parental Caco-2 (C3 SCD y D5 DL) se 

comportaron de manera distinta en cuanto a la cinética de activación, dado que el clon C3 SCD tiene 

su máximo porcentaje de expresión de GFP a las 48 h mientras que el clon D5 DL a las 144 h.  

 

Se encuentra reportado en la literatura que la respuesta a estímulos activadores de NF-κB es distinta 

en los distintos clones generados a partir de la misma línea parental (71). Además, está descripto que 

el sitio de inserción del plásmido reportero podría afectar la expresión del gen reportero, por este 

motivo resultaría interesante evaluar la ubicación del plásmido en el genoma celular (71).  

 

En este trabajo se lograron generar clones por integración al azar del plásmido, lo que explicaría la 

respuesta diferencial a los distintos estímulos pro-inflamatorios. Por este motivo, es de suma 

importancia realizar un screening primario de los clones, tanto a nivel de cinética de activación del 

factor de transcripción como las curvas de dosis-respuesta frente a los distintos estímulos.  

 

En cuanto a los dos clones derivados de la línea parental HT-29 (E5 SC y F6 DL), estos se 

comportaron de manera similar en cuanto a la cinética de activación del factor de transcripción 

nuclear, siendo el tiempo óptimo para la lectura final del ensayo 24 h.  

 

En términos de practicidad, es conveniente utilizar un sistema que tenga un menor tiempo de 

respuesta, para lograr rapidez y eficacia al momento de emplear esta herramienta de screening. 

 

La citoquina pro-inflamatoria TNF-α ejerce su acción en la célula a través de los receptores TNF-α 

receptors (TNFR-1 (55 kDa) o TNFR-2 (55 kDa)) que se encuentran en la superficie celular. Ambos 

receptores pertenecen a la superfamilia de receptores de TNF. Una vez que se une la citoquina a su 

receptor, éstos llevan a la activación de NF-κB a través de la activación de ciertas vías de 

señalización (72-74). El estímulo TNF-α generó una respuesta dosis-dependiente en los cuatro clones 

analizados. En ambas líneas, los clones derivados de la metodología de SCD, presentaron una mayor 

respuesta que los clones obtenidos a través del clonado por DL. Con el SCD se tiene una mayor 

probabilidad de obtener clones con una señal específica de GFP alta, ya que todas las células 

depositadas en cada uno de los pozos van a ser GFP
+
. En cambio, en el clonado por DL se depositan 

células sin discriminar entre células GFP
+
 de GFP

-
.  

 

Asimismo, se observó que el estímulo pro-inflamatorio IL-1β generó una respuesta dosis-dependiente 

y con igual sensibilidad en los clones C3 SCD y D5 DL de la línea parental Caco-2 y en el clon E5 

SCD de la línea parental HT-29. Sin embargo, el clon F6 DL no respondió frente a IL-1β, pero sí 
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frente a LPS. La citoquina IL-1β incide sobre la célula a través de los receptores IL-1 receptor y utiliza 

la proteína MyD88 como inicio en la cascada de señalización, la cual culmina en la activación de NF-

κB. El estímulo LPS activa el receptor TLR-4 formando un complejo con la proteína MD2 (del inglés, 

Myeloid Differentiation protein 2) y la proteína asociada a la membrana CD14, finalizando en la 

activación del factor de transcripción NF-κB (15,16,75-77). El receptor TLR-4 y IL-1 receptor 

pertenecen a la misma superfamilia, denominada Interleukin-1 Receptor/Toll-like Receptor 

Superfamily. Esta superfamilia tiene la particularidad que todos los receptores poseen un dominio en 

común denominado Toll-IL-1 receptor (TIR) (78-80). Es posible que al integrarse el plásmido en el 

genoma de la célula, este lo haya hecho en una zona del genoma que determine que no se exprese 

el receptor de IL-1β o que se exprese de manera no funcional. Lo mismo pudo haber ocurrido  en los 

otros clones, pero para el receptor TLR-4 de LPS. Incluso, por este mismo motivo pudo haber 

ocurrido que la proteína CD14 no se haya expresado en los clones que no respondieron frente a este 

estímulo. Una manera de evaluar la expresión del receptor de TLR-4, sería detectándolo por métodos 

de inmunohistoquímica y visualizarlo por microscopia de epifluorescencia. Una estrategia para 

evaluar el sitio de inserción y determinar el número de copias con las que se insertó en el genoma, 

puede ser realizando la técnica de genome walking, y corroborar que no esté afectando la expresión 

de los receptores. La determinación del sitio de inserción y del número de copias del plásmido 

permitirá tener una línea celular reportera completamente caracterizada. 

 

Una posible razón por la cual algunos clones no responden frente al estímulo pro-inflamatorio LPS se 

puede deber a que se está trabajando con una medida indirecta de la activación de NF-κB, a través 

de la expresión de la proteína GFP. Es posible que el factor de transcripción NF-κB se haya activado 

por el estímulo pro-inflamatorio LPS, sin embargo no se logre la expresión de la proteína reportera, 

por este motivo resulta interesante evaluar directamente la presencia de este factor de transcripción 

en el núcleo de la célula a través de técnicas, como por ejemplo, western blot. 

 

Por otro lado, cabe destacar que tanto el enriquecimiento como la generación de clones se realizaron 

estimulando las células únicamente con el estímulo pro-inflamatorio TNF-α. Por lo que, en este caso, 

se seleccionaron únicamente aquellas células que respondieron frente a este estímulo. Por esta 

razón es que algunos de los clones estudiados no responden frente a IL-1β o LPS, mientras que 

todos responden frente a TNF-α. Realizando una estimulación con un cocktail pro-inflamatorio 

(utilizando TNF-α, IL-1β y LPS) previo al enriquecimiento celular y a la clonación, se hubiera logrado 

una variedad de clones con una capacidad de respuesta diversa frente a los tres estímulos 

empleados. 
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5.3. Polarización de la línea Caco-2-pNF-κB-hrGFP 

 

La cinética de polarización demostró que a los 19-22 días las células Caco-2 se encuentran 

polarizadas ya que presentaron las principales características de los enterocitos del intestino delgado. 

Una vez que se realizó la caracterización frente a los distintos estímulos, se observó que respondían 

de forma dosis-dependiente a TNF-α e IL-1β, sin embargo, con una menor respuesta.  

 

Está reportado en la literatura que en células epiteliales confluentes polarizadas existen bajos niveles 

de proliferación, por lo que se las considera en estado quiescente, indicando un estado metabólico 

inactivo (81). Por este motivo, la producción del receptor de membrana, o de todos los intermediarios 

en las vías de señalización utilizadas por las citoquinas TNF-α o IL-1β, puede que hayan bajado su 

expresión cuando las células se encuentran en un estado de confluencia por un período de 20 días. 

Este hecho podría explicar el menor porcentaje de células que responden al estímulo en células 

polarizadas frente a células sin polarizar. Sin embargo, la respuesta observada sería suficiente para 

detectar cambios en el porcentaje de expresión de GFP, y por lo tanto la modulación de la actividad 

de NF-κB. 

 

Una variante que puede ser utilizada en futuros abordajes es el uso de transwell para polarizar las 

células. Estos poseen una membrana de policarbonato, que una vez colocadas las células allí, son 

capaces de crecer, diferenciarse y polarizarse en una situación más cercana a lo que ocurre a nivel 

intestinal. Esto es debido a que se cultivan en un ambiente que se asemeja lo más posible al estado 

in vivo. Estos soportes permeables son capaces de permitir a las células tomar y secretar moléculas, 

tanto en su cara apical como basal, llevando a cabo actividades metabólicas, que se asemejan a lo 

que ocurre a nivel intestinal (82). 

 

5.4. Evaluación preliminar del sistema 

 

Los resultados preliminares obtenidos en la evaluación del sistema utilizando el compuesto lipídico, 

indican que el mismo no logró una modulación negativa del factor de transcripción NF-κB en las 

líneas evaluadas y en las condiciones ensayadas. Esto se puede deber a que dicha modulación 

dependa de la línea celular y del estímulo específico, ya que la modulación reportada se describió en 

la línea celular derivada de macrófagos murino (RAW-264.7) con el estímulo pro-inflamatorio LPS 

(47). Para evaluar esta diferencia en la respuesta se deben ajustar y optimizar los distintos 

parámetros del ensayo. 

 

Se evaluaron preliminarmente dos cepas de lactobacilos: Lactobacillus reuteri y Lactobacillus 

plantarum y Escherichia coli DH5α. Se observó que tanto L. reuteri como E. coli DH5α constituyen un 

estímulo frente al cual las células respondieron, aumentando el porcentaje de células GFP
+
, lo que 

indica la activación del factor NF-κB. 
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Ambos agentes inmunomoduladores fueron utilizados con el fin de evaluarlos como controles 

positivos de la modulación negativa del factor de transcripción NF-κB. El hecho de que no se haya 

logrado esta modulación, resalta el hecho de que los controles utilizados en los modelos celulares no 

pueden ser extrapolados a otros modelos. En este caso, tanto las bacterias como el compuesto 

lipídico no lograron modular negativamente el NF-κB, por lo que surge la necesidad de tener controles 

apropiados para su validación. 

 

Es posible que la activación de NF-κB se haya dado, no por un aumento en el número de células que 

expresan la proteína GFP, sino por un aumento en la intensidad de fluorescencia de esta proteína. 

Por este motivo, resulta interesante evaluar la MIF para los casos en donde se trabajó con el agente 

inmunomodulador y con el estímulo, y compararlo con las células estimuladas únicamente con el 

estímulo pro-inflamatorio. De esta manera se podrá evaluar la actividad de este factor de 

transcripción. 

  

En futuros abordajes, ambos moduladores (compuesto lipídico y cepas de lactobacilos y E.coli) serán 

evaluados en modificando ciertas condiciones como ser: los tiempos de incubación, dado que para el 

cultivo heterotípico se utilizó únicamente una pre-incuabación de 2 h con los microorganismos; los 

estímulos utilizados, la presencia/ausencia de antibiótico gentamicina, las bacterias probióticas 

utilizadas, los clones utilizados, entre otros. Por ejemplo, en el caso del clon F6 DL (HT-29-pNF-κB-

hrGFP), se evaluará su respuesta en presencia del compuesto lipídico utilizando el estímulo pro-

inflamatorio LPS, dado que en la literatura se utilizó dicho estímulo (47). Por otra parte, se desafiará 

el sistema con otras bacterias probióticas con capacidades imunomoduladoras ya reportadas, como 

ser Lactobacillus acidophilus (83,84) y Lactobacillus delbrueckii (85). Asimismo, se evaluarán distintas 

MOI. Así como también, se realizarán los cultivos heterotípicos y la incubación con el compuesto 

lipídico utilizando las células polarizadas, dado que está línea celular es recomendada como modelo 

de epitelio intestinal polarizado (40,45). 

 

Para la validación de la herramienta generada, se propone definir la sensibilidad y la especificidad de 

la misma, comparándola con las otras herramientas ya existentes, como por ejemplo los modelos 

previamente descritos que utilizan otros sistemas reporteros (44-50). 

 

Por otro lado, para la validación del método se realizará la detección directa de NF-κB. En este 

trabajo, se utilizó el método de detección indirecta de la activación del factor de transcripción por 

medio de la expresión de la proteína GFP. Es interesante evaluar la presencia de NF-κB en el núcleo 

por la técnica de western blot y así lograr vincular la activación del mismo con la expresión de la 

proteína GFP. Asimismo, se podría realizar un estudio para detectar la fosforilación de las proteínas 

inhibitorias IκBs a través de un análisis por western blot, siendo esta, otra manera de detectar la 

activación del factor de transcripción NF-κB.  
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6. Análisis Económico 

 

La línea celular reportera generada Caco-2-pNF-κB-hrGFP primariamente se utilizará como modelo 

celular in vitro para evaluar efectos inmunomoduladores de distintas cepas de bacterias. 

Constituyendo así, un método de screening primario para seleccionar aquellas cepas que posean 

propiedades atractivas para su posterior empleo como probiótico en el tratamiento y/o prevención de 

enfermedades. Es necesario poseer una herramienta que sirva para validar el uso de los probióticos, 

prebióticos y de compuestos sintéticos y naturales, dado que hoy en día su uso está muy extendido. 

No se conoce completamente el modo de acción de estos agentes inmunomoduladores, por esto, es 

necesario contar con modelos bien caracterizados que permitan evaluar su capacidad 

inmunomoduladora. 

 

Las cepas de microorganismos seleccionadas podrán ser empleadas en la industria láctea local, 

siendo esta una de las principales actividades económicas del país, con una producción lechera de 

2.060 millones de litros por año (86). A su vez, su empleo se podrá extender al estudio de 

compuestos sintéticos y naturales con potencial actividad anti-inflamatoria. Por otro lado, este modelo 

podrá ser utilizado en la detección de cepas locales con potencial probiótico. 

 

El empleo de dicha línea reportera surge como complemento a las células HT-29-pNF-κB-hrGFP, y 

como alternativa a los ensayos que utilizan modelos animales. Esto contribuirá a reducir el número de 

animales de experimentación utilizados en los modelos in vivo para evaluar los distintos compuestos, 

logrando así una reducción de costos y de tiempo invertidos durante el screening. Estos ensayos 

agudos requieren una cantidad importante de animales, dado que se debe trabajar con un grupo 

control y un grupo tratado con el compuesto o con el microorganismo que se desea ensayar, y ambos 

grupos con un mínimo seis animales. Además, para lograr disminuir la variabilidad inherente en los 

ensayos con animales, es recomendable realizar varias repeticiones de los mismos. 

 

Por otro lado, es importante el personal que se necesita para realizar estos ensayos, el mismo debe 

estar correctamente capacitado, habiendo realizado cursos específicos de la temática. Asimismo, 

debe existir personal encargado de la cría y mantenimiento de los animales utilizados. En la 

actualidad, existe una tendencia a utilizar bioterios con categoría SPF (del inglés, Specific Pathogen 

Free), lo cual aumenta los costos ya que el mantenimiento de estas instalaciones es muy caro.  

 

Más allá del alto costo económico de realizar ensayos con animales, surgen aspectos éticos al 

respecto. Es por eso que se tiende a reducir el uso de animales de laboratorio. El principio de la 3Rs: 

reducir, reemplazar y refinar, propuesto en 1959 por William Russell y Rex Burch, está siendo 

incorporado cada vez más a las leyes de diferentes países relacionadas con la investigación animal 

(87). En cuanto a la experimentación con animales a nivel nacional, se creó la CNEA (Comisión 

Nacional de Experimentación Animal) en el marco de la ley 18.611, “Utilización de animales en 

actividades de experimentación, docencia e investigación científica” en el año 2009 (88). Esta 
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comisión vela por asegurar el máximo bienestar animal a través de las normativas y regulaciones 

tanto nacionales como internacionales, basándose principalmente, en la “Guía para el Cuidado y Uso 

de los Animales de Laboratorio” (89). 

 

Otros potenciales usos de este sistema, es en el área del cáncer. El NF-κB está involucrado en la vía 

de señalización en cáncer, dado que participa en los mecanismos de proliferación celular. Un 

aumento en la actividad de NF-B puede estar directamente relacionado con mutaciones en los 

genes de NF-B u oncogenes que activan la vía de señalización de NF-B. Por otro lado, un tumor 

puede elevar la activación de NF-B a través de un incremento de las citoquinas generadas por su 

propio microambiente (90). Esta herramienta podría ser utilizada en la generación de drogas anti-

tumorales. Dado que se tiene un sistema modulador del factor NF-κB, se buscan drogas que inhiban 

la translocación al núcleo del mismo (90,91).  

 

Además de todas las posibles aplicaciones a nivel económico, existe la posibilidad de patentar dicha 

línea y sus aplicaciones. En primer lugar, se debe verificar si el proyecto cuenta con los distintos 

requisitos indicados por la Ley 17.164 (92). En este caso, se trata de la novedad, altura inventiva y 

aplicación industrial. Luego de realizada una búsqueda por los distintos sitios de patentes, no se 

encontró patente que se relacionara con esta investigación, por lo que la misma se considera 

novedosa. Sin embargo, cabe destacar que se realizó una divulgación de la línea celular reportera en 

Noviembre del 2013, por lo que de acuerdo al artículo 10 de la Ley 17.164, se tiene un año a partir de 

esa fecha para presentar la solicitud. Por otro lado, dicha invención no se deduce de forma evidente 

del estado de la técnica, por lo que posee altura inventiva. Finalmente, en cuanto a la aplicación 

industrial, la misma lo posee, debido a todo lo expuesto previamente. Por lo que este trabajo tiene la 

capacidad de ser patentable. 

 

Otra alternativa, es la posibilidad de depositar la línea reportera generada en un banco certificado, 

como ser ATCC o DSMZ, para su posterior distribución. 

  



68 

7. Conclusiones 

 

En el presente trabajo se logró obtener la línea celular Caco-2-pNF-κB-hrGFP reportera de la 

actividad del factor de transcripción NF-κB. Los clones C3 SCD y D5 DL de esta línea fueron 

caracterizados en cuanto a la cinética de activación del factor de transcripción y la respuesta frente a 

los estímulos TNF-α, IL-1β y LPS.  

 

Tanto el clon C3 SCD como el clon D5 DL, tuvieron una cinética de activación diferencial, en donde el 

tiempo óptimo para el clon C3 SCD fue de 48 h, mientras que para el clon D5 DL fue de 144 h. Por 

otro lado, se observó que el clon proveniente de la metodología de SCD presentó un mayor 

porcentaje de células GFP
+
 y mayor intensidad media de fluorescencia. Ambos clones respondieron 

de forma dosis-dependiente frente a TNF-α e IL-1β, sin embargo no respondieron frente al estímulo 

pro-inflamatorio LPS. 

 

Por otra parte, se determinó que el tiempo óptimo de polarización del clon C3 SCD (Caco-2-pNF-κB-

hrGFP) es entre los 19 y 22 días post-confluencia, a través del seguimiento de la actina por 

microscopía confocal. De igual forma, se evaluó la capacidad de respuesta de la línea polarizada, 

observándose una respuesta dosis-dependiente frente a los estímulos TNF-α e IL-1β. Sin embargo, 

dicha respuesta fue menor que en las células sin polarizar. 

 

Asimismo, se caracterizaron dos clones (E5 SCD y F6 DL) de la línea reportera HT-29-pNF-κB-hrGFP 

previamente generada en el laboratorio. Ambos alcanzaron el máximo porcentaje de células GFP
+
 a 

las 24 h. Al igual que en los clones derivados de la línea parental Caco-2, el clon proveniente de la 

SCD, tuvo una mayor cantidad de células con una mayor intensidad de fluorescencia comparado con 

el clon obtenido por el método de DL (mayor MIF). Estos mismos clones tienen una respuesta dosis-

dependiente en cuanto al estímulo TNF-α. Sin embargo, frente a LPS e IL-1β respondieron de manera 

diferencial. El clon F6 DL no respondió frente a IL-1β, pero si a LPS, mientras que el clon E5 SCD 

respondió a IL-1β pero no a LPS. 

 

Por otro lado, se estudió preliminarmente la respuesta frente a microorganismos con capacidades 

inmunomoduladoras reportadas y frente a un compuesto lipídico sintético. En este caso, se observó 

que los microorganismos por sí solos presentaron un efecto activador del factor de transcripción, sin 

embargo, en el sistema Caco-2-pNF-κB-hrGFP no se observaron efectos de modulación negativa de 

NF-κB. En cuanto al compuesto lipídico, no se obtuvo activación por sí solo de la vía de activación de 

NF-κB, pero tampoco se observó capacidad de inmunomodulación negativa en este sistema.  

 

Es posible mejorar los resultados obtenidos en ambos ensayos modificando ciertos factores, 

descriptos previamente, y así encontrar las condiciones óptimas con el fin de que el sistema sea 
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sensible a estos estímulos. De ese modo se podría utilizar el sistema como herramienta de screening 

primario de compuestos o microorganismos con capacidad moduladora de la actividad de NF-κB. 

 

El sistema reportero generado en este trabajo, es una herramienta útil para el screening primario de 

compuestos sintéticos o naturales, así como también de microorganismos con potencial actividad 

inmunomoduladora. Además, es una alternativa a los modelos in vivo y una posible herramienta para 

el descubrimiento de drogas anti-tumorales. 
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