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RESUMEN

Los probioticos son microorganismos vivos que confieren un beneficio a la
persona que los consume en cantidades adecuadas. Se ha descrito que ejercen efectos
beneficiosos en alergia, enfermedades intestinales, enfermedad hepética cronica e
infecciones respiratorias y del tracto urinario, entre otras. Como mecanismos de accion
para explicar tales efectos se han propuesto la modificacion de la microbiota intestinal,
la adherencia competitiva a la mucosa y al epitelio, el fortalecimiento de la barrera

epitelial del intestino y la modulacién del sistema inmunitario.

Nuestro grupo de investigacion viene trabajando en los Gltimos afios con tres
cepas de probidticos. Las cepas se identificaron como Lactobacillus paracasei CNCM
I-4034, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM |-
4036 y estan depositadas en el Instituto Pasteur. Fueron aisladas a partir de las heces de

recién nacidos alimentados de forma exclusiva con leche materna.

La seleccién de las cepas se hizo en base a sus propiedades in vitro, como su
adhesion a células intestinales, sensibilidad a antibidticos y resistencia a sales biliares y
pH é&cido. Hemos demostrado su seguridad tras ingestion aguda en ratones tanto
inmunocompetentes como inmunodeprimidos. Ademas, inhiben in vitro el crecimiento
de Listeria monocytogenes y las infecciones por rotavirus humanos. Del mismo modo,
hemos demostrado la tolerancia y seguridad de las tres cepas en un estudio clinico
multicéntrico, aleatorizado, doble-ciego y controlado por placebo en voluntarios sanos.
La administracion oral de las cepas modificd la microbiota intestinal de los voluntarios
y ademés tuvo efectos inmunomoduladores, como aumentos de la IgA secretora

intestinal y de citoquinas anti-inflamatorias en suero.

Posteriormente, continuamos investigando los efectos de las tres cepas en ratas
obesas Zucker. Estas ratas exhiben muchas de las caracteristicas del sindrome de
resistencia a la insulina (SRI) como obesidad, hiperglucemia, resistencia a la insulina,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y concentraciones elevadas en suero de acidos

grasos libres, en comparacion con sus controles delgados, las ratas Zucker-lean Lepr*™

falfa tienen

por lo que es uno de los mas empleados. Ademas, las ratas Zucker-Lepr
esteatosis hepatica y transaminasas elevadas en suero, 1o que indica que poseen el

componente hepatico del SRI.
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Utilizando este modelo, hemos descrito que la administracion de estos
probidticos, ademas de modificar la microbiota intestinal de los animales, disminuye la
esteatosis hepética y ejerce efectos anti-inflamatorios, entre los que caben destacar las
disminuciones de las concentraciones séricas del factor de necrosis tumoral (TNF)-a, la

interleuquina (IL-6) y el lipopolisacarido (LPS) bacteriano.

Algunos autores han descrito la capacidad de ciertas cepas probioticas para
modificar la expresion génica. Por ejemplo, Dykstra et al. (2011) han descrito la
induccion de Muc3 en el intestino delgado de ratas por efecto de Lactobacillus
plantarum 299v, Lactobacillus rhamnosus R0O011 y Bifidobacterium bifidum R0O071.
Ohtsuka et al. (2012) administraron Bifidobacterium breve M-16V a crias de ratas
durante su periodo neonatal y encontraron una menor expresion en el colon de diversos

genes implicados en inflamacion.

En el presente trabajo de tesis se ha continuado la investigacion con las ratas
Zucker. Nuestro objetivo fue investigar si L. paracasei CNCM 1-4034, B. breve CNCM
I-4035 y L. rhamnosus CNCM [-4036 son capaces de modular la expresion de genes de

la mucosa intestinal de las ratas.

Los animales se dividieron para recibir durante 30 dias un placebo o una de las
cepas probidticas. Se investigd la expresion de 27000 genes intestinales mediante un
chip de DNA, centrandonos posteriormente en tres involucrados en inflamacion por

haber sido su expresion modificada por las tres cepas:

e Adamdecl, ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase)-like protein decysin-
1, gen que codifica una metaloproteasa cuya expresiébn aumenta en la

maduracion de las células dendriticas;

e Ednrb, receptor de endotelina tipo B, gen que codifia un receptor acoplado a
proteina G y que une de forma inespecifica las endotelinas 1, 2 y 3, con papeles
potenciales en procesos de vasoconstriccion/vasodilatacion y proliferacion

celular; y,

e Ptgsl/Coxl, ciclooxigenasa-1, gen que participa en la sintesis de

prostaglandinas).
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La expresion génica se estimo a través de los niveles de mRNA y proteinas. Los
resultados indicaron que: 1) la expresion de los tres genes aumentd en la mucosa
intestinal de las ratas obesas en comparacion con las ratas cuando adn eran delgadas, y
2) la administracion de los probidticos inhibié la expresion de Adamdecl y Ednrb a

nivel de mRNA y proteina, y la de Ptgs1/Cox1 a nivel de mRNA, en las ratas obesas.

Hemos tratado asimismo de profundizar en el mecanismo por el que estas cepas
modifican la expresion de los tres genes, encontrando que los resultados podrian
deberse, al menos en parte, a la acciéon de los probioticos sobre algunos tipos celulares
de la mucosa intestinal pues los marcadores de macrofagos proinflamatorios y células
dendriticas aumentaron en las ratas obesas, y la administracion de las cepas revirtio tales

aumentos.
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Microbiota

La microbiota es la comunidad abundante y diversa de especies microbianas
como bacterias, hongos, arqueas y virus que viven en el cuerpo humano (Blum, 2017,
Clemente et al., 2012).

Desde el descubrimiento y uso del microscopio, conocemos que existen billones
de microorganismos. La mayor parte de estos son bacterias que se localizan
permanentemente en contacto con nuestros “6rganos barrera” (Artis, 2014).

La piel es el érgano méas importante en contacto con los microbios a través del
epitelio, siendo el 6rgano mas extenso del ser humano, y su funcién principal es la de
actuar como barrera frente a agentes externos. Debido a esta funcién, numerosas

colonias bacterianas son mantenidas en niveles no contagiosos (Sanford et al., 2013).

Otra zona que nos protege de las agresiones externas tanto de manera pasiva
como activa y que esta en contacto con el exterior son las vias respiratorias, eje central
para la defensa frente a patdgenos, gracias a la doble funcién del epitelio combinada con
las células secretoras de moco (Knight et al., 2003), pero es en el intestino donde se
localiza la mayor parte de acuerdo a su abundancia relativa, teniendo una relacion de
mutualismo (Jensen et al., 2009; Bartlett et al., 2008; Béckhed et al., 2005), influyendo
en multiples rutas metabolicas para mantener el nicho estable y desempefiando papeles
esenciales en la salud y la enfermedad. A este conjunto de microorganismos se le
conoce como microbiota intestinal (Daliri et al., 2017).

En el intestino se halla la mayor diversidad de microorganismos en contacto con
el ser humano debido a que se crean microambientes anaerobios ricos en nutrientes, lo

que les facilita el desarrollo y la supervivencia (Whitman et al., 1998).

De los 50 Phyla de bacterias y 13 de Archea que existen (Rappe y Giovannoni,
2003; Rondon et al.,, 1999), solo 2 de estos Phyla de bacterias (Bacteroidetes y
Firmicutes) y 1 de Archea, Methanobrevibacter smithii (Backhed et al., 2005; Eckburg
et al., 2005), se encuentran en el intestino de manera muy representativa. Cuando un
individuo se hace adulto, el intestino es capaz de albergar de 500 a 1000 especies

diferentes (Tuddenham et al. 2015). A pesar de esta gran diversidad, no todo el mundo
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tiene los mismos microorganismos, si bien unas 160 especies si son constantes para la

mayoria de los seres humanos (Plaza-Diaz y Gil, 2013).

A lo largo del tubo digestivo, los alimentos van sufriendo diversos procesos para
facilitar su descomposicion y asimilacion. En cada punto del aparato digestivo se van a
producir eventos donde van a variar parametros como el pH, por lo que los microbios
que habitan en el tubo digestivo también varian en los distintos tramos tanto en ndmero

COMO €en genero.

En el estomago y en el duodeno, donde se produce la secrecién de bilis y el pH
es muy bajo, la colonizacién de microorganismos se va a ver limitada a 10'-10°
UFC/ml, mientras que la parte distal del intestino delgado y el colon se ven mas
favorecidas, oscilando entre 10°-10" UFC/ml y 10™-10* UFC/ml, respectivamente
(O"hara y Shanahan 2006). A pesar de las diferencias que existen en la composicién de
la microbiota intestinal a lo largo del intestino, enterobacterias y bifidobacterias

representan los primeros colonizadores (Mountzouris et al., 2002).

Microbiota intestinal

Las mismas condiciones de pH, actividad inmunitaria y nutrientes que
determinan la presencia o ausencia de microorganismos van a condicionar el tipo de
microorganismos que se localizan a lo largo del tracto digestivo creando diversos
habitats (Donaldson et al., 2016).

En el intestino delgado, debido a sus condiciones tan hostiles, la diversidad es
notablemente inferior que en el colon, destacando Proteobacteria y especies del género
Clostridium (Zoetendal et al., 2012) (Figura 1A), aunque también se encuentran
mayoritariamente Bacteroidetes, Streptococcus, Latobacillus y Enterococcus. En el
duodeno se localizan Haemophilus, Actinomyces, algunos anaerobios y algunos
lactobacilos (Mackie et al., 1999). En el yeyuno e ileon existe un incremento de la
variedad apareciendo bifidobacterias, anaerobios facultativos (Bacteroides vy
Fusobacterium) y anaerobios estrictos que estan presentes en nimero creciente a partir
de la vélvula ileocecal (Holzapfel et al., 1998). En la parte terminal del intestino

delgado donde las condiciones ya son mas favorables, se pueden alcanzar densidades
10
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bacterianas anaerobias estrictas similares a las encontradas en el intestino grueso
(Jandhyala et al., 2015).

Es en el intestino grueso donde se localizan las comunidades mas densas y
diversas de todos los habitats que pueden encontrarse en el cuerpo, concretamente en el
ciego y en el colon. Los filos Firmicutes y Bacteriodetes, seguido de Actinobacteria y
Verrucomicrobia son los méas abundantes (Hollister et al., 2014). La reduccion en
péptidos antimicrobianos, la falta de oxigeno y de fuentes de carbono simples facilitan
la abundancia de las familias Bacteroidaceae y Clostridiaceae (Figura 1A). Los géneros
mas abundantes son Bacteroidetes, Clostridium, Prevotella, Porphyromonas,
Eubacterium, Ruminococcus,  Streptococcus, Enterobacterium, Enterococcus,

Lactobacillus, Peptostreptococcus y Fusobacteria (Jandhyala et al., 2015).

Dominant Gut Phyla;
A Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria

Predominant families in the:

_ _ Colon
Small intestine Bacieroidaceae, Prevolellaceae
Lactobacillaceas Rikenellaceae, Lachnospiraceas,

Erysiopelotrichaceae Ruminococcaceae
Enterobacteriaceae

Bile duct

Appendix

mora acidio Rectum

mong antirmicrobials

higher oxygen

107 cfulg 10 efufg

Figura 1A. Localizacién y distribucién de la flora intestinal a lo largo del intestino delgado y grueso. Donaldson GP, Lee SM,
Mazmanian SK. Gut biogeography of the bacterial microbiota. Nat Rev Microbiol 2016; 14: 20-32.

Incluso dentro del propio intestino grueso, por su plegamiento, también va a
haber diferencias bacterianas, encontrandose mayoritariamente los géneros Bacteroides,
Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus, Clostridium,

Lactobacillus y Ruminococcus en la luz intestinal; y Clostridium, Lactobacillus,

11
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Enterococcus y Akkermansia en las criptas y la mucosidad (figura 1B) (Swidsinski et
al., 2005).

B
Tissue Inter-fold regions

Lachnospiraceae
Ruminococcaceas

Bacteroidacaae
Prevotellaceas
Rikenellaceas

Digesta

Figura 1B. Localizacion y distribucion de los diferentes grupos de bacterias que se encuentran en un corte trasversal de intestino
grueso. Donaldson GP, Lee SM, Mazmanian SK. Gut biogeography of the bacterial microbiota. Nat Rev Microbiol 2016; 14: 20-32.

Existen diferencias entre el intestino grueso y delgado en lo que se refiere a las
capas de moco y a la localizacion de la microbiota. El delgado solo tiene una capa de
moco, mientras que el grueso posee dos. En el intestino delgado las bacterias se
localizan por todo el moco mientras que en el grueso se localizan mayoritariamente en
la capa externa (Figura 2) (Johansson et al., 2008).

Small intestine B Colon
Bacteroides acidifaciens
outer (loose) mucus B_ar:remfdeslfmgﬂfs
' - Bifidobacteriaceae

Akkermansgia muginiphila

i Villus

Crypt

” : Steep Bacteroides fragilis
Lamia Fropria mucosal Acinetobacter spp.
oxygen
Crypt gradient

Paneth Cells

Lamina Propria

Figura 2. Diferentes localizaciones de las bacterias dependiendo de la mucosa intestinal delgada o gruesa. Donaldson GP, Lee SM,
Mazmanian SK. Gut biogeography of the bacterial microbiota. Nat Rev Microbiol 2016; 14: 20-32.

12
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La compleja comunidad bacteriana presente en el intestino humano no
permanece constante a lo largo del tiempo sino que puede variar por diversos factores
entre los cuales podemos encontrar las propias condiciones ambientales del tubo
digestivo, la cantidad y variedad de las bacterias en las diferentes regiones del mismo, la
cual es determinada por una gran diversidad de factores complejos intrinsecos y
extrinsecos (Mackie et al., 1999). Existe a su vez, una relacion reciproca entre el
hospedador y la microbiota que lo habita, ya que la microbiota puede tener un
importante impacto sobre el organismo que lo aloja y estos efectos pueden ser

beneficiosos o perjudiciales para la salud del individuo (Hooper et al., 2002).

Microbiota intestinal y salud

Existe una interaccion entre la microbiota y el individuo, de forma que la
alteracion de la primera puede repercutir negativamente en el segundo. Algunos de los
factores que afectan a la salud son:

e La diversidad. Cuanto mayor es la diversidad de la microbiota intestinal, mayor
es la probabilidad de estar en un estado de salud (Claesson et al., 2012).

e Las proporciones relativas de las bacterias (Ley et al., 2006).

e Laedad. Los recién nacidos aun no tienen establecida la microbiota. En el adulto
de edad avanzada, las proporciones relativas varian produciéndose una
disminucion de la familia Firmicutes, bifidobacterias y Faecalibacterium
prausnitzii y un aumento de Escherichia coli, estafilococos y Proteobacteria
(Hollister et al., 2014; Claesson et al., 2011).

e La presencia de moco intestinal, que evita el contacto entre microbiota y sistema
inmunitario intestinal, y la produccion de antimicrobianos, mantienen al sistema
inmunitario en un estado anti-inflamatorio (Johansson et al., 2008; Kamada et
al., 2014).

e La genética del huésped. En individuos de la misma familia, sus microbiotas se
asemejan mas que en individuos no emparentados, asi pues, si individuos sanos
estan genéticamente relacionados, tienen mas probabilidad de estar en salud
(Kamada et al., 2014).
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e La dieta. Se ha comprobado que el tipo de alimentacion afecta mucho a la
diversidad de la microbiota (Wu et al., 2011; David et al., 2014).

e Los antibidticos. También repercuten significativamente en la diversidad y en el
conjunto de los microorganismos tanto a corto como medio y largo plazo
(Dethlefsen et al., 2011; Jernberg et al., 2010).

Funcién de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal mantiene una relacion de simbiosis con el intestino y puede
considerarse como un érgano propio del cuerpo. Esto es debido a que posee su propio genoma

con sus propias funciones, encontrandose en un estado de equilibrio (O'Hara et al., 2006).

Las bacterias forman una barrera de defensa natural que puede desarrollar actividades
metabolicas que tienen por objetivo mantener la energia y mejorar la absorcion de ciertos
nutrientes, ejercer efectos troficos importantes sobre la estructura y funciéon inmunitaria del
epitelio intestinal, asi como proteger al hospedador frente a la colonizacion por otros microbios
(Guarner y Magaleda, 2003; O"Hara y Shanahan, 2006).

Una de las funciones de la microbiota intestinal esta relacionada con el proceso de
digestion, que no es completo puesto que no todos los nutrientes pueden ser aprovechados por
el individuo. Hidratos de carbono indigeribles se metabolizan a &cidos grasos de cadena corta
(AGCC) como butirato, propionato y acetato, los cuales resultan ricos en energia para el
anfitrion (Macfarlane et al., 2003; Sartor et al., 2008). De este modo, bacterias del género
Bacteroides, expresan numerosas enzimas que hidrolizan los hidratos de carbono, destacando
Bacteroides thetaiotaomicron que cuenta con mas de 260 hidrolasas diferentes (Cantarel et al.,
2012). Se ha descrito que el balance energeético del anfitrion esta mediado gracias a ligando-
receptor donde los &cidos grasos de cadena corta se unen a un receptor Gpr4l acoplado a una
proteina G (Samuel et al., 2008).

Ademas de intervenir en el metabolismo glucidico, también intervienen en el
metabolismo lipidico, produciendo en los adipocitos una supresion de la inhibicion de la
actividad de la lipoproteina lipasa (Hooper et al., 2001), y en el metabolismo proteico,
degradando proteinas y ayudando a las propias peptidasas del anfitrién. Gracias a la presencia
de trasportadores de aminodcidos en la membrana bacteriana, las bacterias incorporan
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aminoacidos para la sintesis de péptidos antimicrobianos o bacteriocinas (Thomas et al.,
2012), como es el caso de Lactobacillus spp. capaz de producir acido lactico, lo que provoca
una interrupcion de la membrana externa de la pared celular bacteriana produciendo un

incremento de permeabilidad (Alakomi et al., 2000).

Otra caracteristica funcional de la microbiota es la sintesis de vitamina K, varios
componentes de la vitamina B (Ramakrishna et al., 2013; Leblanc et al., 2013), y
descomposicion de polifenoles, que generalmente permanecen inactivos en la dieta. No
obstante, son transformados en compuestos activos por las bacterias intestinales, después de

que estas eliminen el resto de azUcar, entre otros factores (Marin et al., 2015).

Se ha demostrado que la microbiota intestinal, induce la sintesis de proteinas
antimicrobianas por el huésped, a través de sus componentes estructurales y metabolitos
(Hooper et al., 2009; Salzman et al., 2007). Algunas de estas estructuras y sustancias que
podemos encontrar se denominan patrones moleculares de microbios asociados a un
organismo especifico (MAmps o proteinas antimicrobianas (PAMs)), peptidoglicano,
lipopolisacarido (LPS), lipido A, flagelos y RNA / DNA bacteriano (Takeuchi et al., 2010;
Carvalho et al., 2012), quienes van a ser reconocidos por el individuo gracias a receptores de
reconocimiento de patdgenos (PRR) donde se incluyen los receptores tipo Toll (toll-like
receptor, TLRs), los receptores de lectina tipo C (CLR) y receptores tipo Nod (Nod-Like
Receptor, NLRs) (Takeuchi et al., 2010). De esta manera, los microorganismos desplazan a

bacterias patdgenas y ademéas compiten con los patdgenos por los PRR.

Del mismo modo se encargan de mantener a raya a bacterias patdgenas mediante la
produccion de inmunoglobulina A (IgA); es un anticuerpo que juega un papel crucial en la
funcion inmunitaria de las mucosas (Fagarasan et al., 2003) de manera que bacterias son
reconocidas por células dendriticas (CD) intestinales que mediante interacciones celulares
inducen a las células plasmaticas en la mucosa intestinal para expresar IgA (He et al., 2007).

Cada vez hay mayor conciencia de que la microbiota, aparte de las funciones
bioquimicas, ayuda a mantener mecanicamente la estructura del tracto gastrointestinal de
manera que ciertas bacterias, como Bacteroides thetaiotaomicron, se encargan de la
produccion de la proteina pequefia A2, rica en prolina y necesaria para el mantenimiento de los

desmosomas en las vellosidades epiteliales (Sonnenberg et al., 2012). También contribuye al

15



ANTECEDENTES

desarrollo estructural de la mucosa intestinal mediante la induccion del factor de transcripcion
angiogenina-3 (Stappenbeck et al., 2002).
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Figura 3. Esquema representativo de las funciones de la microbiota en el intestino. O'Hara AM, Shanahan F. The gut flora as a forgotten organ.
EMBO Rep 2006; 7: 688-693

Probioticos

Los probidticos son ‘microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades apropiadas, confieren al huésped un beneficio para la salud’ (Guarner et
al.,1998).

El intestino es estéril al nacer pero empieza a ser colonizado por
microorganismos inmediatamente tras el nacimiento. El desarrollo de la microbiota se
produce principalmente durante la infancia, existiendo diferencias en la composicion
dependiendo de si la alimentacion se ha llevado a cabo mediante leche materna o
mediante formulas (Gomez-Llorente et al., 2013). Estudios clinicos han demostrado el
potencial de los probiodticos en muchas patologias, tales como enfermedades alérgicas,

diarrea, enfermedad inflamatoria intestinal e infeccion viral.
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El mecanismo de accion de los probidticos no se conoce con exactitud aunque se

sugieren las posibilidades que se detallan a continuacion (Bermudez-Brito et al., 2012).

La primera de ellas hace referencia a la modulacién de la microbiota del
anfitridbn mediante el efecto barrera. Los probio6ticos pueden producir resistencia

A la invasion de patdgenos mediante la produccion de bacteriocinas,
metabolitos como los AGCC que van a dismunir el pH, con esto se genera un
crecimiento poco favorable para bacterias enteropatdgenas tales como Escherichia coli,
Salmonella y Shigella (Juntunen et al., 2001; Schiffrin et al., 1997; Hirano et al., 2003;
Servin et al., 2004; Mufioz-Quezada et al., 2013).

Otro mecanismo de accion esta relacionado con la modulacion del sistema
inmunitario, aumentando de manera significativa el contenido de IgA secretora fecal e
interleuquinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10, y disminuyendo la interleuquina pro-
inflamatoria IL-12 en suero (Plaza-Diaz et al., 2013; Gomez-Llorente et al., 2010;
Lebeer et al., 2010; Butel et al., 2014). Ademas, la mayoria de los mecanismos implican
la regulacion de la expresion génica en tejidos especificos, en particular el intestino y el
higado (Plaza-Diaz et al., 2014).

Debido al incremento de la permeabilidad epitelial intestinal en condiciones de
obesidad, se incrementa también la endotoxemia, como consecuencia se produce una
induccion de la inflamacidn del higado en la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) y la
enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD) (Plaza-Diaz et al., 2014), y es aqui
donde interviene el fortalecimiento de barrera epitelial que producen ciertos probidticos,
de manera que esto estimula por un lado a las células epiteliales en las uniones
intercelulares, a las células caliciformes produciendo moco intestinal y a las células de
Paneth produciendo PAM (Ohland et al., 2010; Anderson et al., 2010).

Efectos producidos por probioticos

Algunos de los efectos beneficiosos de los probidticos en el intestino son los
siguientes (Pandey et al., 2015):
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- Mejora de la salud intestinal y recupera la homeostasis tras procesos como
disbiosis.

- Mitigan la intolerancia a la lactosa.

- Efectos anti-inflamatorios e inmunomoduladores.

- Actividad anticancerosa.
También ejercen efectos beneficiosos a nivel general, como (Ettinger et al., 2014):

- Reduccion de patogenos dentales.

- Favorecimiento de la conversion de nitrito a nitrato, lo que produce la aparicion
de oxido nitrico provocando un aumento de la vasodilatacion, mejorando la
funcion endotelial vascular, y disminuyendo la presion arterial.

- Mejora de la remodelacion cardiaca y reduccion de la hipertrofia después del
infarto.

- Proteccion directa contra lesiones isquémicas mediante la produccion de
proteinas solubles y la activacién de proteinas de choque térmico.

- Disminucion del colesterol LDL a través de secuestro y procesamiento de sales
biliares.

- Reduccion del tamafio de las células adiposas y la masa grasa epididimal.

- Mejora de los niveles circulantes de leptina/adiponectina tras el infarto de
miocardio.

- Reduccion de la circulacion y sefializacion de leptina en el cerebro tras infarto de

miocardio.

Los probidticos hoy en dia en la medicina humana

Como se ha descrito en la literatura, la disbiosis estd relacionada con
enfermedades como la obesidad, NAFLD vy la enfermedad inflamatoria intestinal, entre
otras. Una de las estrategias para regenerar la microbiota es usar probiéticos, lo que se

ha intentado en estudios clinicos.

Por lo que se refiere a la obesidad, algunos trabajos han demostrado que
Lactobacillus gasseri SBT2055, (Kadooka et al., 2010), Lactobacillus plantarum
(Sharafedtinov et al., 2013), o Lactobacillus rhamnosus (Sanchez et al., 2014), reducen
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el indice de masa corporal (IMC), adiposidad abdominal visceral y abdominal,
perimetro de la cintura, adiponectina en suero, la presion arterial y el riesgo de padecer
sindrome metabdlico. Estos parametros estan relacionados con la grasa corporal y en
definitiva con la obesidad.

Otra patologia que se ha tratado con probidticos ha sido la diabetes mellitus tipo
Il. En esta patologia donde se ha observado que el tratamiento con probidticos produce
una mejora de los parametros sanguineos estudiados como glucosa plasmatica en
ayunas, hemoglonia glicosilada (HbA1c), una reduccion de la concentracciones de
insulina, LDL-colesterol y TNF-a en suero e incremento de las concentraciones de

HDL-C e IL-10 (Razmpoosh et al., 2016; Alokail et al., 2013).

Una cepa probidtica que disminuye la concentracién de glucosa en sangre tanto
en ratas como en humanos es Lactobacillus reuteri GMN-32 (Lin et al., 2014; Tonucci
et al., 2017; Mohamadshahi et al., 2014).

En cuanto al higado graso no alcoholico (NAFLD), Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus deslbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus vy
Bifidobacterium bifidum son algunos de los probidticos que en ensayos clinicos
mejoran reduciendo la grasa hepatica, los niveles de aspartato aminotransferasa y el
colesterol total (Wong et al., 2013; Ma et al., 2013).

Fuentes, aislamiento, caracterizacion y evaluacion de bacterias probioticas

Para encontrar microorganismos con propiedades probidticas es necesario seguir
un procedimiento muy claramente definido. Este comienza con la investigacion de
diversas fuentes en las que se pueden encontrar tales bacterias, luego una etapa de
caracterizacion en la que se evallan la tolerancia a las condiciones gastrointestinales
(tanto gastricas como intestinales), la capacidad de adherirse a la mucosa
gastrointestinal y la competicion frente a bacterias patdgenas (Collins et al., 1998,
Ouwehand et al., 2002, Mufioz-Quezada et al., 2013). Finalmente, existe una etapa de
evaluacion que tiene como propdsito investigar el efecto y/o beneficio en estudios

experimentales y clinicos.
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Las distintas etapas tienen como principios imprescindibles que las cepas
halladas puedan (Bagheripoor et al., 2015):

e Haber demostrado efectos beneficiosos en el hospedador.

e Ser no patogénico, no toxico y no presentar ningun efecto adverso significativo.

e Ser capaz de sobrevivir a condiciones gastrointestinales en estudios in vitro e in
Vivo.

e Estar presente en un producto en cantidad adecuada de células viables para
proporcionar beneficios en la salud.

e Ser compatible con la matriz del producto, procesamiento y condiciones de
almacenamiento para mantener las condiciones deseadas (Collado et al., 2010).

Cada una de las etapas mencionadas es detallada a continuacion.

Fuentes

Los lacteos y los productos derivados de los lacteos son una buena fuente de
probidticos (Liong et al., 2011). En este contexto, las bacterias del acido lactico (LAB,
por sus siglas en inglés), bifidobacterias y otros microorganismos obtenidos a partir de
leche fermentada, han sido utilizados durante siglos. Un ejemplo de ello es la
fermentacion espontanea de la leche realizada durante varias generaciones en regiones
de Mongolia y Africa por conferir efectos beneficiosos (Yu et al., 2011). En general, la
gran parte de los microorganismos aislados a partir de los productos fermentados
pertenecen al género Lactobacillus (Vizoso-Pinto et al., 2006; Lim e Im, 2009; Won et
al., 2011), pero existen excepciones como el caso de una cepa de Weisella, aislada de
alimentos fermentados nigerianos y seleccionada posteriormente como probidtico
(Ayeni et al., 2011).

Dentro de las leches tradicionales fermentadas que contienen diversas especies
bacterianas no es raro encontrarse con bacterias candidatas que podrian ser consideradas
probidticos. Asi, se aislaron 148 cepas de LAB de una leche tradicional de yak llamada
Kurut, que se fermenta de forma natural en regiones de China, siendo Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus las poblaciones
microbianas predominantes (Sun et al., 2010). Hay que destacar ademas que levaduras y

cepas de Lactobacillus con propiedades probioticas han sido aisladas también de granos
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de kefir, leche Masai y koumiss (un fermentado de bebida de leche) (Lopitz-Otsoa et al.,
2006; Romanin et al., 2010; Patrignani et al., 2006; Ya et al., 2008). Dentro de los
productos lacteos fermentados, el queso es un producto con gran potencial como fuente
de microorganismos probidticos para el intestino humano. Cepas de L. plantarum han
sido aisladas de quesos italianos, argentinos y bulgaros (Zago et al., 2011; Ugarte et al.,
2006; Georgieva et al., 2008).

Una fuente importante de probidticos es la leche materna. Desde el
descubrimiento de que la leche materna no es estéril, incluso cuando se extraia
asépticamente, se planted la posibilidad de que pudiera ser un indculo bacteriano (West
et al., 1979). La presencia de bacterias en la leche materna habia sido considerada
siempre como consecuencia de una contaminacion previa apartir de la piel. Sin
embargo, los lactobacilos presentes en la leche humana son genotipicamente diferentes
de los aislados de la piel (Martin et al., 2009; O"Hara y Shanahan, 2006). Las cepas de
LAB que se encuentran presentes en la leche materna se observan también en las heces
de los lactantes alimentados con ella (Martin et al., 2003). Por todo ello, la leche
materna constituye una interesante fuente de LAB y bifidobacterias, tomando en
consideracion a estas cepas para incluirlas en formulas infantiles y alimentos destinados
a infantes (Arboleya et al., 2012).

Hay que agregar también que recién nacidos alimentados con leche materna
tienen menos alergias e infecciones gastrointestinales que los que han recibido férmulas,
por lo que la microbiota intestinal de los nifios que reciben leche materna podria ser

considerada "mas sana" (Solis et al., 2010).

La leche materna humana contiene una variada gama de bacterias,
encontrandose de manera predominante estafilococos, estreptococos, micrococos,
lactobacilos, enterococos, lactococos y bifidobacterias (O"Hara y Shanahan, 2006;
Martin et al., 2003; Solis et al., 2010; Gueimonde et al., 2007; Martin et al., 2004;
Pérez-Cano et al., 2010) y su ingesta favorece el predominio de las bifidobacterias y
lactobacilos en la microbiota intestinal infantil. Varios autores han sefialado que los
lactobacilos aislados de la leche materna son una alternativa eficiente para el
tratamiento de la mastitis infecciosa durante la lactancia comparados con los
antibioticos comdnmente prescritos (Arroyo et al., 2010; Jiménez et al., 2008). Por otra

parte, se ha descrito que dos cepas de Lactobacillus aisladas de la leche materna
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humana mejoraban la respuesta inmunitaria a través de la activacion de las células

natural killer y la expansion de células T reguladoras (Pérez-Cano et al., 2010).

Otra fuente importante de probioticos es el tracto gastrointestinal (TGI) humano.
Mas de 500 especies diferentes de bacterias residen en el intestino humano adulto. De
hecho, muchas de las cepas de probidticos utilizadas en la actualidad han sido aislados a
partir de esta fuente, tales como L. gasseri y L. reuteri (Ryan et al., 2008). Ademas, se
ha descrito que L. fermentum, aislado a partir de muestras de biopsia de mucosa de
colon humano, posee actividad antimicrobiana frente a patdgenos transmitidos por los
alimentos. Cepas probidticas tales como B. longum (Srutkova et al., 2011) y L.
acidophilus RY2 (Lin et al., 2009), han sido aisladas de muestras de heces de adultos
sanos y lactantes, respectivamente. En concordancia con la lactancia materna, varios
estudios han descrito también el aislamiento de probidticos de las heces de estos
lactantes (Martin et al., 2006; Acharya y Shah, 2002; Mufioz-Quezada et al., 2013). En
la figura 4 se muestran los diferentes pasos necesarios para la caracterizacion de cepas

probidticas (Fontana et al., 2013).

22



lanlation Sources

ldentfcation

Charactersaton

Clinical rals

ANTECEDENTES

Gut microblofa

Specfic medla

By VY

165 rRANA
Whaole genoma

P
oy

Antiblotic sensitivity i vivo esting

Effects an health
and dis=aasa

Figura 4. Diagrama de flujo que describe los diferentes pasos a seguir para que una cepa bacteriana pueda ser considerada como un
nuevo probidtico. rRNA, ARN ribosomal. Fontana L, Bermudez-Brito M, Plaza-Diaz J, Mufioz-Quezada S, Gil A. Sources,

isolation, characterisation and evaluation of probiotics. Br J Nutr 2013; 109: 35-50.

23

Sataty



ANTECEDENTES

El aislamiento de probioticos no se limita necesariamente al TGl humano. El
TGI de varias especies de animales, como cerdos, ratas e incluso aves de corral, es una
buena fuente de probidticos (Petrof, 2009). Recientemente, se aisld L. johnsonii CRL
1647 del intestino de la abeja Apis mellifera L., demostrando un efecto beneficioso
sobre las colonias de éstas abejas (Audisio y Benitez-Ahrendts, 2011). También se han
obtenido cepas probidticas del TGI de peces marinos y de agua dulce, tales como
Carassius auratus gibelio (Chu et al., 2011), la trucha arco iris (Pérez-Sanchez et al.
2011) y el camaron (Hill et al., 2009).

Aunque la gran mayoria de las cepas probidticas se han obtenido a partir de
productos lacteos, fermentados lacteos y del TGI, hay estudios que muestran que las
cepas probidticas también se encuentran en sustratos fermentados no lacteos (Rivera-
Espinoza y Gallardo-Navarro, 2010). Por ejemplo, en experimentos in vitro se ha
demostrado que ciertas cepas bacterianas aisladas de la carne (L. sakei, L. curvatus y
Staphylococcus carnosus) y de frutas (L. paracasei y L. plantarum), pueden expresar
propiedades funcionales y metabdlicas similares a las de las bacterias intestinales
humanas (Haller et al., 2001).

Aislamiento

Hoy dia se acepta que los enfoques basados en métodos de cultivo proporcionan
una imagen incompleta de la diversidad microbiana. Los nichos ecoldgicos presentan
una compleja interrelacion entre las diferentes especies de microbios, que no se pueden
imitar utilizando métodos de cultivo tradicionales. Enfoques moleculares que omiten el
paso de cultivo se han vuelto populares como método para identificar la diversidad
microbiana de diferentes fuentes. Estos métodos suministran informacion importante

sobre los ecosistemas microbianos.

El primer paso en el estudio de un ecosistema es el aislamiento de sus miembros
(Fontana et al., 2013). En el aislamiento de bacterias probidticas es importante mantener
la muestra en condiciones adecuadas antes de proceder a incubarla en medios selectivos.
La gran mayoria de los probiéticos son anaerobicos o anaerdbicos facultativos. Por ello,

la muestra recogida debe ser inmediatamente puesta en condiciones de anaerobiosis y
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procesada lo antes posible. Se recomienda que una vez obtenida, no se superen las 3
horas. Las muestras deben ser homogeneizadas rapidamente y luego diluidas para

proceder a cultivarlas en medios selectivos (Mufioz-Quezada et al., 2013).

Se han desarrollado varios medios de cultivo para el aislamiento selectivo de
bifidobacterias y lactobacilos (Hartemink y Rombouts, 1999; Hartemink et al., 1996;
Beerens, 1990; Dave y Shah, 1995; Munoa y Pares, 1988; Nebra y Blanch, 1999; Silvi
et al., 1996; Rogosa et al., 1951; Downes e Ito, 2001; MacFaddin, 1985). Rogosa et al.
desarrollaron un medio selectivo para el aislamiento y recuento de lactobacilos y
bifidobacterias, tanto orales como fecales, que contiene una base de agar Columbia
suplementado con acido propionico. El pH &acido de este medio es facilmente tolerado
por lactobacilos y bifidobacterias, pero, ademas, inhibe el crecimiento de otros
organismos presentes en las heces humanas, tales como especies de Bacteroides y
Eubacterium. Las placas de agar son incubadas a 37 °C durante un rango de 48 a 72
horas en un ambiente anaerdbico para el crecimiento de bifidobacterias y otras especies.
Otra alternativa es una atmdsfera rica en CO, para favorecer el crecimiento de
lactobacilos. Posteriormente, las colonias se aislan y transfieren a un medio liquido o a

una nueva placa de agar.

Identificacion

La identificacion de microbios aislados desde el TGl o de alimentos es la

primera etapa en la seleccion de potenciales probioticos.

Para el caso de muchos ecosistemas, so6lo un pequefio porcentaje de los
microbios pueden crecer en los medios de cultivo utilizados hoy dia (Amann et al.,
1995). La clasificacion taxondmica podria ser definida como el proceso de catalogacion
de la biodiversidad basado en un enfoque con muchas fases (Vandamme et al., 1996),
gue implica métodos genotipicos y fenotipicos. Histéricamente, los métodos fenotipicos
se han utilizado para identificar a las bacterias. La taxonomia durante muchas décadas
se basd en el tipo de fermentacion que se producia por las bacterias, determinado por
cual era el azucar fermentado y los productos posteriormente generados. Por este
motivo, los probidticos han sido principalmente clasificados como LAB.
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Hoy en dia, el andlisis de la subunidad ribosomal 16S se ha convertido en el
método de eleccion para su correcta identificacion. Durante las Gltimas dos décadas, los
microbidlogos han utilizado este fragmento conservado para la clasificacion filogenética
(Woese, 1987; Winker y Woese, 1991). También la relacion entre los organismos se
estima a través de la comparacion de sus secuencias en las bases de datos disponibles,
DDBJ (DNA Data Bank of Japan), ENA (European Nucleotide Archive) y GenBank
(National Institutes of Health (NIH) genetic sequence database).

El analisis de la subunidad 16S se ha sido combinado con otros métodos para
identificar comunidades bacterianas del intestino y fuentes ecoldgicas. Dentro de estas
técnicas podemos nombrar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la
electroforesis en gel de agarosa, Inmunofluorescencia in situ (FISH) o la digestion con
enzimas de restriccion del fragmento amplificado correspondiente a la subunidad 16S
(terminal restriction fragment length polymorphism, T-RFLP). Sin embargo, el
fragmento obtenido es extremadamente pequefio, alrededor de 1500 pares de bases (pb)
en comparacion con el genoma bacteriano completo de 30.000 a 40.000 pb. Por lo tanto,
es necesario obtener informacion complementaria para poder diferenciar cepas de una
misma especie. La region intergénica (16S-23S) exhibe una gran variacion que ha
permitido diferenciar entre distintas especies de procariotas (Leblond-Bourget et al.,
1996). Finalmente, el analisis del genoma bacteriano es la herramienta mas utilizada en

la actualidad para identificar cualquier tipo de microorganismos.

Caracterizacion

Los generos Lactobacillus y Bifidobacterium son los méas importantes cuando
nos referimos al término “probidtico”, en cuanto a especies documentadas. Cuando éstas
son ingeridas en un numero suficiente deben superar el TGI y persistir durante algin
tiempo para poder ejercer sus efectos beneficiosos. En la parte introductoria del tema se
definieron los principios que debian poseer las cepas candidatas para ser consideradas
como probidticas. Para ello, las bacterias debian ser administradas vivas, aunque
algunos autores han demostrado que los efectos beneficiosos también pueden existir
cuando las cepas se administran muertas (de los Reyes Gavilédn et al., 2011).
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La capacidad de tolerar un pH extremadamente acido (1,5 - 3,0), las enzimas
gastricas, las sales biliares y otras enzimas intestinales presentes en el TGI son las
distintas barreras que deben superar las cepas administradas para llegar en cantidad
suficiente para ejercer sus efectos (Masco et al., 2007). Varios ensayos in vitro han sido
disefiados para imitar estas condiciones a las que son sometidas las cepas que se

consideran potenciales probidticos.

Resistencia a pH &cido y sales biliares: La tolerancia a un medio acido es uno
de los criterios generales para la seleccién de posibles cepas probiéticas, con la idea de
garantizar su viabilidad y funcionalidad (FAO, 2002). Sistemas in vitro, en los que se
incluyen incubaciones controladas con jugos gastricos reales y/o simuladas (pH 2,0 a
4,0 y 70-180 min), se han utilizado preferentemente en la evaluacién de nuevas cepas
probidticas (Sanz, 2006). También se han desarrollado modelos complejos que simulan
el trénsito gastrointestinal (Masco et al., 2007; Mainville et al., 2005). Por otra parte, se
han realizado incubaciones de 1 a 4 h en medios enzimaticos y/o quimicos en intervalos
de pH de 1,5 a 3,0. Las sales biliares facilitan la digestién de compuestos lipofilicos,
pero también se comportan como agentes antimicrobianos por influir en el
establecimiento de la microbiota intestinal. Las concentraciones fisioldgicas de sales
biliares en la bilis humana van desde 0,3 a 0,5% (Dunne et al., 2001; Zavaglia et al.,
1998). Los ensayos in vitro con sales biliares se llevan a cabo con bilis bovina de

concentraciones entre 0,3 y 0,7% durante 60-180 min.

Los probidticos muestran resistencia variable tanto a los medios acidos como a
los que presentan sales biliares, siendo esta caracteristica dependiente de la cepa.
Existen en la literatura controversias sobre la supervivencia de las bifidobacterias; hay
estudios que han descrito que son muy sensibles a valores acidos de pH. Algunas
especies presentan tasas de supervivencia nula a pH 2,0 durante 90 min (Sanz, 2006;
Charteris et al., 1998), menos de 1% a pH 3,0 durante 2 h (Takahashi et al., 2004) y un
aumento de supervivencia cuando el pH varia desde 3,0 a 5,0 durante 3 h (Matsumoto et
al., 2004). En cambio, algunos autores destacan que los porcentajes mas altos de tasas
de supervivencia se han descrito para las bifidobacterias (Matto et al., 2006; Chenoll et
al., 2011; Mufioz et al., 2011; Li et al., 2010). Para las cepas de Lactobacillus se han
demostrado altas resistencias a pH acidos. Un estudio en el que se evaluaron 20 cepas

de Lactobacillus demostr6 una tasa de supervivencia que variaba de 2 a 100% con un
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pH de 3,0 durante 1 h. Sobre las sales biliares, la tasa de supervivencia de las
bifidobacterias varia desde 1 a 70% en concentraciones de 0,3% de sales durante 90 min
(Mainville et al., 2005). Para el caso de los lactobacilos, se han probado dos cepas de L.
plantarum que han tenido una supervivencia mayor al 50% con una concentracién de
sales biliares desde 0,3 a 1% durante 2 a 3 h (Bosch et al., 2012).

Por los datos expuestos anteriormente, se observa que las bacterias desarrollan
cierta adaptacion cuando se les somete a condiciones de estres, tales como medios con
cantidades variables de nutrientes, distintos pH &cidos y porcentajes de sales biliares
(Mills et al., 2011).

Adherencia a células epiteliales intestinales: La adherencia a las células
epiteliales intestinales y también al mucus es una caracteristica importante de los
probidticos para promover el tiempo de residencia en el intestino, la exclusion de
algunos patégenos y las interacciones que pueden ocurrir con el hospedador y con el

sistema inmunitario.

En los ultimos 25 afos, la linea celular Caco-2 ha sido la mas usada para
determinar la capacidad de adhesion de las cepas probiéticas (Dicks y Botes, 2010). Las
células Caco-2 forman una monocapa homogénea, que se asemeja a la de los enterocitos

maduros humanos en el intestino delgado (Lenaerts et al., 2007).

Existe otro tipo de linea celular de colon, la HT-29 que también muestra
caracteristicas tipicas de diferenciacion de enterocitos y se ha utilizado en ensayos de
adhesion in vitro (Gopal et al., 2001). Los resultados obtenidos en los estudios de
adhesion en modelos in vitro, lineas celulares y/o su combinacién son muy variados
(Laparra y Sanz, 2009). De hecho, lactobacilos, bifidobacterias y bacterias patdgenas
exhiben diferencias en la adhesion al mucus, células Caco-2, Caco-2 mas mucus, HT-
29-MTX y Caco-2/HT-29-MTX. Asi por ejemplo, para L. rhamnosus GG se han
obtenido capacidades de adhesion en los sistemas antes mencionados de 10,21%,
5,17%, 3,19%, 0,84% y 0,85%, respectivamente. Muchos estudios in vitro evallGan la
adhesion de potenciales bacterias probi6ticas y las interacciones con patdgenos en la
interfaz del epitelio intestinal, obteniendo resultados que dependen fundamentalmente

de la técnica y cepa utilizada (Izquierdo et al., 2008).
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Las diferencias existentes entre las condiciones experimentales utilizadas para la
tolerancia en medio acido, (medios acidificados usando acido clorhidrico o lactico, con
y sin enzimas), resistencia a sales biliares (dosis y origen de las sales biliares) y
adhesion (mucus, lineas celulares, células mas mucus) generan un problema a la hora de
comparar los diferentes estudios y resultados. Ademas, es importante destacar que cada
una de las etapas descritas tiene siempre la cualidad de ser cepa-especifica, variando
entre diferentes especies y géneros. Asi, los estudios clinicos posteriores son la
herramienta definitiva para establecer la verdadera funcionalidad de la cepa estudiada
(Fontana et al., 2013).

Actividad antimicrobiana: Los probioticos, por definicion, cuando son
administrados en cantidades adecuadas ejercen efectos beneficiosos para el hospedador.
Uno de los méas importantes es la actividad antimicrobiana frente a patdgenos (Laparra y
Sanz, 2009).

Las infecciones intestinales estdn mediadas por la adhesion de las bacterias
patogenas a la superficie de las mucosas, lo que produce un cambio en la microbiota
intestinal presente. Las bacterias probidticas pueden tener un rol protector a través de
diversos mecanismos que incluyen la produccion de sustancias antimicrobianas, la
competencia con los propios patdgenos por nutrientes, la adhesion a sitios de unién que
impiden la posterior infeccion de los mismos y la estimulacion del sistema inmunitario
(Collado et al., 2007).

Ferreira et al. evaluaron la capacidad de 7 cepas de L. gasseri para adherirse a la
mucosa intestinal frente a los patdégenos Cronobacter sakazakii (ATCC 29544) y
Clostridium difficile (ATCC 1296). Estas cepas probidticas produjeron una disminucién

en la adhesion de estos patogenos (Ferreira et al., 2011).

La capacidad de las cepas probioticas de inhibir el crecimiento de patdgenos en
medios de cultivo sélido y liquido y la posterior modulacion mediante la produccién de
citoquinas y factores de crecimiento en lineas celulares, ha sido documentada usando
modelos in vitro para la evaluacion de sus efectos biolégicos. Hay que afiadir que
también se han realizado estudios de actividad antimicrobiana de probidticos en

modelos animales.
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Finalmente, varias cepas de lactobacilos y bifidobacterias han demostrado la
inhibicidn del crecimiento de Escherichia coli (Gopal et al., 2001; Todoriki et al., 2001,
Chu et al., 2005; Tsai et al., 2008; Candela et al., 2008), Salmonella typhimurium,
Shigella flexneri (Jankowska et al., 2008; Tien et al., 2006; Cho et al., 2009) y
Clostridium difficile (Pillai y Nelson, 2008).

Seqguridad

Hasta el afio 2002, fecha en que se cred la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés, European Food Safety Authority), no
existia ninguna guia formal que detallara la seguridad en productos alimentarios que
contuvieran microbios. En 2007, el Comité Cientifico sobre Nutricion Animal propuso
las normas "qualified presumption of safety” (QRS), sobre presuncion de seguridad en
productos alimentarios que tuvieran algin microbio. Las LAB se convirtieron en uno de
los primeros grupos sometidos a estas normas, que se basan en cuatro etapas que deben

cumplirse obligatoriamente:

o Definicion de la taxonomia del microbio.

e Entrega de informacion referente a literatura cientifica, historia de uso,
aplicaciones industriales y datos en intervenciones animales y humanas para
proporcionar el status de presuncion de seguridad.

e Exclusion de la patogenicidad.

e Definicion de su uso final.

Los factores que se deben considerar para evaluar la seguridad de los probioticos
incluyen: historia de aislamiento y clasificacién taxondémica del probiotico potencial,
controles de fabricacién que eliminen la contaminacion (incluida la contaminacion
cruzada entre lotes) de probidticos con microbios u otras sustancias, evaluacion de la
existencia de asociacion de los probidticos con infeccion y toxicidad a nivel de cepa y
determinacion del estado fisioldgico de la poblacion consumidora del producto, con
especial consideracion en bebés recién nacidos y pacientes en estado critico (dosis

administrada y método de administracion).
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Si se superan todas estas cuestiones, los probioticos son considerados
generalmente como "seguros”, pero esta hipdtesis no puede ser asumida en términos
absolutos, pues los andlisis para asegurar la seguridad deben ser cada vez mas
especificos en alimentos y suplementos dietéticos que contengan alguna cepa y que sean

administrados a la poblacion general.

Una vez superadas las distintas etapas de aislamiento, identificacion,
caracterizacion y seguridad de la cepa se procede a la produccion industrial. En ella hay
dos aspectos fundamentales. En primer lugar, el microorganismo necesita ser cultivado
en un medio adecuado que permita el crecimiento en grandes cantidades; y, en segundo
lugar, se debe asegurar la viabilidad de las cepas durante la fabricacion. Ambos aspectos
son importantes y la produccion se convierte en una fase clave para un posible
probidtico que debe superar el crecimiento y los procesos a los que serd sometido
(Fontana et al., 2013).

Evaluacion

Estudios in vitro: Numerosos estudios han utilizado lineas celulares animales y
humanas como modelos de intestino (Cenci¢ y Langerholc, 2010), tales como células
Caco-2, HT-29, IEC-6, IEC-18 y T84. En la mayoria de estos modelos experimentales
in vitro, las células epiteliales son cultivadas en una monocapa, no pudiendo reproducir
las particularidades del epitelio funcional. Para superar este problema, los
investigadores han tratado de entender los mecanismos que explican las interacciones
dinamicas entre el epitelio intestinal, las bacterias y el sistema inmunitario y han
concluido que la mejor manera de aunar todo esto es utilizando co-cultivos de CD y
epiteliales de intestino con probidticos (Borchers et al., 2009), asi como modelos en 3
dimensiones (Cenci¢ y Langerholc, 2010). Los modelos en 3 dimensiones se generan
usando una linea celular epitelial intestinal de origen no-carcinogénico que se cultiva en
una membrana microporosa, permitiendo la polarizacion de las células intestinales. Por
debajo de la membrana microporosa (lado basolateral), las células epiteliales forman
otra capa con células inmunitarias (macréfagos y CD), imitando el tejido linfoide de la
mucosa. La microbiota intestinal es afadida a la parte apical de la membrana para

estudiar sus efectos. Estos tres componentes (epitelios, células inmunitarias y
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microbiota) son los factores méas importantes en el intestino; por tanto, estos modelos

tratan de imitar la situacion que realmente ocurre in vivo.

Evaluacion clinica

Muchos estudios clinicos han tratado de evaluar una gran variedad de
probidticos en diversas condiciones fisiologicas y patoldgicas. Sin embargo, muchos de
estos estudios han sido cuestionados debido al pequefio niUmero de pacientes utilizados
0 a la falta de un grupo de control. De hecho, la EFSA emite dictdmenes cientificos
sobre la validez de las alegaciones de salud relacionadas con cepas probioticas. Un alto
porcentaje de las alegaciones son rechazadas por la EFSA porque la relacion de causa y
efecto no esta claramente establecida entre el consumo del probidtico y los efectos
beneficiosos que se suponia que tenia. EI método mas fiable para evaluar los beneficios
terapéuticos de cualquier cepa probidtica es el uso de ensayos aleatorizados, controlados
con placebo, los cuales se revisan a continuacién dividiéndolos por estado fisioldgico y

patologia.

Embarazo y lactancia: Asemi et al. evaluaron los efectos del consumo diario
de un yogur que contenia cepas probioticas sobre parametros inflamatorios en mujeres
embarazadas. Las mujeres consumieron 200 g de yogur probidtico con L. acidophilus
La5 y B. animalis BB12, o0 200 g de yogur convencional al dia durante 9 semanas. El
yogur probiotico disminuyd de manera significativa la expresion de la proteina C-
reactiva, pero no tuvo ningun efecto sobre los niveles del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-0) en las mujeres embarazadas. Ademas, tuvo lugar un aumento de los niveles de
glutation reductasa en las embarazadas sin afectar a ningun otro indice de estrés
oxidativo (Asemi et al., 2012). Dugoua et al. describieron que Lactobacillus y
Bifidobacterium no presentaron ningun efecto sobre la incidencia de cesarea, peso al
nacer y/o edad gestacional (Dugoua et al., 2009).

Alergia: Vliagoftis et al. evaluaron la evidencia clinica para el uso de los
probidticos como alternativa terapéutica en la rinitis alérgica y el asma. La revision
incluyd 12 estudios clinicos aleatorizados. Un total de 9 ensayos mostraron una mejora
de la rinitis alérgica debido a la utilizacion de probidticos. Dentro de ellos, todos los

ensayos relativos a rinitis alérgica persistente demostraron reduccion en los sintomas y
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cantidad de medicacion administrada comparado con el placebo. Por otra parte, en los
ensayos donde se evaluaba la rinitis alérgica estacional, se observo mejoria clinica. Los
9 estudios en los que se describieron diversas mediciones inmunoldgicas de alergia no
mostraron ningln efecto significativo debido al probiotico, al igual que los estudios
sobre el efecto de la administracion de probidticos en el tratamiento del asma. Tomados
en conjunto, estos resultados sugieren que los probioticos podrian tener un efecto
beneficioso en la rinitis alérgica en dos aspectos: la reduccion de algunos sintomas

severos y de la medicacién utilizada (Vliagoftis et al., 2008).

En el estudio en el que se analizo el efecto simbiotico entre un probidtico y un
prebiotico en la prevencion de la enfermedad atopica, Kuitunen et al. evaluaron a nifios
de 1.223 madres embarazadas con un alto riesgo de alergia (por lo menos uno de los
padres con asma diagnosticado, rinitis alérgica o eczema atopico). Cada mujer recibio
dos veces al dia una combinacion probidtica de L. rhamnosus GG, L. rhamnosus
LC705, B. breve BB99 y Propionibacterium freudenreichii ssp shermanii JS o un
placebo durante 4 semanas antes del parto. Sus recién nacidos recibieron los mismos
probidticos, agregando también 0,8 g de un galacto-oligosacérido o placebo una vez al
dia desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad. Después, se realiz6 un seguimiento
de los nifios hasta los 2 afios de edad por si desarrollaban cualquier enfermedad
alérgica. En las muestras de sangre y heces se evaluaron los valores hematoldgicos,
calprotectina, a-1-antitripsina, TNF-o e IgA. A los 6 meses, el grupo de nifios que
recibié el probidtico mostr6 una disminucion significativa de los valores de
hemoglobina comparado con el grupo placebo. Ademas, se encontrd una correlacion
negativa entre los valores de hemoglobina a los 6 meses de edad y la expresion de
calprotectina fecal a los 3 meses de edad. Los valores hematoldgicos fueron similares en
ambos grupos a los 2 afos de edad (Kuitunen et al., 2009).

Olivares et al. realizaron un estudio doble ciego, controlado por placebo en 44
nifios alérgicos, distribuidos aleatoriamente en dos grupos: un grupo de yogur y un
grupo de probidtico. Se recogieron muestras de sangre y heces. EI consumo del
producto probidtico indujo una disminucion significativa en el nivel de IgE en el plasma
y un aumento en las células reguladoras T CD4"/CD25". La disminucion de IgE sérica
se acompafnd de un aumento significativo de IgA en la mucosa. No se detectaron

cambios en otras células implicadas en las reacciones alérgicas. EI consumo del
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producto probiotico también produjo cambios significativos en la respuesta innata, con

un aumento significativo de las celulas natural killer (Olivares et al., 2006).

No hay evidencias que sugieran que los probidticos puedan ser un tratamiento
efectivo para el eczema en los nifios, pues la administracion del probidtico ha llevado a
la produccion de eventos adversos (infecciones e isquemia intestinal), sin mostrar
ningun beneficio en comparacion con el placebo (Boyle et al., 2009). Un meta-analisis
de seis estudios clinicos de prevencion y cuatro de tratamiento, doble ciegos,
aleatorizados y controlados por placebo en nifios entre 0 y 13 afios de edad indicé que el
uso de probioticos para la prevencion de la dermatitis atopica pediatrica es favorable,
pero no para el tratamiento (Lee et al., 2008). Un andlisis adicional en el que se excluy6
el Unico estudio con un protocolo postnatal revelé un menor riesgo relativo, que en

términos de tratamiento no mostrd ninguna diferencia estadistica.

Enfermedades relacionadas con el intestino: Olivares et al. investigaron el
efecto de un producto fermentado que contenia dos cepas probiéticas, L. gasseri
CECT5714 y L. coryniformis CECT5711, sobre varios pardmetros sanguineos y fecales
relacionados con la funcion intestinal de voluntarios sanos. Un total de 30 voluntarios
sanos fueron divididos aleatoriamente en dos grupos, uno tomo un yogur estandar y el
otro las cepas antes mencionadas administradas via oral. EI grupo que recibié los
probidticos no tuvo ningun evento adverso significativo y, ademas, las cepas
administradas pudieron aislarse de las heces de los voluntarios. De hecho, la
concentracion en las heces de LAB aumento en el grupo probidtico. Adicionalmente, la
administracion oral de los probioticos mejord algunos parametros intestinales, como la
produccion de AGCC, humedad fecal, frecuencia y volumen de las heces (Olivares et
al., 2006).

Diarrea infecciosa: Una revision Cochrane sobre la eficacia de los probidticos
en el tratamiento de la diarrea infecciosa, que incluy6 tanto nifios como adultos, evalto
63 estudios con un total de 8.014 participantes. No se atribuyeron eventos adversos
relacionados a la administracion de los probidticos y su uso disminuyd la duracion de la
diarrea. Sin embargo, el efecto fue muy variable en los estudios analizados. Los autores
concluyeron que su uso es seguro Yy ejerce efectos beneficiosos en disminuir la duracién
de los episodios de diarrea y la frecuencia de las diarreas infecciosas agudas junto con

una buena hidratacion (Allen et al., 2010).
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Diarrea asociada al uso de antibidticos: Un meta-analisis realizado por
Johnston et al. valoro los resultados obtenidos en los estudios clinicos, paralelos,
aleatorizados y controlados por placebo realizados que investigaban la diarrea asociada
al uso de antibidticos en nifios de 0 a 18 afios (Johnston et al., 2011). El tratamiento con
probidticos fue comparado frente al tratamiento con placebo, profilaxis alternativa y/o
no tratamiento y la incidencia de diarrea secundaria al uso de antibidticos. Los estudios
incluian el tratamiento con Bacillus spp., Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp.,
Lactococcus spp., Leuconostoc cremoris, Saccharomyces spp. y Streptococcus spp., de
manera individual y/o combinada. A pesar de la gran heterogeneidad de las cepas
probidticas utilizadas, la dosis y la duracion y la calidad de los estudios, la evidencia
global sugiere un efecto protector de los probidticos en la prevencion de las diarreas
asociadas al uso de antibidticos.

Diarrea persistente: Los resultados cientificos que sugieren que los probidticos
pueden ser efectivos en tratar la diarrea persistente en nifios son escasos. Bernaloa et al.
revisaron cuatro estudios clinicos aleatorizados comparando una cepa especifica de
probidticos frente a placebo en nifios con diarrea persistente. En cuatro estudios, con un
total de 464 participantes, el tratamiento con probioticos redujo la duracion de la diarrea
persistente en dos de los estudios. De manera similar, la frecuencia de las deposiciones
disminuyd en el grupo de probioticos en dos de los estudios. En otro estudio, se informo
de una disminucién en los dias de hospitalizacion, sin encontrarse eventos adversos
(Bernaola Aponte et al., 2010).

Enterocolitis necrotizante: Alfaleh et al. valoraron el empleo de probidticos en
el tratamiento de la enterocolitis necrotizante (ENC) en 16 estudios aleatorizados y
cuasi estudios clinicos en un meta-analisis que involucré a 2.842 nifios prematuros de
menos de 37 semanas de gestacion y/o menos de 2.500 g de peso al nacer. Dentro de los
estudios examinados existia una gran variabilidad en los criterios de inclusion (peso al
nacer y edad gestacional), riesgo inicial de desarrollo de ENC para los grupos control,
tiempo, dosis, formulacion de probidticos y regimenes de alimentacion. La
administracion enteral de probidticos redujo significativamente la incidencia de la ENC
severa (etapa Il o posterior) y la mortalidad. No hubo evidencia de una reduccién
significativa de sepsis nosocomial. Ademas, no se encontrd evidencia de infeccién

sistémica con el uso de probioticos en este estudio. Los autores concluyeron que la
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administracion enteral de probidticos previene la ENC severa, aunque son necesarios
mas estudios para asegurar la eficacia del uso de probidticos en caso extremos como
niflos con bajo peso al nacer, donde es de suma importancia establecer claramente la
eficiencia de la formulacién y la dosis a utilizar. Braga et al. evaluaron el efecto de la
administracion de una combinacion de L. casei y B. breve en nifios prematuros con bajo
peso al nacer que desarrollarian ENC. El uso de la combinacion tuvo un efecto
beneficioso en la incidencia de ENC en la etapa Il o posterior. Ademas, se asocié con
una mejora en la motilidad intestinal en el tiempo necesario para alcanzar la

alimentacion enteral completa (Braga et al., 2011).

Colitis ulcerosa: Se ha descrito que el tratamiento con probioticos es efectivo en
la remisién de la colitis ulcerosa (CU) (Sang et al., 2010). Trece estudios clinicos
aleatorizados revisaron el tratamiento de la CU con probidticos. Comparado con el
grupo placebo, se demostré que la tasa de remisién de la CU para el grupo de pacientes
que recibieron probidticos fue del 2,0% (95% IC 1,35-2,96). Durante el curso del
tratamiento, los pacientes que recibieron probidticos durante al menos 12 meses
tuvieron una tasa de remision de CU de 1,36% (95% IC 1,07-1,73) y la incidencia de
CU en el grupo que tomo probidticos fue 0,69% (95% IC 1,01-2,47), comparados con el
grupo placebo. Para el grupo de CU de gravedad media a moderada la tasa de
recurrencia fue 0,25% (95% IC 0,12-0,51). Dentro de los grupos tratados con
probidticos, el que recibi6 B. bifidum mostrd una tasa de recurrencia de 0,25% (95% IC
0,12-0,50), comparados ambos con el grupo placebo.

La inflamacion de la bolsa ileal (IB1) es la complicacion mas importante después
de la anastomosis ileo-anal en pacientes con CU. Mimura et al. describieron que una
dosis diaria de 6 g de la mezcla probidtica VSL#3 fue eficaz en la remisién de IBI en
pacientes tratados durante 1 afio. La remisién se mantuvo durante 1 afio en el 85% de
los pacientes del grupo de VSL#3, comparado con el 6% del grupo de placebo (Mimura
et al., 2004). En un trabajo més reciente, pacientes en remision con IBI inducida por
tratamiento con antibidticos fueron reclutados para recibir VSL#3 o placebo durante el
mantenimiento de la remision (Kihbacher et al., 2006). Se obtuvieron biopsias antes y
dos meses después del inicio de la administracion de VSL#3 y del placebo. La terapia
con VSL#3 aumentod el numero total de células bacterianas intestinales, la riqueza y la

diversidad de la microbiota bacteriana, especialmente la anaerobia, mientras que la
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microbiota de hongos fue reprimida. En contraste, los pacientes que recibieron el

placebo recayeron mas con una marcada reduccion en la diversidad de la microbiota.

Enfermedad de Crohn: Doherty et al. revisaron en 2010 los estudios clinicos
que comparaban el uso de antibidticos y/o probidticos con placebo en la prevencién de
la recurrencia clinica de la enfermedad de Crohn (Doherty et al., 2010). Incluyeron un
total de siete estudios (2 estudios con antibioticos frente a placebo y 5 frente a
probidticos y placebo). La administracién de probidticos no se asocié con ninguna
diferencia significativa en el riesgo de recurrencia de la enfermedad de Crohn cuando se

compard con el placebo.

Sindrome de intestino irritable: El sindrome de intestino irritable (SII) es una
condicion crénica que afecta de un 3 a 25% de la poblacion y para la cual no existe
disponible ningun tratamiento especifico, tan solo sintomético. Cuando se descubrié que
la microbiota intestinal normal se alteraba en el Sll, se empez6 a considerar el uso de
probidticos en la mitigacion de los sintomas. McFarland y Dublin revisaron 20 estudios
clinicos que incluyeron un total de 1404 sujetos con Sll. El uso de probidticos se asocio
con una mejora en los sintomas globales de SII y un menor dolor abdominal
comparados con el placebo (McFarland y Dublin, 2008). Gawronska et al. investigaron
la eficacia de L. rhamnosus GG para el tratamiento de la dispepsia funcional, SlI y/o
dolor abdominal en nifios. Los autores encontraron que L. rhamnosus GG reducia la
frecuencia de dolor en nifios con SII (Gawronska et al., 2007). En contraste con los
resultados anteriores, Bausserman y Michail encontraron que la administracion de L.
rhamnosus GG a 50 pacientes de entre 6 y 20 afios con Sll durante 6 semanas no
disminuyd el dolor abdominal cuando se comparé con un placebo. No hubo diferencias
significativas en otros sintomas gastrointestinales, exceptuando la percepcion de la
distension abdominal (Bausserman y Michail, 2005).

Se ha observado que el tratamiento del SII con lisados de Enterococcus faecalis
y E. coli ha sido efectivo y superior al placebo en la reduccién de los sintomas tipicos,
tales como dolor abdominal y distensién (Enck et al., 2008). En 297 pacientes con Sli
tratados durante 8 semanas con estos lisados en un estudio clinico, doble ciego y
aleatorizado, los pacientes que respondieron al tratamiento tuvieron al menos un 50%
menos de sintomas globales y de dolor abdominal. La tasa de éxito en los voluntarios

tratados con probioticos, en lo que se refiere a sintomas globales, fue de 102/149
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(68,5%) comparado con el placebo de 56/148 (37,8%, P<0,001). El grupo probidtico
mejoro el dolor abdominal en un 72,5% (108/149) y el placebo en un 44,6% (66/148).
El promedio de respuesta del grupo tratado con los lisados fue de 4 a 5 semanas frente a
las mas de 8 semanas del placebo.

Enfermedad hepéatica cronica: Los pacientes con enfermedad hepatica cronica
generalmente tienen una microbiota intestinal desequilibrada que afecta directamente al
desarrollo y empeoramiento de la enfermedad. Liu et al. efectuaron un estudio clinico
aleatorizado, controlado por placebo. Los pacientes en el grupo tratado recibieron una
leche fermentada durante 14 dias que contenia Bacillus bifidus, L. acidophilus, L.
bulgaricus y S. thermophilus. Después de la intervencion, el grupo con la leche
fermentada tuvo un menor recuento de E. coli y menor desequilibrio en la microbiota
intestinal que el grupo con placebo. Ademas, hubo una mejoria de los sintomas de la
enfermedad, como ingesta de alimento, apetito, distension abdominal y fluido ascitico
(Liu et al., 2010). Por otra parte, Aller et al. demostraron que la ingesta de un
comprimido con 500 millones de bacterias de L. bulgaricus y S. thermophilus mejoraba
los niveles de aminotransferasa hepética en pacientes con enfermedad de higado graso
no alcoholico (Aller et al., 2011).

Pancreatitis aguda: Zhang et al. revisaron todos los estudios clinicos
aleatorizados importantes que estudiaban el efecto de probidticos, prebidticos
(ingredientes alimentarios no digeribles, que mejoran la salud humana por la
estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad de las bacterias existentes en el
colon) y la combinacién de ambos (simbioticos) en pacientes con pancreatitis aguda. Se
incluyeron un total de siete estudios clinicos aleatorizados con 559 pacientes. Ninguno
de los tratamientos mostrd influencia en la incidencia de infecciones postoperatorias,
infeccion pancreatica, fallo organico multiple y sindrome de respuesta sistémica
inflamatoria. Tampoco hubo diferencias significativas en la duracion de la terapia con
antibioticos y la mortalidad. Sin embargo, el tratamiento se asocié con una menor

estancia hospitalaria (Zhang et al., 2010).

Sharma et al. (2011) investigaron el papel de los probidticos en la permeabilidad
del intestino y de la endotoxemia en pacientes con pancreatitis aguda. Los pacientes
fueron asignados aleatoriamente para recibir un placebo o una mezcla de L. acidophilus,

B. longus, B. bifidum, B. infantalis y 25 mg de fructo-oligosacaridos.
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Desafortunadamente, el estudio tuvo que ser suspendido de manera prematura por la

gravedad de los pacientes.

Mecanismos de accion de los probidticos

Las defensas del hospedador deben realizar una criba del medio luminal para
poder diferenciar entre microorganismos comensales y patdgenos ocasionales ya que,
dependiendo de si se trata de unos u otros, se producira una respuesta distinta. Existen
dos mecanismos de defensa frente a la colonizacion por microorganismos patdgenos:
mecanismos activos y pasivos. Los epitelios son los méas relevantes, en particular el

intestinal. Representa la primera linea de defensa frente a la colonizacion por patdgenos.

Los enterocitos superficiales sirven como sensores del ambiente luminal,
secretando péptidos antibacterianos, IgA y quimioquinas que alertan y dirigen la
respuesta inmunitaria al sitio de la infeccidn (Shanahan et al. 2005). Las células M estan
especializadas en toma de muestras del medio ambiente y transporte de antigenos del lumen a
la capa mucosa para posteriormente presentar los antigenos a las células T. Finalmente, las
CD intestinales juegan un papel crucial como sensores inmunitarios ya que pueden
directamente controlar el contenido intestinal, o bien por la entrada directa de antigenos
a través del epitelio o bien mediante la extension de las dendritas entre los enterocitos

superficiales sin alterar las uniones estrechas (Rescigno et al., 2001)

La discriminacion entre microorganismos comensales y patdgenos esta mediada
por el sistema de receptores de PRR. La microbiota controla también la proliferacion y
diferenciacion de las células epiteliales, y modula la maduracién y la actividad de la
respuesta inmunitaria innata y adaptativa (Plaza-Diaz y Gil, 2013; Thaiss et al., 2016).

Diferentes cepas de la misma especie pueden tener efectos diversos. Lo Unico
que tienen en comun es crear un entorno mas favorable en el intestino, favoreciendo un

sistema digestivo e inmunologico saludable (Hill et al., 2014; Reid., 2016).
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Figura 5. Mecanismos de accion de probidticos. Bermudez-Brito M, Plaza-Diaz J, Mufioz-Quezada S, Gomez-Llorente C, Gil A.
Probiotic mechanisms of action. Ann Nutr Metab 2012; 61: 160-174.

El mecanismo de accion de los probidticos no se conoce con exactitud aungue se

han propuesto varios: la mejora de la barrera epitelial, el aumento de la adhesion a la

mucosa intestinal, la inhibicion concomitante del patdgeno mediante la adhesion, la

exclusion competitiva de los microorganismos patégenos, la produccion de sustancias

anti-microbianas y la modulacién del sistema inmunitario (Figura 5) (Dos Reis et al.,

2017; Bron et al., 2017).
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Mejora de la barrera epitelial

La barrera intestinal se mantiene gracias a uniones estrechas entre las células
epiteliales intestinales en las que intervienen proteinas asociadas a las membranas
celulares que sellan el espacio intercelular conservando la integridad del epitelio y

evitando la entrada de patdgenos (Wan et al., 2016).

Las defensas de la barrera intestinal comprenden la capa mucosa, péptidos
antimicrobianos, IgA secretora y el complejo de adhesion para la union epitelial
(Ohland y Macnaughton, 2010). Se ha demostrado que los probioticos actuan
estimulando la secrecion de moco, fortaleciendo las uniones estrechas entre las células
epiteliales, aumentando la proteccién de la proteina de choque térmico de las células y
previniendo la apoptosis de las células epiteliales intestinales (Liu et al., 2014). Cuando
la funcion de barrera se pierde, los antigenos bacterianos y derivados de los alimentos
pueden llegar a la submucosa e inducir respuestas inflamatorias, resultando en la
aparicion de desordenes intestinales como el Sl (Hooper et al., 2001; Hooper et al.,
2003; Sartor, 2006). EI consumo de bacterias no patogenas puede contribuir a la funcion
de barrera intestinal, siendo los probidticos las bacterias mas estudiadas por su
participacion en el mantenimiento de esta barrera. Sin embargo, los mecanismos por los
que los probidticos mejoran la barrera intestinal no se entienden completamente (Wan et
al., 2016).

Datos recientes han indicado que los probioticos pueden iniciar la reparacion de
la funcidon de barrera dafiada. Asi, por ejemplo, Escherichia coli Nissle 1917 (EcN1917)
no sélo previene la disrupcion de la barrera mucosa producida por E. coli
enteropatdgena, sino que restaura la integridad de la mucosa en células T84 y Caco-2.
Este efecto estd mediado por la mejora en la expresion y la redistribucion de las
proteinas de adhesion de las uniones estrechas (Zyrek et al., 2007; Stetinova et al.,
2010). Lactobacillus casei DN-114001 y VSL#3 son capaces de mantener la funcion de

barrera intestinal por mecanismos similares (Parassol et al., 2005; Otte et al., 2004).

En la prevencion del dafio epitelial inducido por citoquinas, caracteristico en la
enfermedad inflamatoria intestinal (Sartor, 2006), el uso de probidticos es eficaz, ya que
contribuyen a la funcion de barrera de la mucosa. Dos péptidos secretados por L.

rhamnosus GG, designadas p40 y p75, han demostrado recientemente prevenir la
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apoptosis celular inducida por citoquinas a través de la activacion de la proteina quinasa
B y por inhibicion de la proteina quinasa pro-apoptotica p38 activada por mitdgenos
(Yan et al., 2002; Yan et al., 2007).

Varios estudios sugieren que el aumento de la expresion de genes implicados en
la sefializacion de las uniones estrechas entre las células epiteliales es un posible
mecanismo para reforzar la integridad de la barrera intestinal (Anderson et al., 2010).
Por ejemplo, los lactobacilos regulan varios genes que codifican proteinas de adhesion,
tales como E-cadherina y B-catenina, en un modelo de barrera con células T84. Ademas,
la incubacion de células intestinales con lactobacilos influye diferencialmente en la
fosforilacion de proteinas de adhesion y en la abundancia de las isoformas de la proteina
quinasa C (PQC), tales como PQC3J, que afecta positivamente la funcion de barrera del
epitelio (Hummel et al., 2012).

El sindrome del intestino irritable se caracteriza entre otras cosas por incremento
de la permeabilidad de la membrana intestinal. Se ha puesto de manifiesto que
tratamientos con Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius y dos cepas de Bifidobacterium lactis revierten este incremento (Nébot-
Vivinus et al., 2014) tanto in vivo como in vitro. Se determind mediante la medicién de
Z0O-1 y ocludina. EIl incremento de la permeabilidad in vitro se indujo con LPS en
células T84. In vivo, ratones C57/BL6 fueron sometidos a estrés (impidiéndoles la
ingesta de agua). En ambos casos aumentd la expresion de las proteinas de adhesion
celular ZO-1 y ocludina (Nébot-Vivinus et al., 2014).

Hsieh et al., 2015 han examinado tres cepas probidticas de Bifidobacterium,
Enterococcus y Lactobacillus en células Caco-2. Para ello, se alteré la membrana con
TNF-a, que provoca dafios en las proteinas de union incluyendo claudina-1, ocludina y
Z0O-1, y su dafio se evalué mediante la resistencia eléctrica transepitelial (TER). Los
resultados mostraron que Bifidobacterium bifidum incrementa la TER, mientras que

Enterococcus la disminuye en comparacion con los dos anteriores.

Lactobacillus plantarum incrementa los efectos protectores de la barreta epitelial
intestinal en células NCM460 mediante la prevencién del dafio de expresiéon y
reordenamiento de proteinas de unién intercelulares como claudina-1, ocludina, JAM-1

y zénula ocludens-1, y aumentando la secrecion de mucosa (Liu et al., 2014). El efecto
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se realiza a través de un dominio denominado MIMP que poseen unas proteinas en la

superficie bacteriana (SLP).

Un producto denominado BIFICO, que contiene: 1,0 x 10° UFC/g de
bifidobacterias liofilizadas viables (Bifidobacterium longum), 1,0 x 10° UFC/g
lactobacilos (Lactobacillus acidophilus) y 1,0 x 10° UFC/g Enterococcus faecalis se
probd para estudiar sus efectos sobre la barrera intestinal. El estudio fue llevado a cabo
in vitro con células Caco-2 dispuestas en monocapa y con la estimulacion previa para
incrementar la permeabilidad con Escherichia coli. También se llevo a cabo un estudio
in vivo con ratones Knock-out (KO) para IL-10 y que padecen un estado inflamatorio,
con lo que se altera la permeabilidad. En ambos casos, la administracion de BIFICO
mejord la permeabilidad. En el estudio in vivo aumentd la expresion de ZO-1, claudina-
1 y ocludina. En el estudio in vitro se increment6 la TER (Shi et al., 2014). En otro
estudio, Lactobacillus plantarum mejord la permeabilidad (medida como TER) de
células IPEC-J2 previamente dafiadas con E. coli. También aumento la expresion de
proteinas de union claudina-1, ocludina y ZO-1, y disminuy0 a expresion de las
citoquinas pro-inflamatorias IL-8 y TNF-a que pudo deberse a un descenso de
expresion de NF-kB y rutas de la protein quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Wu
etal., 2016; Yao et al., 2017).

Salmonella typhimurium es un agente infeccioso que promueve el incremento de
la permeabilidad intestinal y un estado pro-inflamatorio. Para combatir los efectos que
produce, se ha estudiado junto con la cepa Lactobacillus plantarum MTCC 5690 en
ratones macho Albino Swiss. Los resultados muestran que la permeabilidad mejoré con
el probidtico. Se observé en el incremento de expresion intestinal de proteinas de unién
ocludinas, claudinas y ZO-1. También se determinaron cambios a nivel inmunitario, en
concreto un incremento de TLR2 y una disminucion de TLR4 frente a Salmonella
(Rokana et al. 2016).

Bifidobacterium animalis spp. lactis CNCM-12494 también ejerce efectos
protectores frente el incremento de la permeabilidad producida en ratones C57BL/6
macho mediante acido dinitrobenceno sufénico (DNBS), restaurando los niveles de
Th1/Th2, las células Thl son las encargadas de producir INF-y, TNF-p ¢ IL-2 y se
desarrollan principalmente después de infecciones por bacterias y virus. Las células Th2

son anti-inflamatorias y producen IL-4, IL-5, IL-10 e I1L-13 y son responsables de una
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fuerte produccion de anticuerpos y de la activacion de mastocitos, basofilos y
eosinofilos (Hirahara et al., 2016; Romagnani et al., 1999). Esta cepa también restaura
la permeabilidad intestinal alterada, mediante el incremento de los niveles de expresion
proteico de claudina-3, 4, E-cadherina, ocludina 'y ZO-1 (Martin et al., 2016).

Clostridium butyricum también mejora la permeabilidad intestinal. La
evaluacion del efecto de VSL# 3 se llevo a cabo en ratas Sprague-Dawley con cirrosis,
encontrdndose una disminucion en la translocacion bacteriana como consecuencia de
una mayor expresion de proteinas de union intercelulares como ocludinas (Sanchez et
al., 2015).

Lactobacillus fructosus C2 atenua el efecto de E. coli K88 y Salmonella
typhimurium SL1344, que inducen cambios en células Caco-2. Los niveles de IL-8, p-
ERK, y p-JNKc disminuyeron tras el uso del probidtico. Ademas se redujo la
permeabilidad (Yu et al., 2015).

El estrés es un factor que influye en la microbiota del individuo y también afecta
a la integridad de la barrera epitelial intestinal. El tratamiento de probioticos se ha
demostrado que mejora la permeabilidad reduciendo el proceso de translocacién

bacteriana, con lo que se reduce la probabilidad de inflamacion.

Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis y Lactobacillus plantarum se
administraron a pollos machos sometidos a estrés por calor. Los resultados demostraron
que tras la medicion de TER y la cuantificacion de proteinas de unidn estrechas
ocludina y ZO-1, los probiéticos mejoraron de manera parcial la permeabilidad (Song et
al., 2014).

Distintas cepas de Lactobacillus plantarum (WCFS1, CIP104448 y TIFN101) se
probaron en humanos para estudiar la permeabilidad intestinal tras la administracion de
indometacina, estimulador de estrés. La permeabilidad se midié mediante la ratio de
lactulosa-ramnosa y se mostré que modulada la expresidn de genes relacionados con la
adhesion célula-célula, en concreto estimularon la expresion de ZO-1 y ocludina y
Mucina 2. Ademas, se observé un efecto sobre la metaloproteasa-2 (Mujagic et al.,
2017).
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Lactobacillus plantarum se ha tratado en lechones con diarrea provocada por
Escherichia coli K88, encontrandose que previno el deterioro de la morfologia intestinal
y mejord el funcionamiento de la barrera intestinal medida a través de los niveles de
expresion de ZO-1 y ocludina (Yang et al., 2014). Resultados similares se han
encontrado con Clostridium butyricum en pollos tratados con E. coli K88 (Zhang et al.,
2016).

Escherichia coli Nissle 1917 mejora la barrera intestinal en células de cancer de
colon HT-29/B6. El efecto parece estar mediado por la proteina TCPC de E. coli Nissle
1917, que produce un incremento de la expresion de PKCC y ERK1/2 por parte de las
células HT-29/B6. El incremento de la expresion de estos factores de trascripcion se
correlaciona con los niveles de expresion de la proteina de uniones estrechas
intercelulares claudina-14 (Hering et al., 2014). Asi mismo, esta cepa también se evalud
en células T-84 y Caco-2 cultivadas en monocapas y sus resultados fueron similares
(Alvarez et al., 2016).

La combinacion del prebiotico Salmosan (compuesto rico en -galactomananos)
y Lactobacillus plantarum aumento la produccion de citoquinas anti-inflamatorias (IL-
10) y disminuyo la produccion de TNF-a en células Caco-2 estimulados con TNF-a y
macrofagos (THP-1 estimulados a su vez con LPS de Salmonella enteritidis) (Brufau et
al., 2017).

No solo el contacto directo entre los probioticos y las células epiteliales mejoran
la barrera intestinal. El caso de las secreciones producidas por Bifidobacterium infantis
y Lactobacillus acidophilus mejoré el TER en células Caco-2 cultivadas en monocapa
tras la estimulacion de IL-1B. La mejora se debe al incremento de expresion de
proteinas de union ocludina y claudina-1 debido a la inhibicion de NF-xp en las células
Caco-2 (Guo et al., 2017).

La gliadina es un compuesto formado por glucoproteinas presentes en el trigo,
que altera la permeabilidad de la barrera intestinal debido a que las moléculas no
digeridas de la gliadina son resistentes a la degradacion por las proteasas de la
membrana del borde de cepillo gastrico. Se ha determinado que Lactobacillus
rhamnosus GG mejora la barrera en un estudio realizado con células Caco-2 que fueron

cultivadas con gliadina, de manera que reduce significativamente el contenido de
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poliaminas (moléculas policationicas provenientes de la degradacion de la gliadina) y se
reduce la permeabilidad de la barrera. Sin embargo, la presencia de poliaminas es un
pre-requisito de Lactobacillus rhamnosus GG para ejercer su capacidad de restauracion
de la permeabilidad afectando a la expresion de proteinas de union como ZO-1,
claudina-1 y ocludinas (Orlando et al, 2014). EI mismo efecto se ha determinado con la
administracion de Bifidobacterium infantis y Lactobacillus acidophilus, que disminuyen
la permeabilidad de ceélulas Caco-2 estimuladas con IL-1B (Guo et al.,, 2016).
Lactobacillus rhamnosus GG revierte las diarreas por rotavirus en lechones a través de
la mejora de la barrera epitelial (mediante incremento de ZO-1, ocludina y Bcl-2 y

disminucion de Bax). Ademas, normalizo6 la microbiota intestinal (Mao et al., 2016).

Se ha demostrado que el tratamiento de Lactobacillus paracasei JCM 1163
mejora la permeabilidad de la barrera intestinal en ratones C57BL/6. El efecto esta
mediado por la gran produccién de cadenas de polifosfato inorganico (PoliP) por parte
de esta cepa (Saiki et al., 2016). Estos PoliP son captados a través de la membrana
plasmatica en células Caco-2 por integrinas Bl. La inhibicién de integrinas Bl y
caveolinas-1 promueve la reduccion de incorporacion de PoliP, que provoca una
disminucion en la proteina chaperona de choque térmico HSP27 y, en consecuencia, un
empeoramiento de la permeabilidad epitelial (Tanaka et al., 2015).

Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus reuteri P43-HUV y Lactobacillus
johnsonii P47-HY incrementaron en células IPEC-J2 las proteinas de choque térmico
HSP27 y HSP72 estimuladas con E. coli. También mejoraron la permeabilidad debido

al incremento de las proteinas de union ZO-1 (Liu et al., 2015).

Para demostrar que los efectos de los probioticos se deben incluso a nivel de
cepa, se compararon los efectos de Bifidobacterium longum CCDM372 vy
Bifidobacterium longum spp. Longum CCM7952 en ratones BALB/c a los que se indujo
colitis mediante sulfato de dextrano sodico (DSS). CCM372 no produjo mejoria en la
permeabilidad de la barrera intestinal; en cambio CCDM 7952 si mostré mejora medida
como una mayor expresion en las proteinas de uniones intercelulares ocludina y
zonulina-1 (Srutkova et al., 2015). En un estudio similar con Lactobacillus paracasei
B21060 también se observaron mejoras en los parametros de la permeabilidad (Simeoli
et al., 2015).
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Las mucinas (MUC) son los principales constituyentes del moco epitelial y han
sido durante mucho tiempo relacionadas con la salud y con el desarrollo de
enfermedades. Los probidticos pueden promover la secrecibn mucosa, COmMo un
mecanismo que mejora la funcién de barrera y la exclusion de agentes patdgenos.
Varias especies de lactobacilos aumentan la expresion de mucinas en lineas celulares de
intestino humano. Sin embargo, este efecto protector depende de la adhesion de los
lactobacilos a la monocapa de células, algo que probablemente no se produce in vivo
(Mack et al., 2003; Mattar et al., 2002; Yu et al., 2015). Por el contrario, hay datos que
demuestran que un extracto celular de L. acidophilus es suficiente para aumentar la
expresion de MUC2 en células HT29 independientemente del proceso de fijacion (Kim
et al., 2008). Estudios in vivo, menos consistentes ya que solo se han realizado unos
pocos, muestran resultados controvertidos. Ratones que recibieron diariamente VSL#3
durante 14 dias no presentaron ningun cambio en la expresion de mucinas (Gaudier et
al., 2005). Por el contrario, ratas que recibieron VSL#3 en una dosis similar a la anterior
durante 7 dias tuvieron una expresion de MUC2 60 veces superior. La secrecion de
mucinas también aumentd (Caballero-Franco et al., 2007). Por consiguiente, la
produccion de moco puede incrementarse mediante el uso de probidticos in vivo, pero

son necesarios mas estudios para obtener conclusiones solidas.

La administracion de Lactobacillus farciminis a ratas Wistar impidiéndoles la
ingesta de agua para inducirles estrés (WAS), aument6 los niveles de expresion de
Muc?2 (Da Silva et al., 2014).

Lactobacillus plantarum WCFS1 incrementd los niveles de moco intestinal en
ratones Erccl ¥, los cuales poseen una capa delgada de moco. Se ha determinado que
el mecanismo de accion que incrementa la produccién de moco no involucra a los genes

gue se encargan de la produccion de moco (van Beek et al., 2016).
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Aumento de la adhesién a la mucosa intestinal

La adhesion a la mucosa intestinal esta considerada como un requisito
fundamental para la colonizacién y para la interaccion entre las cepas probidticas y el
hospedador (Juntunen et al., 2001; Beachey et al., 1981; Schiffrin et al., 1997). La
adhesion también es importante en la modulacion del sistema inmunitario y en el
antagonismo frente a patdgenos (Schiffrin et al., 1997; Perdigon et al., 2002; Hirano et
al., 2003). Para que las LAB se unan a la superficie es necesaria la interaccién con las
células epiteliales intestinales (CEI) y el moco epitelial. Las CEI secretan mucinas que
evitan la adhesion de bacterias patdgenas (Collado et al., 2005; Gonzalez-Rodriguez et
al., 2012). Ademas, en las CEI existen lipidos, proteinas libres, inmunoglobulinas y
sales (Neutra, 1987). La interaccion especifica existente entre las proteinas de superficie
de las bacterias probioticas con las CEI puede ser la principal causa en la exclusién
competitiva de los probioticos frente a distintos patdégenos (Ouwehand et al., 2002;
Haller et al., 2001; VVan Tassell et al., 2011).

El proceso de adhesion estd mediado por proteinas, aunque hay otros factores
implicados como el &cido lipoteicoico (Velez et al., 2007). El ejemplo maés estudiado de
adhesinas bacterianas es el de proteinas unidas al moco epitelial producidas por L.
reuteri (Buck et al., 2005; Hynonen et al., 2002). Bajo ciertas circunstancias, las
proteinas pueden facilitar la colonizacion del intestino humano a través de la
degradacion de la matriz extracelular (Candela et al., 2007; Candela et al., 2009;
Candela et al., 2007; Guglielmetti et al., 2008; Sanchez et al., 2010). Probidticos tales
como L. plantarum consiguen la induccion de las mucinas MUC2 y MUC3 para inhibir
la adhesion de E. coli enteropatdgena, proporcionando proteccion frente a la invasion de
patogenos (Hirano et al., 2003; Voltan et al., 2007; Kim et al., 2010).

Del mismo modo, Collado et al. (2006) evaluaron la adhesion de cepas de B.
longum y B. catenulatum al moco intestinal humano y compararon los resultados
obtenidos frente a cepas controles sensibles a los acidos. Los resultados mostraron que
las cepas que tenian capacidad de resistencia al medio acido poseian ademas una alta
capacidad de adhesion a la mucosa intestinal. Esta caracteristica en la adhesién no
siempre es mejorada con la adquisicion de la resistencia al medio acido. En general, la

induccion de resistencia a un medio acido en bifidobacterias puede ser una estrategia de
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seleccidn para cepas con mayor estabilidad y mejores propiedades probidticas (Collado
et al., 2006; Bermudez-Brito et al., 2012).

Los probioticos pueden también modificar las mucinas intestinales para impedir
la union de patogenos (Kim et al., 2010). EI componente bacteriano encargado de la
adhesion de cepas de L. acidophilus es una proteasa resistente asociada a la superficie
bacteriana (Chauviére et al., 1992; Coconier et al., 1992; Greene y Klaenhammer,
1994). De manera singular, el componente bacteriano también se degrada en un péptido
antimicrobiano con propiedades frente a patdgenos que son beneficiosas para el
hospedador (Gopal et al., 2001).

Las cepas probioticas ademas pueden inducir la liberacion de defensinas por las
células epiteliales. Estos péptidos/proteinas pequefios estabilizan la funcién de barrera
del intestino (Furrie et al., 2005). Los estudios realizados indican que, en respuesta al
ataque por bacterias patdgenas, la primera linea de defensa quimica es el aumento en la
produccion de PAM, tales como a- y [B-defensinas, catelicidinas, lectinas tipo-C vy
ribonucleasas (Ayabe et al., 2000; O'neil et al., 1999; Takahashi et al., 2001; Ogushi et
al., 2001; Ganz, 2003; Gallo y Hooper, 2012). Muchas PAM son enzimas gque matan
bacterias por un ataque enzimatico en las estructuras de la pared celular. Las enzimas
expresadas por las células de Paneth atacan a las membranas bacterianas. La lisozima
hidroliza el enlace glicosidico del peptidoglicano de la pared bacteriana (Miiller et al.,
2005), y la fosfolipasa A2 hidroliza los fosfolipidos de la membrana (Koprivnjak et al.,
2002). Las defensinas constituyen una familia importante de los péptidos de membrana
en los vertebrados. La interaccion es noespecifica y principalmente por union a los
grupos fosfolipidos anionicos de la superficie de la membrana, a través de interacciones
electrostaticas. Esta interaccion crea poros en la membrana bacteriana que alteran la
integridad y promueven la lisis de los microorganismos (Kagan et al., 1990). Las
catelicidinas son generalmente cationicas, péptidos en hélice a que se unen a las
membranas bacterianas por interacciones electrostaticas y, como las defensinas, inducen

la disrupcion de la membrana (Bals y Wilson, 2003).

En el proceso de adhesién microbiana de las LAB se incluyen fuerzas pasivas,
interacciones electrostaticas, interacciones hidrofébicas, fuerzas estéricas, acidos
lipoteicoicos y estructuras especificas, tales como apéndices externos cubiertos por

lectinas. Una amplia variedad de moléculas que median la adhesion de bacterias
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patogenas han sido caracterizadas. Sin embargo, el conocimiento de qué factores son
claves para la adhesion de Lactobacillus aun esta limitado y mas estudios son necesarios
(Abbot et al., 2007; Westerlund y Korhonen, 1993; Sun et al., 2012).

Uraipan et al, (2015) han observado que las cepas de Lactobacillus casei,
Bifidobacterium longum y Bifidobacterium bifidum muestran una buena capacidad de
adhesion a la mucina porcina, lo que inhibe la adhesion de patdgenos y previene su
translocacion y posterior infeccion. Mukherjee et al. (2015) observaron los mismos
resultados usando tres cepas de Lactobacillus plantarum (CRA21, CRA38 y CRAD5)
incubadas con colageno tipo | derivado de placenta humana y mucina derivada de

estdmago porcino.

Tres cepas de Lactobacillus mucosae (CNPC006, CNPC007 y CNPCO009)
poseen los genes relacionados con la adherencia a la musoca intestinal, facilitando su
unién a ella y evitando la adhesién de patégenos. Estos genes son Msa, Map y Mub (de
Moraes et al., 2016). También se ha descrito recientemente que Lactobacillus kefiri
posee altas cualidades de adhesion al moco intestinal de cochinillo (Carasi et al., 2014).
Listeria monocytogenes disminuye su adhesion a células HT29 tras la incubacion con
Lactobacillus rhamnosus CTC1679, Lactobacillus sakei CTC494, Enterococcus
faecium CTC8005 y Lactobacillus casei (Garriga et al., 2015).

Propionibacterium acidipropionici Q4 ha demostrado en células HT-29 que
contrarresta la adhesién de Escherichia coli C3 y Salmonella Enteritidis 90/390 debido
principalmente a la exclusion por componentes de la superficie celular, tales como
proteinas y carbohidratos, y no por agentes antimicrobianos o mediante la co-agregacion
(Zarate et al., 2016).

Lactobacillus plantarum ZDY2013 puede inhibir significativamente la adhesion
de la enterotoxina de Bacillus cereus ATCC14579 y Bacillus cereus HNOO1
produciendo sustancias anti-adherencia frente a patdégenos y compitiendo por los
receptores de union al epitelio lo que provoca un desplazamiento de las cepas patdgenas

observado en células de Caco-2 (Zhang et al., 2016).

Se ha observado que la mutacién del gen Balat 1410 en Bifidobacterium
animalis subsp. lactis, que codifica el exopolisacarido de las bacterias, proporciona

mayor resistencia frente a las condiciones gastrointestinales y, ademas, aumenta la
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capacidad de adherencia a los enterocitos humanos HT29 en comparacion con la cepa
nativa (Hidalgo-Cantabrana et al. 2015).

Algunas proteinas relacionadas con la adhesion como fibronectina/proteina de
union a fibrindgeno-FbpA, NLP/proteina P60, FIMB, lipoproteina, proteina
inmunogénica secretada, y la subunidad fimbrial FimA se han descrito en
Bifidobacterium animalis subsp. lactis KLDS (Zhu et al., 2016). Lactobacillus gasseri
SBT2055 se ancla a la mucosa debido a que posee proteinas que se localizan en la
superficie y funcionan como moléculas de adhesion tales como las proteinas
dependientes de Sortasa (SDP), las cuales poseen un dominio MucBP o Mub encargado
de la adhesion. Tambien expresa otras proteinas de union a la mucina como APF1 y
FbpA, aunque no son exclusivas de esta cepa. Se piensa que expresa otras SDP (Arali et
al., 2016). Lo mismo sucede con diferentes cepas de Bifidobacterium (Nishiyama et al.,
2014). Otra proteina de superficie celular (Ip_1643) de Lactobacillus plantarum WCFSI
participa en la unién a moco intestinal. En concreto el dominio His-N2 se encarga de
esta unién (Du et al., 2015).

Diversas cepas del género Lactobacillus presentan diferentes adhesiones al
epitelio intestinal, dependiendo de los componentes de matriz extracelular que
mayoritariamente producen (Yadav et al., 2015).

La eleccion de la fuente de carbono afecta a la capacidad de interaccién entre los
probidticos y las celulas epiteliales intestinales. Por ejemplo, cuando la fuente de
carbono de Bifidobacterium infantis son oligosacaridos de leche humana, poseen mayor
afinidad por células Caco-2 que cuando la fuente de carbono procede de glucosa o
lactosa simple (Wickramasinghe et al., 2015).

Las bacterias que forman la microbiota intestinal pueden incrementar la
actividad de unas enzimas denominadas esterasas cinamoilo, que liberan acidos
hidroxicinamicos con actividad quimioprotectora y antioxidante. Lactobacillus
fermentum CRL1446 podria estimular dicha actividad esterasa de las células epiteliales
facilitando asi su adherencia (Mukdsi et al., 2016). Por Gltimo, se ha demostrado que la
presencia de pili spaCBA aumenta también la adhesion de Lactobacillus spp. a células
Caco-2 (Markowicz et al., 2014).
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Lactobacillus reuteri LR1 exhibe una buena adherencia a las células IPEC-1 y
puede inhibir la adhesion de E. coli enterotoxigenica, lo que promueve la estimulacion
de ZO-1 y gracias a esto, la permeabilidad se regula con lo que disminuyen citoquinas
pro-inflamatorias (IL-6 y TNF-a), y aumenta los niveles de citoquina anti-inflamatoria
(Wang et al. 2016).

Exclusion competitiva de microorganismos patdgenos

Greenberg fue el primero en describir el término “exclusion competitiva”,
cuando se refirio al escenario en que especies de bacterias competian por sitios de unién
con otras especies (Greenberg, 1969). Los mecanismos usados por las bacterias para la
exclusion y/o la reduccion en el crecimiento de otras especies es variable e incluye: la
creacion de un microambiente hostil, la disminucién de los sitios de union disponibles,
la produccién y la secrecion de sustancias antimicrobianas, asi como la disminucién de

los nutrientes esenciales para el crecimiento (Rolfe, 1991).

Las propiedades de adhesion especificas se deben a la interaccion entre las
proteinas de superficie y las mucinas. Lactobacilos y bifidobacterias inhiben un amplio
rango de patdgenos, en los que se pueden incluir E. coli, Salmonella, Helicobacter
pylori, Listeria monocytogenes y Rotavirus (Chenoll et al., 2011; Sgouras et al., 2004;
Todoriki et al., 2001; Chu et al., 2005; Tsai et al., 2008; Muiioz et al., 2011; Nakamura
et al., 2012). La exclusion se produce debido a diversos mecanismos y propiedades de
los probidticos para inhibir la adhesion de patdgenos, que incluyen la produccion de
PAM vy la estimulacion de CEI. La exclusién competitiva por bacterias intestinales se
basa en la interaccion bacteria-bacteria mediada por la competencia por los nutrientes
disponibles y la adhesion a los sitios de la mucosa. Para obtener ventaja, las bacterias
pueden modificar el ambiente para que sea menos adecuado para sus competidores. La
produccion de PAM es un ejemplo de la modificacién del ambiente (Schiffrin et al.,
2002).

Los mecanismos por los que acttan los lactobacilos son diversos. Lactobacillus
rhamnosus GG tiene actividad frente a enterococos resistentes a la vancomicina gracias
a sus pili SpaCBA-SrtC1, que son estructuras con forma de apéndice de origen proteico

gue ayudan a la adhesion, y es gracias a ellos por lo que desplaza a Enterococcus
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faecium E1165 (Tytgat et al., 2016). Lactobacillus curvatus TUCO-5E posee un efecto
de exclusion sobre Salmonella spp. TUCO-I7 y Salmonella enterica ATCC 13096 in
vitro e in vivo (Quilodran-Vega et al., 2016).

Muchas especies de Lactobacillus poseen una capa superficial (capa S) de
proteinas que se adhieren a la mucina de las células epiteliales y excluyen de la
adhesion a bacterias patdgenas. Este proceso se lleva a cabo por la obstruccién de DC-
SIGN, proteina lectina tipo C de transmembrana de las CD, a las que se unen bacterias

patogenas (Prado et al., 2016).

Algunos lactobacilos y bifidobacterias comparten caracteristicas en la unién de
hidratos de carbono con algunos enteropatdégenos (Nesser et al., 2000; Fujiwara et al.,
2001), lo que hace posible que las cepas compitan con patdgenos especificos por los
sitios de union (Mukai et al., 2002). En general, las cepas probidticas son capaces de
inhibir la unién de bacterias patdgenas por medio del impedimento estérico en los
receptores de patdgenos de los enterocitos (Coconnier et al., 1993). El efecto de las
bacterias probidticas en la exclusion competitiva de patdgenos se ha demostrado usando
modelos de mucosa humana in vitro (Hirano et al., 2003; Tuomola et al., 1999), ademas
de modelos a base de mucosas animales (Hirn et al., 1992; Genovese et al., 2000).
Dentro de una misma especie de bacterias, podemos encontrar cepas virulentas y cepas
probidticas, como es el caso de Bacteroides fragilis. Se ha comprobado que las
Bacteroides fragilis no toxicas desplazan a Bacteroides fragilis tdxicas gracias a un
mecanismo de interaccion célula-célula y secrecion ampliamente distribuido entre
bacterias Gram™ denominado sistema de secrecion tipo VI (T6SS) por la cepa no téxica
(Hecht et al., 2016). Hirano et al. demostraron que L. rhamnosus, una cepa con mucha
capacidad de adhesion, es apta para inhibir la internalizacion de E. coli

enterohemorragica en una linea celular intestinal humana C2BBel (Hirano et al., 2003).

Lactobacillus johnsonii FI9785 es un tratamiento efectivo de pollos Light
Sussex infectados por Campylobacter jejuni pues disminuye la concentracion de este
patdgeno en heces gracias a un mecanismo de exclusion competitiva (Mafies-Lazaro et
al., 2017). Lactobacillus gasseri SBT2055 también facilita la exclusion competitiva de
Campylobacter jejuni mediante la segregacion de factores APF1 y APF2 que facilitan la

auto-agregacion y la adhesion a células epiteliales humanas (Nishiyama et al., 2015).
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Produccién de sustancias antimicrobianas

Unos de los mecanismos propuestos por el cual los probioticos ejercen
beneficios en la salud es la formacion de compuestos de bajo peso molecular, tales
como acidos organicos y PAM conocidos como bacteriocinas (Martinez et al., 2013,
Arenaet al., 2016).

Los &cidos orgéanicos son considerados el principal componente antimicrobiano
capaz de inhibir la actividad de los patdgenos; en particular los &cidos acético y lactico
tienen un efecto inhibitorio frente a bacterias Gram™ (Alakomi et al., 2000; De
Keersmaecker et al., 2006; Makras et al., 2006; Shokri et al., 2017).

La forma no disociada de los &cidos organicos entra en la bacteria y se disocia
dentro del citoplasma, ocurriendo una disminucion del pH o una acumulacion
intracelular de las formas ionizadas que pueden conducir a la muerte del patdégeno
(Ouwehand, 1998; Russel y Diez-Gonzalez, 1998). Las bacterias intestinales producen
una gran variedad de acidos grasos que promueven la salud. De hecho, ciertas cepas de
bifidobacterias intestinales y lactobacilos han demostrado producir acido linoleico
conjugado (ALC), potente agente anticancerigeno (O'Shea et al., 2012; Macouzet et al.,
2009). Recientemente, se ha demostrado la capacidad de modular la composicion de los
acidos grasos del higado y del tejido adiposo del hospedador tras la administracion oral
de bifidobacterias y lactobacilos productoras de ALC en ratones (O'Shea et al., 2012,
Lee et al., 2007). Por ultimo, las bacterias probioticas son capaces de producir derivados
de las sales biliares, que tienen actividad antimicrobiana en comparacion con las sales
biliares sintetizados por el organismo. Sin embargo, queda por dilucidar cémo los
probidticos se protegen a si mismos de los distintos metabolitos con actividad
microbiana que producen (Oelschlaeger, 2010). La administracion de butirato producido
por bacterias, provoca un aumento de mucina en células LS174T, lo que provoca una
reduccion en la adherencia de patdgenos como E. coli, con lo que de manera indirecta
disminuye el nimero de bacterias dafiinas (Jung et al., 2015). El acido tropoditiético
producido por Phaeobacter inhibens S4Sm, promueve la formacion de biopeliculas
gracias a la expresion de clpX y EXOP (Zhao et al., 2016).

Lactobacillus rhamnosus IMC 501, Lactobacillus paracasei IMC 502 y su

combinacion 1:1, llamada Synbio, tienen actividad frente a patdgenos, si bien se
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desconoce si se debe a la produccion de bacteriocinas u otros compuestos (Coman et al.,
2014).

Con respecto a la produccion de bacteriocinas, hay que destacar que varios
estudios han puesto de manifiesto que la produccién de las mismas confiere a las cepas
productoras una ventaja competitiva dentro de entornos microbianos complejos, como
consecuencia de su actividad antimicrobiana asociada. La produccion de bacteriocinas
puede permitir el establecimiento del microorganismo y aumentar la prevalencia de las
cepas productoras, asi como permitir la inhibicion directa en la proliferacién de
patogenos dentro del TGI (O'Shea et al., 2012).

Pseudoalteromonas piscicida presenta dos mecanismos de control de patdgenos,
siendo uno de ellos la produccion de sustancias antimicrobianas, peptidasas y acidos.
Por otro lado, se ha descrito un mecanismo novedoso mediante la transferencia directa

de vesiculas digestivas a bacterias con las que compiten (Richards et al., 2017).

Muchas LAB generan bacteriocinas con actividad sélo contra bacterias
estrechamente relacionadas, pero existen algunas que incluso son activas frente a
patogenos transmitidos por los alimentos (Nielsen et al., 2010; Al Kassaa et al., 2014;
Swetwiwathana et al., 2015). Los mecanismos comunes de accion de las bacteriocinas
incluyen la destruccion mediante la formacion de poros y/o inhibicién de la sintesis de
la pared celular (Hassan et al., 2012). Por ejemplo, la nisina forma un complejo con el
ultimo precursor de la pared celular, el lipido dos, inhibiendo de este modo la
biosintesis de la pared celular y posteriormente formando un poro en la membrana
bacteriana (Bierbaum y Sahl, 2009). Las LAB producen diferentes bacteriocinas, entre
las que destacan: sakacin A, pediocina (PA-1), enterocinas (P, Q y L50), plantaricinas
(EF y JK) y garvicina (ML), que modifican la microbiota en ratones reduciendo el
ndmero de patdgenos como Staphylococcus por enterocinas, Enterococcaceae por
GarML y Clostridium por plantaricinas (Umu et al., 2016). Igualmente, algunas LAB
ejercen un efecto inhibitorio sobre diferentes especies de Listeria mediante la
produccion de bacteriocinas. En concreto frente a Enterococos faecium M3K31 que

produce enterocina HF (Arbulu et al., 2016).

Cepas bacterianas tales como Lactobacillus reuteri SD2112 son importantes

para inhibir agentes patdgenos en el intestino (Langa et al., 2014).
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Las bacteriocinas de Lactobacillus plantarum LZ206 de denominan
plantaricinas. Tras el analisis genomico de esta cepa se ha comprobado que expresa
varias plantaricinas de clase I1Ib PInJK, NC8of3 y también la clase Ilc (Li et al., 2016).
La cepa LZ95 de Lactobacillus plantarum posee en su material genético 15 genes
implicados en la biosintesis de bacteriocinas como PInJ y PInK vy riboflavina (Li et al.,
2016). Otra cepa de Lactobacillus paraplantarum L-ZS9 también muestra genes

precursores de bacteriocinas de clase 11 PInJ, PInK, pIné, PInF y plna (Liu et al., 2016).

Algunos compuestos antibacterianos especificos han sido descritos para cepas de
bifidobacterias y, dentro de ellos, sélo una bacteriocina (bifidocina B), producida por B.
bifidum NCFB 1454, es activa frente a bacterias Gram” (Makras et al., 2006; Yildirim et
al., 1999). Liévin et al., describieron una gran actividad de eliminacion de dos cepas de
Bifidobacterium contra varias bacterias patdgenas, como Salmonella enterica ser.
typhimurium SL1344 y E. coli C1845. Dicha actividad, fue atribuida a la produccion de
una molécula lipofilica de bajo peso molecular (Liévin et al., 2000; Gibson y Wang,
1994).

Debido al incremento de resistencias a antibioticos por parte de
microorganismos patogenos, en medicina se suele complementar el tratamiento con
otros productos. Lactobacillus rhamnosus GG producen proteinas llamadas Llpl y
LIp2, que son estructuralmente similares al dominio N-terminal de leptinas, las cuales
poseen la capacidad de inhibir la formacion de biopeliculas producidas por Escherichia
coli y Salmonella (Petrova et al., 2016), con lo que podria ayudar en el tratamiento
antibiotico. Pediococcus pentosaceus y Lactobacillus brevis han mostrado el mismo
efecto sobre las biopeliculas generadas por Streptococcus salivarius B468 y Bacillus
cereus ATCC14579 (Ben et al., 2016).

Igualmente se ha descrito que Bacillus clausii O/C contrarresta los efectos
toxicos que provocan Clostridium difficile y Bacillus cereus en células Vero y Caco-2
(Ripert et al., 2016).

Lactobacillus plantarum ST8Sh muestra un gran poder antimicrobiano frente a
Listeria monocytogenes ATCC 7644 y Enterococcus faecalis ATCC 19443 (Todorov et
al., 2017).
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Carnobacterium produce bacteriocinas denominadas “divercinas” frente a
Listeria monocytogenes observado en células HT29. Aparte de esta accion frente a
patdgenos, la produccion de divercinas estimula la expresién de moco por parte de las
células HT29, lo que facilita la adhesion de Carnobacterium y fomenta el poder

antipatogenico (Pilchova et al., 2016).

La eficacia de las bacteriocinas depende de la cepa contra la que va a actuar y de
la cepa productora. Lactobacillus rhamnosus CJNU 0519 produce rhamnocina 519, que
ha demostrado ser eficaz frente Lactobacillus acidophilus, Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus (Jeong et al., 2015). Bacillus licheniformis MCC2514 presenta
mayor eficacia frente a Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus y especies de
Klebsiella y Aeromonas, mientras que Bacillus licheniformis MCC2512 también tuvo
influencia sobre Listeria monocytogenes y Salmonella typhimurium (Shobharani et al.,
2015).

En algunos casos la adicion de compuestos puede servir como ayudante en la
estimulacion de bacteriocinas. Es el caso de la sacarosa y la inulina, que potencian la
bacteriocina generada por Pediococcus pentosaceus sobre Enterococcus y Listeria (de
Souza de Azevedo et al., 2017). Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii LDDO01
tiene un efecto inhibitorio sobre Klebsiella pneumoniae, el cual se multiplica con la

aplicacion de proteinasa K (Mogna et al., 2016).

La cepa Bifidobacterium animals produce una bacteriocina denominada
Bifidocin A, que inhibe el crecimiento de una amplia gama de bacterias transmitidas por
los alimentos. Esta bacteriocina produce la lisis, desestabilizacion y permeabilizacion de
las membranas celulares como se ha demostrado con E. coli 1.90. Ademas posee
actividad inhibitoria frente a levaduras, como S. cerevisiae, K. marxianus y C. albicans
(Liu et al., 2015).

Debido a los mecanismos de resistencias que desarrollan bacterias como
Escherichia coli frente a antibidticos, es necesario aumentar el arsenal terapéutico.
Dentro de los nuevos candidatos a agentes antibacterianos se encuentran la nisina y la
enterocina DD14. Diversas combinaciones entre nisina, colistina y DD14 han
demostrado gran eficacia frente a cepas de E. coli (Al Atya et al. 2016). Del mismo

modo, se han descubierto nuevos compuestos de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
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y Lactobacillus plantarum ATCC 8014 efectivos contra Serratia marcescens (Vahedi et
al., 2016). Otras probidticos que producen bacteriocinas son los siguientes:
Enterococcus faecalis DU10 (Perumal et al., 2016); la lactococcina Z de clase Ild
producida por Lactococcus lactis (Ishibashi et al., 2015); BLIS, producida por
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Martinez et al., 2015); BLISL23 y L60, por
Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 (Ruiz et al., 2015); la
plantaricina ZJ5, por Lactobacillus plantarum ZJ5 (Song et al., 2014); y la plantaricina
DMD5, por Lactobacillus plantarum DM5 (Das et al., 2014).

Se ha encontrado una nueva bacteriocina frente a Campylobacter jejuni
procedente de Lactobacillus curvatus. Este nuevo compuesto de ha denominado
curvaticin DN317 y posee estructuras similares a la sakacina P y la curvaticina L442
(Zommiti et al., 2016).

Para mejorar las bacteriocinas, se ha propuesto un mecanismo de recombinacion
génica en Lactobacillus plantarum LB-B1 quien produce pediocina PA-1, que posee
efecto sobre bacterias Gram™ pero no sobre Gram™. Este mecanismo de recombinacion
se basa en la expresion de microcina V pero usando la secuencia génica del péptido
lider de pediocina PA-1. La recombinacion parece tener un efecto de mas amplio
espectro (Ma et al., 2016).

Otro mecanismo para desarrollar nuevas bacteriocinas es por modificacion de
aminoacidos de bacteriocinas ya existentes. Es el caso de la enterocina A, cuya
modificacion en los aminoacidos A24 y T27 produce un mayor efecto (McClintock et
al., 2016).

Probidticos vy sistema inmunitario

El control y reconocimiento por parte de las células que controlan el medio
luminal, células epiteliales, células M y CD, se realiza mediante PRRs que detectan
microorganismos o partes de microorganismos a través de estructuras moleculares
conservadas (Fong et al., 2016). La expresion de estos receptores y la cascada de
sefiales que desencadena debido a su activacion es imprescindible debido a que la

ausencia de especificidad en el epitelio puede conducir a una brecha en la barrera
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intestinal, lo que pondria en contacto las bacterias comensales y la lamina media
provocando inflamacion (Hevia et al., 2015, Villena et al., 2014). Los TLRs son
proteinas transmembrana expresadas en diversas células, tanto inmunitarias como no,
entre las que se encuentran las células B, células natural killer, CD, macrofagos,
fibroblastos, células epiteliales y células endoteliales. En los mamiferos, la familia de

TLRs incluye 11 proteinas

(TLR1-TLR11). En los seres humanos, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6y TLR10 se
encuentran en la membrana plasmatica asociados principalmente a la respuesta de
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP). Los receptores TLR3, TLR7,
TLR8 y TLR9 se encuentran en la superficie de los endosomas, respondiendo a los
PAMP de virus y bacterias (Figura 6) (Gomez-Llorente et al., 2010). En el intestino
sano, los enterocitos expresan bajos niveles de TLR 2 y 4 y del co-receptor MD-2
(Abreu et al., 2001; et al., 2004). La activacion de los PRR de los enterocitos por parte
de microorganismos produce péptidos antimicrobianos (incluyendo ReglII y, ReglIIf,
Ang4 y Itin1), moco, IL-18 (induce la activacion de células NK y linfocitos T
citotoxicos, ademés estimula la produccion de IF-y e incrementa el efecto de la 1L-12)
(Wawrocki et al., 2016). Los TLR que junto con el receptor GPR109 estimula la sintesis
de Pro-1L-18. Para que Pro-1L-18 sea funcional, es necesaria una escision post-
transcripcional que se lleva a cabo en el inflamasoma NLRP6. I1L-18 también puede
provenir de células inmunes ayudando a regular las respuestas antimicrobianas de las

células epiteliales (Thaiss et al., 2016).
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Figura 6. Interaccion de los probiéticos con el sistema inmunitario en el intestino. BermUdez-Brito M, Plaza-Diaz J, Mufioz-
Quezada S, Gomez-Llorente C, Gil A. Probiotic mechanisms of action. Ann Nutr Metab 2012; 61: 160-174.

La via de sefalizacion de los TLRs, a excepcion del receptor TLR3, implica el
reclutamiento de MyD88 (proteina de respuesta primaria de diferenciacion mieloide),
que activa las vias de MAPK (mitogen-activated protein kinase) y la del factor nuclear
(NF)-kappa B (Lebeer et al., 2010; Kawai y Akira, 2010; Wells, 2011). EIl receptor
TLR3 utiliza el TRIF (adaptador que contiene el dominio TIR —receptor
toll/interleuquina (IL)-1— que induce interferon P), lo que lleva a la expresion de
interferon tipo 1 (Wells, 2011). La sefializacion mediada por TLRs ha demostrado
controlar la maduracion de las CD induciendo la sobreexpresion de varios marcadores
de maduracién, tales como CD80, CD83 y CD86, asi como el receptor de quimioquinas
CCRY7.
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Por otra parte, los microorganismos comensales y los probioticos pueden crear
un estado de tolerancia general mediado por la accion de TLRs en las CD. La
sefializacion del receptor TLR9 es esencial en la intervencion de la accion anti-
inflamatoria producida por los probidticos. Sin embargo, otros estudios han implicado a
otros TLRs, tales como TLR3 y TLR7, en la tolerancia inducida por bacterias
comensales y probioticas (Gomez-Llorente et al., 2010). Asi probidticos estimulan la

sintesis de TLR3, lo que facilita la inmunidad innata antiviral (Tada et al., 2016).

Después de la activacion producida por los microorganismos comensales y
probidticos, las CD inician una respuesta adecuada, como la diferenciacion de células
ThO a Treg, que tiene un efecto inhibidor sobre las respuestas inflamatorias Thl, Th2y
Th17. Esta bien establecido que los probidticos pueden suprimir la inflamacion
intestinal a través de la regulacion a la baja de la expresion de TLRs, la secrecion de
metabolitos que pueden inhibir al TNF-a y la inhibicion de la senalizacion de NF-kB en

los enterocitos (Gomez-Llorente et al., 2010).

El receptor TLR2 reconoce al peptidoglicano, principal componente de las
bacterias Gram®, entre las que se incluyen los géneros Lactobacillus. Varios estudios
han demostrado que TLR2 es necesario para que algunas cepas de Lactobacillus puedan
ejercer sus efectos inmunomoduladores. Vinderola et al. (2005) demostraron que L.
casei CRL 431 interactta con las CEI a través de TLR2, y que esta interaccion induce
un incremento en el nimero de receptores CD-206 y TLR2, principalmente en las
células implicadas en la respuesta inmunitaria innata. Ademas, los componentes de la
pared celular de los lactobacilos pueden potenciar la sefial de unién de TLR2 en
combinacion con TLR6. Los anclajes de la membrana diacilados de lipoproteinas y
acidos lipoteicoicos se unen a TLR2 y TLR6, promoviendo asi la dimerizacion y
activacion mediada por MyD88, de la via candnica de NF-xB (Wells, 2011) o mediante
MAPK (Anderson et al., 2016). La estimulacion de TLR2 aumenta la produccion de
citoquinas y su activacion tiene un papel importante en la mejora de la resistencia

transepitelial a las bacterias invasoras (Vizoso Pinto et al., 2009).

En este sentido, Shida et al. mostraron que L. casei induce altos niveles de IL-
12, tanto en macrofagos normales como en deficientes de TLR2, y que el
peptidoglicano induce bajos niveles de IL-12 en macréfagos normales e incluso mas

bajos en los deficientes de TLR2. Por lo tanto, los autores sugirieron que el
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peptidoglicano intacto de los lactobacilos en realidad actia via TLR2 inhibiendo la
produccion de IL-12. Aunque, el reconocimiento por TLR2 es esencial, solo del 12 al
48% de la produccidn de IL-12 en los macréfagos deficientes de TLR2 fue inhibida por
el peptidoglicano, lo que sugiere que otros mecanismos independientes de TLR2 pueden
estar implicados (Shida et al., 2009).

Igualmente, se ha demostrado que cepas de L. rhamnosus GG y L. plantarum
BFE 1685 aumentan la expresion de TLR2 en experimentos con células intestinales
humanas. Mas recientemente, L. casei CRL431 ha demostrado ejercer efectos similares
en ratones sanos Yy ratones infectados con S. enterica serovar typhimurium (Abreu et al.,
2005; Castillo et al., 2011). La administracion de probidticos a ratones sanos produjo un
aumento en la expresion de TLR2, TLR4 y TLR9, y mejoré la secrecion de TNF-o,
IFN-y e IL-10 en las placas de Peyer (Castillo et al., 2011). Recientemente, Yao et al.,
(2017) han demostrado que el tratamiento con Golden bifid (mezcla de Bifidobacterium
longum, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus) produce un efecto
contrario, donde disminuye la expresion de TLR2 y TLR4 en ratones que poseen colitis
ulcerosa. El efecto se debe a la disminucion de TNF-a e IL-1p, citoquinas relacionados

con la inflamacion.

TLR2 también tiene un papel importante en el reconocimiento de las
bifidobacterias. Hoarau et al. han descrito que el producto de fermentacion por B. breve
C50 puede inducir la maduracién y producciéon de IL-10, asi como prolongar la
supervivencia de las CD via TLR2 (Hoarau et al., 2006). Lactobacillus casei Lbs2
produce de la misma manera en las CD un incremento de TLR2, activando células ThO
a Treg, lo que conlleva a una respuesta anti-inflamatoria (Thakur et al., 2016), y del
mismo modo, Zeuthen et al. sefialaron que CD sin el gen TLR2 producen mas IL-2 y
menos IL-10 en respuesta a bifidobacterias, concluyendo que los efectos inmuno-
inhibitorios dependen de TLR2 (Zeuthen et al., 2008). Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12 reduce TNF-a en adultos sanos a partir de la inhibicion de NF-xB,
mediante la interaccion con TLR-2 en monocitos de sangre periférica estimulados con
LPS (Meng et al., 2017).

Con respecto al receptor de TLR4 se ha observado que tiene un papel en la
defensa del hospedador frente a las infecciones in vivo de Salmonella. En ratones sanos,

L. casei CRL 431 activa este receptor y es capaz de utilizarlo como mecanismo de
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supervivencia frente a bacterias patogenas (Castillo et al., 2011). La activacion de TLR4
induce mediadores pro-inflamatorios, un aumento en la expresion de TLR2 y una
reduccion en su propia expresion, que cursa con un reclutamiento de células
inflamatorias y con el inicio de una respuesta apropiada en el bazo (Castillo et al., 2011,
Weiss et al.,, 2004; Totemeyer et al., 2003). Del mismo modo los efectos anti-
inflamatorios de Lactobacillus delbrueckii TUA4408L dependen de la activacion de
TLR2, pero no de TLR4 (Wachi et al., 2014). El tratamiento con Lactobacillus
rhamnosus GG reduce los procesos inflamatorios en ratones KO para TLR4 con colitis
ulcerosa inducida por Citrobacter rodentium, lo que demuestra el poder anti-
inflamatorio, aunque en ratones KO para TLR2 no se observo una mejoria (Ryu et al.,
2016). La induccién de TLR4 puede conducir a la produccién de citoquina inflamatoria
a través de la activacion de dos vias de sefializacion, una dependiente de MyD88 y otra
independiente.

La inhibicién de TLR4 en procesos anti-inflamatorios mediante Lactobacillus
amylovorus DSM 16698 T estimula la sintesis de reguladores negativos a través de
TLR2, como Tollip y IRAK-M y disminuyendo la sintesis de NF-xB Ademas, se
produce una disminucién de las proteinas de choque térmico Hsp72 y Hsp90, las cuales
son cruciales para el funcionamiento de TLR4, lo que conlleva una disminucién de
citoquinas pro-inflamatorias en células Caco-2 / TC7 y explantes de cerdo (Finamore et
al., 2014).

Asimismo, cepas de Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus inactivadas por calor pueden disminuir la expresion de TLR4, de
manera similar a la del lipopolisacarido (LPS), en CD derivadas de monocitos humanos
tras 12 h de incubacién. Estas cepas probidticas pueden alterar la respuesta inmunitaria
a nivel post-transcripcional por modificacion de la expresion del microARN (Giahi et
al., 2012).

Otro TLR relevante es el TLR9, que reconoce ADN bacteriano con islotes CpG.
Fragmentos de ADN no metilado que contiene CpG son liberados por probidticos in
vivo teniendo un efecto anti-inflamatorio, a traves de la sefializacion de TLR9 en la
superficie. Se sabe que las especies de Lactobacillus difieren en su composicion G+C.
Por lo tanto, la capacidad de distintas especies de estimular TLR9 puede ser diferente

(Wells, 2011; Hemmi et al., 2000). La estimulacion de TLR9 a través de las superficies
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apical y basolateral activa diferentes vias de sefalizacion intracelular en células
epiteliales polarizadas. Mientras el TLR9 basolateral activa la degradacion de 1kBa y la
activacion de la via de NF-kB, el TLR9 apical induce una acumulacion citoplasmatica
de IkxB ubiquitinada e inhibe a NF-kB (Lee et al., 2006). No siempre TLR-9 se estimula
tras la intervencion de probidticos. Cepas de B. breve (NumRes 204), L. rhamnosus
(NumRes 1) y L. casei (DN-114001) inducen distintos niveles de produccion de
citoquinas en células inmunitarias primarias de humanos y ratones. Se ha demostrado
que la cepa de B. breve genera niveles mucho mas bajos de IFN-y que L. rhamnosus y
L. casei. Por otra parte, la cepa de B. breve y lactobacilos estimulan citoquinas de
manera independiente de TLR9 y disminuyen la inflamacion por efectos inhibitorios de
TLR2 (Plantiga et al., 2011). También se ha observado en ratones, que Lactobacillus
rhamnosus HNOO1, puede proteger contra el desarrollo de enterocolitis necrotizante en
un proceso que requiere la activacion del receptor TLR9. Ademas, se puso de
manifiesto que el propio ADN de Lactobacillus rhamnosus HNOO1 poseia el mismo
efecto que el propio Lactobacillus rhamnosus HNOO1, reduciendose el grado de
sefializacion pro-inflamatorio y los niveles de TLR4 en enterocitos cultivados (Good et
al., 2014).

Aparte de los efectos anteriormente mencionados, TLR2 también es capaz de
modular la respuesta en células de la placas de Peyer y en la ldmina propia un
incremento de IgA estimulado por Lactobacillus gasseri SBT2055. ElI fendbmeno se
lleva a cabo mediante las CD, provocando en linfocitos B la activacion de genes BAFF
que codifica citoquinas y ademas participan en la proliferacion, produccién de IL-6 y
IL-10, y en el cambio de clase de IgA a IgA" (Sakai et al., 2014). Los niveles de
secrecion de IgA por parte de los enterocitos se afectan por la accion de Lactobacillus
helveticus KLDS 1,8701 y Lactobacillus acidophilus KLDS AD1, AD2 mejorado los
niveles de IFN-y y IL-4, que son claves en la induccion de respuestas de Thly Th2 en
ratones (Bian et al., 2016). De la misma manera las LAB estimulan la produccion de
IgA en las placas de Peyer y favorece las uniones intercelulares (Kim et al., 2016) y por
Saccharomyces cerevisiae (Garcia et al., 2016).

Bifidobacterium adolescentis DB-2458, Bifidobacterium longum subsp. infantis
GB-1496 y Bifidobacterium longum HB-762 inducen la produccion de citoquinas anti-
inflamatorias TGF-p e IL-10 en ratones (Chiu et al., 2014, del Carmen et al., 2014).
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Lactobacillus rhamnosus RC007 incrementa el ratio IL-10/TNF-a en ratas con colitis
inducida por TNBS (Dogi et al., 2016). Del mismo modo, Faecalibacterium prausnitzii
A2-165 promueve la sintesis de IL-10 en CD (Rossi et al., 2016; Strisciuglio et al.,
2015). En los macréfagos el aumento de IL-10 viene determinado por la activacion de
TLR-2 como consecuencia de la expresion de MyD88 (Kanai et al., 2015).
Lactobacillus pseudocatenulatum CECT7765 produce una activacion de TLR2 que
induce en linfocitos intestinales de ratones una represion de CCR6, CCR9, CXCR3,
CXCRG6, TNF-a y sus receptores TNF-RI y TNF-RII; sin embargo, se incrementan los
niveles de IL-10 y IL-10R (Moratalla et al., 2016).

Ademas de estudiar la produccién de citoquinas anti-inflamatorias, algunas
cepas de probidticos modulan la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, como es el
caso de IL-8. El uso de Enterococcus faecium HDRSEf1 tuvo efectos positivos sobre la
diarrea en lechones. En células IPEC-J2 estimuladas con Escherichia coli K88ac como
agente promotor en el incremento de la permeabilidad y por ende de un estado
inflamatorio. Los resultados demostraron que Enterococcus faecium HDRSEf1
HDRSEf1 desplaza a Escherichia coli K88ac de la capa de células IPEC-J2 y ademas,
modula la liberacion de IL-8 por las células IPEC-J2 con lo que disminuye dicha
inflamacion (Tian et al., 2016). Otra cepa de Enterococcus faecium, CM33, posee los
genes que codifican para enterocinas A, 31 y X (Nami et al., 2015). En células Caco-2
tras su incubacion con de Lactobacillus rhamnosus GG y Bifidobacterium animalis
subsp. lactis DSM1014, disminuyen los niveles de IL-8 cuando se estimulan con
Salmonella. La regulacion ocurre a través de PI3K/Akt cuando la cepa probidtica se
administra previamente al patdgeno, o bien puede ocurrir a través de la expresion de la
proteina 2 cuando el probidtico se administra después del patégeno (Huang et al.,
2016). La regulacion de IL-8 no estd mediada por NF-xB en células HT-29 (Rolny et
al., 2016). Lactobacillus plantarum Lp62 también inhibio los niveles de IL-8, TNF-«,
IL1-p, y IL-17 secretada por macrofagos J774 (Ferreira et al., 2016). Novotny et al.,
(2015) observaron una disminucion de citoquinas pro-inflamatorias 1L-6, IL-17 y TNF-
a por Lactobacillus casei CRL 431. También, en los adipocitos, provoca una
disminucion de la secrecion de proteina quimio-atrayente de monocitos 1 (MCP-1)

disminuyendo procesos de inflamacion.
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Lactobacillus platarum inhibe la activacion de NF-xB, reduce los linfocitos T en
los tejidos epiteliales aumenta las citoquinas anti-inflamatorias IL-1, IL-6 y TGF-f y
disminuye las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1B y INF-y. Estos efectos se
realizan a través de la proteina SLP de la capa superficial del probiotico. EI dominio
MIMP de la misma es quien determina estos efectos (Liu et al., 2014). La ingesta de
Lactobacillus plantarum CECT 7315/7316 (LP3457) atentan las reacciones de
endotoxemia tanto aguda como cronica provocadas por LPS en ratas Zucker,
provocando una disminucion de IL-1B, IL-6 y de la proteina C reactiva (CRP) asi como
un aumento de 1L-10. Este aumento de I1L-10 se debe a la disminucién de NF-«xB lo que
produce una disminucion de la accion de mieloperoxidasa (MPO) localizada en células
polimorfonucleares (Vilahur et al., 2015; Citar et al., 2015). Un estudio con
Lactobacillus fermentum y Lactobacillus paracasei LS2 mostré resultados similares en
ratones, restaurando los niveles Th1/Th2, incrementando los niveles de IL anti-
inflamatorias, y disminuyendo las pro-inflamatorias (Sharma et al., 2014; Park et al.,
2017).

Lactobacillus rhamnosus Lcr35 participa en procesos anti-inflamatorios
disminuyendo la concentracion de 1L-23, TGF-B, IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y, e 1L-12.
IL-17 que viene producida por Thl7 tras el tratamiento en ratas Sprague Dawley
inducidas con &cido trinitrobencenosulfonico (TNBS). Th17 participa en procesos pro-
inflamatorios y se estimula a través de CD80/CD86 y CD40 lo que conlleva la
activacion del factor de transcripcion RORyt, (Owaga et al., 2015; Darbaky et al., 2017)

La presencia de inulina como prebidtico mejora el crecimiento de B. longum
BB536, B. animalis subsp. lactis BB12, B. lactis LAFTI B94, y estimula la produccion
de é&cidos grasos de cadena corta. Este incremento inhibe significativamente la
concentracion de citoquinas pro-inflamatorias tales como (TNF-o, 1L-12, TGF-B1 y
IFN-y), ademas de inducir una mayor produccion de citoquinas anti-inflamatorias (IL-4
e IL-10) en células mononucleares de sangre periférica humanas (PBMCs) (Asarat et
al., 2015).

Bifidobacterium bifidum MIMBb75 expresa una proteina en la superficie externa
Ilamada TgaA. Esta proteina posee dos dominios, uno de ellos es una mureina

transglucosilasa litica (LT) y una amidohidrolasa/peptidasa dependiente de cisteina e
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histidina (CHAP), siendo este tltimo la region inmune activa de la proteina, capaz de

activar las CD y desencadenar la produccion de IL-2 (Guglielmetti et al., 2014).

Se conoce que la capa de mucosa producida por las células caliciformes ayuda a
controlar a las bacterias enteropatogenas. Se ha evaluado VSL#3 en ratones C57BL/6

+/+

que poseen el gen que codifica para la produccion de moco Muc2™™ y en otro grupo que
carece de este gen Muc2”. La administracion de VSL#3 mejora la barrera epitelial,
independientemente de si poseen capa de mucosa 0 no. La mejora se asocié con una
disminucion de especies reactivas de oxigeno por parte de los macréfagos peritoneales,
la restauracion de la expresion génica del péptido antimicrobiano y el aumento de la
abundancia de bacterias comensales en el intestino. En el analisis se observo una
reduccion de la permeabilidad. También se observé una reduccion de MPO y otros
pardmetros inmunolégicos como IL-1B, TNF-o y IFN-y, proteina inflamatoria de
macrofagos 2, proteina quimiotéctica de monocitos-1 y disminucion de ROS por los
macrofagos peritoneales quedando demostrado asi que incluso con patologias alteradas
en la produccion de moco intestinal, los probidticos incrementan la permeabilidad y

disminuyen la inflamacion (Kumar et al., 2017).

Asimismo, los probioticos pueden actuar directamente sobre los linfocitos. Es el
caso de Bifidobacterium animalis subsp. lactis en ratones C57BL/6 infectados con
oocistos de ME49, cepa de Toxoplasma gondii. El probidtico tuvo una accién
inmunomoduladora, induciendo la proliferacion de linfocitos CD19 (Ribeiro et al.,
2016), y Treg (Jiang et al., 2016), a través de la expresion de Foxp3 (Xie et al., 2016).

Como se mencion6 anteriormente, las funciones de los probidticos son
especificas de cada cepa. Asi, en ratones libres de patdgenos, Lactobacillus fermentum
AGR1487 produce mayores niveles de biomarcadores inflamatorios y aumenta de la
expresion en colon de genes implicados en vias pro-inflamatorias, comparado con la
cepa AGR 1485 (Anderson et al., 2016).
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NLRs v probidticos

Los NLRs se encuentran localizados en el citoplasma y son importantes en los
tejidos donde TLRs se expresan en niveles muy bajos. Los miembros mas
caracterizados son NOD1 y NOD2, pero actualmente hay mas de 20 NLRs identificados
(Hakansson y Molin, 2011). NOD1 se expresa de forma ubicua. NOD2 se expresa en
macrofagos, células de Paneth, CD, células intestinales, células de pulmon y células
epiteliales orales, y en bajos niveles en células T. El receptor NOD1 puede detectar
restos de peptidoglicano, asociado principalmente a la identificacion de bacterias
Gram®™; y NOD2 puede detectar motivos dipeptidicos de acido muramico, lo que
permite el reconocimiento de un amplio rango de bacterias (Biswas et al., 2012).
Después del reconocimiento de su agonista, tanto NOD1 como NOD2 se oligomerizan
para reclutar y activar la proteina adaptadora RICK, una protein-quinasa que regula la
apoptosis mediada por CD95, esencial en la activacion de MAPK y NF-«B, aumentando
la transcripcion y produccion de mediadores inflamatorios, entre ellos citoquinas,
quimio-atractantes, ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la enzima oxido nitrico sintasa
inducible (Chen et al., 2009).

Hay algunos estudios que demuestran el efecto de los probidticos en los NLRs.
Fernandez et al. (2011), sefialaron recientemente que la capacidad protectora de L.
salivarius Ls33 se correlaciona con la produccién local de IL-10, que fue neutralizada
en ratones deficientes de NOD2. De hecho, estos autores establecen que el efecto anti-

inflamatorio de Ls33 esta mediado por NOD2.

Otra importante via activada por los NLRs implica la escision de pro-IL-1p y
pro-1L-18 en sus formas maduras y activas. Los NLRs participan en la formacion del
inflamasoma, lo que conduce a la activacion de la caspasa-1. Existen tres inflamasomas
principales: NLRP1, NLRP3 y NLRC4. EI NLRP3 detecta LPS, muramildipéptidos,
ARN bacteriano y viral (Chen et al., 2009). Existen dos pasos fundamentales para la
completa activacion del inflamasoma NLRP3, uno necesario para inducir la
transcripcion del ARN mensajero de NLRP3 y otro en el que se reconozcan los PAMP
para la completa expresion de NLRP3 (Bauernfeind et al., 2009; Bauernfeind et al.,
2010). Escherichia coli Nissle 1917 provoca una menor activacion del inflamasoma
NLRP3 (Becker et al., 2014).
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Se ha sugerido que NLRP3 tiene un papel importante en la regulacion de la
inflamacidn intestinal en adultos, como en el caso de la enfermedad de Crohn (Hirota et
al., 2011). A su vez, una alteracion en la expresion de NLRP3 resulta en una
interrupcion en la homeostasis inmunitaria asociada a enfermedades auto-inflamatorias
en humanos (Anderson et al., 2008). Debido a que el nivel de expresion de NLRP3 es
bajo en las células inmunitarias, la induccion de la expresion de NLRP3 es un primer
paso para la activacién apropiada del NLRP3 con el fin de responder al estimulo
producido por los PAMP (Bauernfeind et al., 2009; Bauernfeind et al., 2010; Meylan et
al., 2006; Martinon et al., 2009).

Obesidad y sindrome de resistencia insulinica

La obesidad es una enfermedad crdénica compleja y de origen multifactorial,
caracterizada por el aumento excesivo de masa corporal y, particularmente, de masa
grasa. La obesidad representa una de las patologias méas importantes para la salud
publica, siendo el exceso de peso corporal el sexto riesgo mas importante que
contribuye al desarrollo de enfermedad en el mundo (WHO/FAO, 2002; Haslam &
James, 2005). Actualmente se considera que la causa principal de la obesidad es la
interaccion ambiental en individuos con haplotipos de genes susceptibles o candidatos
de obesidad (Bell et al, 2005).

La prevalencia de obesidad estd aumentando rapidamente en la mayor parte de
los paises, alcanzando proporciones de pandemia. Actualmente, existen en todo el
mundo mas de 1.100 millones de adultos con sobrepeso de los cuales 312 millones son
obesos (Hossain et al., 2007). Ademas, al menos 155 millones de nifios tienen
sobrepeso 0 son obesos segun la International Obesity Task Force (IOFT) de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Esta dltima ha revisado la definicion de
obesidad para ajustar las diferencias étnicas y considera que la prevalencia de sobrepeso
y obesidad alcanza la cifra de 1.700 millones de sujetos en el mundo (WHO/FAO,
2002). Durante los ultimos 20 afos, las proporciones de obesidad no sélo han
aumentado en los paises desarrollados sino que se han triplicado en los paises en vias de
desarrollo que han adoptado un estilo de vida occidental, caracterizado por una menor

actividad fisica y consumo excesivo de alimentos energéticamente densos y baratos
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(Haslam & James 2005; Hossain et al.,, 2007). Se ha estimado que en 2002 la
prevalencia de sujetos mayores de 15 afios con indice de masa corporal (IMC) superior
a 30 kg/m? era del 5,7% para los hombres y de 9,4% para las mujeres y aumentara hasta
el 8,0% y 12,3% en el afio 2010, respectivamente (Yach et al.; 2006). Asimismo, en

2025 la OMS estima que el nimero de obesos alcanzara la cifra de 600 millones.

En particular, la prevalencia de la obesidad infantil estd creciendo de forma
alarmante en los paises desarrollados, alcanzando también a los paises en vias de
desarrollo. En la mayoria de los paises, la obesidad infantil ha aumentado en la Gltima
década como consecuencia de un entorno caracterizado por la facil disponibilidad de
alimentos baratos ricos en calorias combinado con un estilo de vida cada vez mas
sedentario. Recientemente, se ha revisado la tendencia mundial de la obesidad infantil,
en poblaciones en edad escolar de 25 paises y en edad preescolar de 42 paises,
observandose que la prevalencia de sobrepeso infantil ha aumentado mas
draméaticamente en paises econdmicamente desarrollados y en poblaciones urbanizadas
(Wang & Lobstein, 2006). En Europa, la prevalencia de sobrepeso alcanza desde el 12%
en la Republica Checa y Holanda, hasta el 36% en Italia (Lobstein & Frelut, 2006).

En la poblacién infantil y juvenil espafiola (2-24 afios), de acuerdo con los
resultados del estudio enKid, la prevalencia de obesidad se estima en un 13,9% y la de
sobrepeso en un 12,4%. La obesidad es significativamente mas prevalente en varones
(15,6%) que en mujeres (12,0%). En el grupo de varones, las tasas mas elevadas se
observaron entre los 6 y los 13 afios. En las chicas, las tasas de prevalencia mas

elevadas se observaron entre los 6 y los 9 afios (Serra-Majem et al., 2003).

La prevalencia creciente de la diabetes tipo 2, de las enfermedades
cardiovasculares (ECV) y de algunos tipos de cancer esta estrechamente ligada a la
obesidad. Asi, alrededor del 90% de la diabetes tipo 2 es atribuible al exceso de peso y
se estima que aproximadamente 197 millones de personas en el mundo tienen
intolerancia a la glucosa y sindrome metabdlico (SM), esperandose que esta cifra
aumente hasta 420 millones en el afio 2025 (Wang & Lobstein, 2006). En consecuencia
la diabetes esta emergiendo rapidamente como un problema de salud publica mundial
que alcanzara proporciones de pandemia en tan solo unos afos. Por otra parte, se estima

que el sobrepeso y la obesidad contribuyen al aumento de hipertension: 1000 millones
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de personas tenian hipertension en el afio 2000 y se espera que esta cifra aumente hasta
1560 millones en el afio 2025 (Kearney et al., 2005).

La obesidad esté asociada al SM o sindrome de resistencia a la insulina (SRI),
caracterizado por hiperinsulinemia y resistencia periférica a la accién insulinica,
intolerancia a la glucosa o diabetes tipo 2, hipertrigliceridemia, disminucion de HDLc y
otras alteraciones asociadas a riesgo de ECV como la hipertension arterial (Alberti &
Zimmet, 1998; Weiss et al., 2003; Gil-Campos M et al., 2004; Reaven, 2005; Cariete et
al., 2007). Se ha descrito que la prevalencia de SM en jovenes obesos es muy elevada,
oscilando del 39 al 49,7% segun las edades, y que el incremento en el IMC se asocia
con un incremento en el riesgo de SM (Gil-Campos M et al., 2004). Asimismo, nuestro
grupo de investigacion ha descrito que nifios espafioles obesos en edad prepuberal (6-10
afios) tienen una elevada resistencia insulinica; ademaés el 53% de los nifios obesos que
son remitidos a la consulta de endocrinologia pediatrica desde las consultas de medicina
primaria presentan caracteristicas de SM (Weiss et al., 2003)). En esta poblacién existen
ya biomarcadores que se relacionan con el riesgo de padecer ECV (Gil-Campos M et
al., 2004; Del Valle et al., 2002).

La rata Zucker como modelo de obesidad y sindrome de resistencia insulinica

La obesidad y el sindrome de resistencia a la insulina se incluyen dentro de los
problemas mas graves de la salud publica actual dado que su incidencia sigue
aumentando en todo el mundo. Con el fin de investigar estas enfermedades, se vienen

realizando estudios en modelos animales que reproducen sus sintomas y fisiopatologia.

En humanos la obesidad puede ser consecuencia de factores genéticos. Estos
factores no necesariamente se limitan a un solo gen, sino que pueden ser poligénicos o
ambientales. Los modelos genéticos animales de obesidad se pueden clasificar segun
presenten uno o varios genes modificados. Dentro de los modelos monogénicos se
incluye la rata Zucker, que tiene alterado el gen del receptor de la leptina. Otro modelo
es el de la rata Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF); es una rata KO para el
receptor CCK-1, relacionado con la saciedad. Su fenotipo es mas leve que el de la

Zucker.
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La mutacion del receptor de la leptina (Lepr™®) (Hufnagel et al., 1999), se
descubrié en 1961 en un stock de ratas de Lois y Theodore Zucker, y la linea se
estableci6 como modelo genético de obesidad en 1991 (White et al., 1997). Dicho
modelo es uno de los mejores caracterizados y muestra ademas de obesidad los
sintomas metabolicos tipicos del obeso humano, caracterizados por la resistencia
insulinica y la hiperlipidemia que conducen a la aparicion de diabetes tipo 2 (Kasiske et
al., 1992).

Los animales homocigotos para el gen receptor de la leptina pueden presentar
varios tipos de mutaciones como A409E, W664R, H684P y R612H, lo que ocasiona una
funcionalidad disminuida del receptor de la leptina. Es necesario sefialar que en la
mayor parte de los obesos humanos se da también una resistencia funcional a la leptina

aunque su origen es usualmente diferente al de las ratas Zucker (Wasim et al., 2016).

Las caracteristicas metabdlicas de este modelo asociadas a la obesidad son
hiperglucemia variable, intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia, resistencia periférica
a la insulina (incluyendo higado, musculo esquelético, corazén y tejido adiposo),
hiperlipidemia, hipercorticosteronemia y estrés oxidativo. Ademas, las ratas presentan
hiperfagia, hiperplasia de los adipocitos, aumento de la eficiencia energética y gasto

energético disminuido.

Por lo que se refiere a las alteraciones cardiovasculares, las ratas Zucker son
hipertensas y presentan hipertrofia cardiaca y reactividad vascular anormal. En cuanto a
las alteraciones musculares existe una disminucion de la translocacion del transportador
GLUT4, una densidad de la microvasculatura reducida y fatiga muscular prematura.
Ademas, los animales presentan esteatosis hepatica, glucolisis aumentado, alteracion de
la sintesis de glucdgeno, asi como excrecion renal aumentada de albimina y de otras
proteinas plasmaéticas, reabsorcion tubular aumentada de sodio, hipertrofia adrenal y
glomeruloesclerosis focal (Diom et al.,2017). Finalmente, las ratas Zucker muestran
neuropatia periférica con alteracion de la regulacion del apetito mediado por

neuropéptido Y y actividad simpatica y parasimpatica alterada (Navar et al., 2006).

Todas estas alteraciones son compatibles con las que ocurren en los humanos

obesos con SRI.
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Otros modelos animales de obesidad muy usados no son geneéticos, sino por
exposicion a un ambiente obesogénico, como el modelo de la dieta con alto contenido

en grasa pudiendo presentar fenotipo obeso (D10O) o no (DR) (Lutz et al., 2012).

Estudios con probidticos en ratas Zucker

Estudios recientes utilizando Lactobacillus plantarum CECT 7315/7316 en ratas
Zucker han obtenido la misma conclusion. Tras la induccion de inflamacion mediantes
LPS se observo una disminucion de IL-1p, IL-6, proteina-C reactiva (CRP) y MPO, y
un aumento de citoquinas anti-inflamatorias 1L-10. Ademas disminuyd la expresion de
genes de diferentes componentes del inflamasoma, incluyendo Myd88, TNF-a, Traf6,
Nod2 y NLRP3 (Vilahur et al., 2015).

Hamad et al., (2009) demostraron que Lactobacillus gasseri SBT2055 reduce el
tamafio de los adipocitos y el nivel de leptina en ratas Zucker-lean™™, pero no en ratas

Zucker-Lepr®™@

El &cido ferdlico, que puede ser producido por Lactocabillus fermentum NCIMB
5221, es un compuesto que posee propiedades antioxidantes, reduccion del colesterol, y
propiedades anti-tumorigénicas. El tratamiento de L. fermentum NCIMB 5221 a ratas
Zucker redujo la hiperinsulinemia, la resistencia a insulina, la hipertrigliceridemia y la

e hipercolesterolemia (Tomaro-Duchesneau et al., 2014).

Microbiota intestinal, obesidad vy resistencia insulinica

Evidencias recientes indican que la microbiota intestinal es un determinante
fundamental del peso corporal y de la cantidad de masa grasa, y ello sugiere que
desempefia un papel fundamental en el desarrollo del SRI y de la diabetes tipo 2
(Backhed et al., 2005; Turbaugh et al., 2006; Ley et al., 2006).

La nueva hipotesis sobre la implicacion de la microbiota en el desarrollo de la
obesidad propone que ésta es responsable del incremento de la energia corporal
almacenada mediante dos mecanismos (Backhed et al., 2004; Backhed et al., 2005;

Backhed et al., 2007). El primero de ellos estima que la microbiota incrementa la
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disponibilidad energética al transformar la energia no digerible de la fibra en nutrientes
absorbibles, y el segundo que la microbiota regula la expresion de genes intestinales,
reduciendo especificamente la expresion del factor de los adipocitos inducido por ayuno
(FIAF), una proteina que inhibe la actividad de la lipoprotein lipasa. Esta inhibicion
favorece la liberacion de los acidos grasos libres (FFA) de las lipoproteinas plasmaticas,
haciéndolos méas disponibles para el higado y otros tejidos que los almacenarian mas
eficientemente (Kersten et al., 2000). Igualmente, un cambio de la microbiota intestinal
favoreceria la produccion de acidos grasos de cadena corta los cuales son activadores de

la sintesis de triglicéridos.

Estos dos mecanismos pueden explicar por qué los ratones axénicos (o libres de
gérmenes) son mas delgados que los ratones normales. Por el contrario, la colonizacién
de los ratones axénicos con microbiota convencional aumenta su peso corporal
(Backhed et al., 2004). Este aumento esta asociado a un descenso en la expresion del
factor FIAF y la modulacion de otros genes que estan implicados en el metabolismo de

la glucosa y de los lipidos (Backhed et al., 2007).

La composicion de la microbiota también cambia en las enfermedades
metabolicas (Turnbaugh et al., 2006; Ley et al., 2006; Turnbaugh et al., 2007; Cani et
al., 2007a; Cani et al., 2007b; Cani et al., 2008a; Cani et al., 2008b). Asi, los ratones
con déficit de leptina ob/ob se caracterizan por una reduccion del nimero de
Bacteroidetes y un aumento del numero de Firmicutes, comparado con los ratones
"salvajes" delgados; esto no parece deberse a un cambio en la calidad del alimento sino
a la mayor cantidad de alimento ingerido (Ley et al., 2005). Sin embargo, con
independencia de la cantidad, la calidad es un factor importante en la regulacion de los
perfiles metagendmicos intestinales. Asimismo, recientemente se ha descrito que la
alimentacion con una dieta rica en grasa cambia dichos perfiles de manera muy
profunda de manera que se produce una reduccién del numero total de bacterias y
particularmente de las bacterias Gram® y un aumento proporcional de las bacterias
Gram'. (Cani et al., 2007a; Cani et al., 2007b; Cani et al., 2008a; Cani et al., 2008Db).

Por otra parte, también se han descrito cambios en la microbiota intestinal de los
humanos. Asi, los sujetos obesos adultos presentan una relacion alterada de la
proporcion Firmicutes-Bacteroidetes (Ley et al., 2005; Turnbaugh et al., 2006; Ley et

al., 2006), que se normaliza al cabo de varias semanas cuando se produce una pérdida
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de peso significativa (Ley et al., 2006). Todo ello indica que la microbiota intestinal
puede ser adaptada mediante terapia nutricional, lo que significa que los perfiles

metagendmicos pueden ser reversibles (Serino et al., 2009).

Una elevacion de la proporcion LDL/HDL define la dislipidemia tipica del SRI
y de la diabetes de tipo 2. El lipopolisacarido (LPS), componente principal de la pared
de las bacterias Gram™ y una de las mas poderosas sustancias pro-inflamatorias, es
también un componente de las particulas de lipoproteinas (Vreugdenhil et al., 2003;
Ghoshal et al., 2009). ElI LPS se asocia con la dislipidemia y este factor es un
desencadenante en el desarrollo de enfermedad metabolica inducida por la dieta rica en
grasa (Cani et al., 2007a).

La elevacidn exagerada del LPS desencadena una respuesta atipica Th2 mediada
por células "natural killer no clasicas" (NKT) que producen una elevada cantidad de IL-
13 y generan un potencial citotoxico exacerbado en las células de la pared intestinal.
Este no es el caso de la dislipidemia asociada al SRI o la diabetes de tipo 2, pero la
alteracion del sistema inmunitario innato puede conducir en estas situaciones a la
hipersensibilidad de macrofagos y linfocitos dando lugar a una respuesta pro-
inflamatoria sistémica debido a la sobreproduccion de citoquinas. De hecho, se acepta
actualmente que la resistencia a la insulina se asocia a un estado inflamatorio
(Hotamisligil, 2006).

Datos recientes han mostrado que la expresion diferencial de genes a lo largo del
eje intestinal determinada mediante microarrays en ratones C57BL76J alimentados con
una dieta diabetdgena rica en grasa, después de 2, 4 y 8 semanas de intervencién ocurre
sobre todo en la seccidn del intestino medio (de Wit et al., 2008). Los genes afectados
estan relacionados con el ciclo celular, el metabolismo lipidico y la inflamacion, y los
cambios producidos dan lugar a cambios sistémicos debido a la produccion de

moléculas de sefializacion que acttan sobre 0rganos periféricos.
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Probidticos

Se utilizaron las cepas probioticas Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034,
Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM [1-4036
descritas anteriormente por nuestro grupo (Mufioz-Quezada et al., 2013). Estas cepas
estan depositadas en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM)

del Instituto Pasteur (Paris, Francia).

Declaracion de principios éticos

El estudio se llevé a cabo de acuerdo a las recomendaciones de las guias para la
investigacion animal de la Universidad de Granada (Espafia). Todos los animales
recibieron cuidado humano. El disefio experimental fue aprobado por el Comité de Etica
de Experimentacion Animal de la Universidad de Granada (Permiso numero: 2011-
377).

Disefio experimental

fa/fa +/fa

Cuarenta y ocho ratas macho obesas Zucker-Lepr®™ y 16 ratas Zucker-lean
que pesaban entre 168 y 180 g fueron compradas a los Laboratorios Charles River
(Barcelona, Espafia). Las ratas fueron alojadas en jaulas metabdlicas con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h y acceso libre a agua y comida. Tras 5 dias de adaptacion, 8 ratas

Zucker-lean*'™

y 8 ratas Zucker-Lepr®™ fueron sacrificadas como referencia (grupos
iniciales). Las restantes 40 ratas obesas Zucker-Lepr®™ fueron divididas aleatoriamente
para recibir un placebo, 10'° UFC de una de las tres cepas probiéticas o una mezcla de
L. paracasei CNCM 1-4034 y B. breve CNCM 1-4035 por via oral durante 30 dias. Un

+/fa

grupo adicional de 8 ratas Zucker-lean™™ recibieron placebo durante 30 dias. El placebo

contenia 67% de leche de vaca en polvo, 32,5% de sacarosa y 0,56% de vitamina C.

Tras la intervencion los animales fueron anestesiados y sedados con una mezcla
de ketamina y xilazina. La sangre fue extraida directamente de la aorta y se centrifugo
durante 10 minutos a 1000 x g y 4 °C para separar el suero de las células. Las muestras
de ileon, se congelaron en nitrogeno liquido y se mantuvieron a -80 °C, o bien se fijaron

con paraformaldehido al 4% para su posterior analisis.
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Concentracion de proteina de union a lipopolisacarido (LBP) en suero

La concentracion de proteina de unién a lipopolisacarido (LBP proteina serica
producida por los hepatocitos encargada de la union a LPS bacteriano y CD14 para la
produccion de una respuesta inmunitaria (Kim et al., 2017)), en suero se midioé con un
kit de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas de Cloud-Clone Corp. (Houston,
Texas, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Microarray de DNA

Los datos obtenidos del microarray de un subgrupo de muestras de la mucosa
intestinal de las ratas Zucker tratadas con las diferentes cepas cumplen con los
requisitos MIAME (minima informacion sobre un experimento de microarray) y se
almacenaron en la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) con el titulo datos de
Expresion de mucosa intestinal de ratas Zucker con la referencia GSE73848

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE73848).

El andlisis de expresion génica se realizo utilizando la tecnologia GeneChip® de
Affymetrix®. Tanto el procesamiento de las muestras como la hibridacion, revelado,
escaneado de los chips y analisis de los resultados se llevo a cabo siguiendo los
protocolos y equipos oficialmente recomendados por Affymetrix Inc. (Santa Clara,
California, EE. UU.). De manera breve, a partir del RNA total que obtuvimos se
sintetiz6 cDNA con el que, después de fragmentar, se preparo la mezcla de hibridacion
con la que se hibridaron los chips correspondientes. El protocolo utilizado fue el
recomendado por Affymetrix, utilizando el Ambion® WT Expression Kit (Thermo
Fisher, Carlsbad, California, EE. UU.), y el GeneChip® WT Terminal Labeling kit
(Affymetrix, Santa Clara, California, EE. UU.). Para el estudio se empled el
GeneTitan™ de Affymetrix, que permite hibridar, revelar, lavar y escanear los arrays en
placas de 96, 24 6 16 arrays cada una. El software utilizado para el procesamiento de los
chips y de los resultados fue el Command Console (AGCC 3.1, Affymetrix®) y el
Expression Console (EE 1.1, Affymetrix®). Para el andlisis bioinformatico se utilizaron

los programas Partek Genomics Suite y dChip (www.dchip.org) (Li y Wong 2001).
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Muestras

Las muestras de mucosa intestinal seleccionadas fueron 4 muestras de cada uno de los 8
grupos y con ellas se realizaron los experimentos de analisis de la expresion génica
(Tabla 1).

Tabla 1. Muestras correspondientes para analisis de la expresion génica a partir de las

muestras de tejido de mucosa intestinal de rata.

Condicion CQdigo Cédigp Fecha q,e

cliente Progenika Recepcion

ref. delgada Co1 11SE560 30/09/2011

ref. delgada C02 11SE561 30/09/2011

ref. delgada C03 11SE562 30/09/2011

ref. delgada Co04 11SE563 30/09/2011

ref. obesa Z01 11SE564 30/09/2011

ref. obesa Z02 11SE565 30/09/2011

ref. obesa Z03 11SE566 30/09/2011

ref. obesa 204 11SE567 30/09/2011

control delgado C11 11SE568 30/09/2011

control delgado C13 11SE569 30/09/2011

control delgado Ci15 11SE570 30/09/2011

control delgado C16 11SE571 30/09/2011

control obeso Z11 11SE572 30/09/2011

control obeso Z13 11SE573 30/09/2011

control obeso Z15 11SE574 30/09/2011

control obeso Z16 11SE575 30/09/2011

grupo Mezcla cepas probi6ticas Z21 11SE576 30/09/2011
grupo Mezcla cepas probi6ticas 223 11SE577 30/09/2011
grupo Mezcla cepas probidticas 725 11SE578 30/09/2011
grupo Mezcla cepas probidticas 726 11SE579 30/09/2011
grupo B. breve CNCM 1-4035 731 11SE580 30/09/2011
grupo B. breve CNCM 1-4035 733 11SE581 30/09/2011
grupo B. breve CNCM 1-4035 Z35 11SE582 30/09/2011
grupo B. breve CNCM 1-4035 Z36 11SE583 30/09/2011
grupo L. paracasei CNCM 1-4034 741 11SE584 30/09/2011
grupo L. paracasei CNCM 1-4034 Z43 11SE585 30/09/2011
grupo L. paracasei CNCM 1-4034 Z45 11SE586 30/09/2011
grupo L. paracasei CNCM 1-4034 Z46 11SE587 30/09/2011
grupo L. rhamnosus CNCM 1-4036 Z51 11SE588 30/09/2011
grupo L. rhamnosus CNCM 1-4036 Z57 11SE589 30/09/2011
grupo L. rhamnosus CNCM 1-4036 Z55 11SE590 30/09/2011
grupo L. rhamnosus CNCM 1-4036 756 11SE591 30/09/2011

ref delgada y ref. obesa, son los grupos de ratas que se sacrificaron al terminar el periodo de adaptacion. Control delgado y obeso
recibieron placebo.
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Procesamiento de las muestras de mucosa intestinal

Cada muestra de tejido se pulverizd en mortero en presencia de nitrégeno
liquido. Se extrajo el RNA total utilizando RNeasy Mini kit de Qiagen (Qiagen,
Barcelona, Espafia) y de forma automatizada en Qlacube (Qiagen). La cantidad y
calidad de cada de las muestras de RNA extraidas se estimé mediante medida
espectrofotométrica en Nanodrop (tabla 2) y ademas se chequed una alicuota en
Bioanalyzer (Figura 7) (NanoDrop Technologies, Winooski, Vermont, EE. UU., y
Agilent Genomics, Santa Clara, California, EE. UU.).

Tabla 2. Medida de la concentracion y pureza del RNA

Datos Nanodrop Datos Bioanalyzer

muestra ng/ul A260/280 Hg totales rRNA Ratio [28s / 18s] RIN
11SE560 | 613.77 2.14 30.7 2.9 9.6
11SE561 | 641.5 2.14 32.1 2.9 9.8
11SE562 | 327.41 2.12 16.4 2.1 9.5
11SE563 | 483.22 2.13 24.2 2.0 8.7
11SE564 | 308.59 2.11 15.4 2.3 8.9
11SE565 | 220.18 2.11 11.0 1.9 7.8
11SE566 | 627.53 2.14 31.4 2.4 9.3
11SE567 | 571.27 2.11 28.6 2.8 9.6
11SE568 | 600.73 2.15 30.0 2.6 9.8
11SE569 | 264.58 2.1 13.2 2.3 9.7
11SE570 | 179.78 2.09 9.0 2.7 9.4
11SE571 | 103.32 2.09 5.2 2.3 9.4
11SE572 | 734.6 2.13 36.7 2.3 9.7
11SE573 | 377.85 2.09 18.9 1.5 9.5
11SE574 | 462.3 2.06 23.1 1.4 9.1
11SE575 | 212.53 2.11 10.6 2.0 9.1
11SE576 | 559.07 2.1 28.0 2.5 9.6
11SE577 | 414.15 2.08 20.7 2.1 8.9
11SE578 | 430.84 2.07 21.5 2.0 9.5
11SE579 | 220.12 2.08 11.0 2.2 9.2
11SE580 | 154.26 2.11 7.7 2.4 8.7
11SE581 | 399.36 2.07 20.0 1.8 9.3
11SE582 | 522.45 2.13 26.1 2.7 10

11SE583 | 618.66 2.12 30.9 1.9 9.2
11SE584 | 633.81 2.11 31.7 2.6 9.8
11SE585 | 148.74 2.12 7.4 2.1 9.2
11SE586 | 572.73 2.13 28.6 2.3 9.4
11SE5S87 | 443.4 2.03 22.2 2.1 9.4
11SE588 | 177.48 2.07 8.9 2.1 9.3
11SE589 | 231.02 2.11 11.6 2.1 9.5
11SE590 | 81.03 2.07 4.1 2.2 9.2
11SE591 | 178.11 2.14 8.9 1.8 7.4
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La figura 7 muestra las medidas de cantidad y calidad de cada RNA extraido y
comprobado mediante Bioanalyzer.
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Figura 7. Comprobacion en Bioanalyzer de los RNAs.
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Sintesis de cDNA, fragmentacién y marcaje

A partir de 300 ng de RNA total se sintetiz6 cDNA con Ambion WT Expression Kit,
siguiendo las indicaciones del proveedor. Los principales pasos del protocolo fueron:
sintesis de cDNA con oligonucleétidos al azar que incluyeron el promotor de T7;
transcripcion in vitro; nueva sintesis de cDNA a partir del cRNA resultante del paso
anterior incluyendo dUTP. EI cDNA obtenido fue fragmentado utilizando UDG (Uracil
DNA Glycosylase) y APE1l (Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1). EI cDNA
fragmentado se marcé con transferasa terminal utilizando el WT Terminal Labeling Kit.

Tabla 3. Medida de la concentracion y pureza de los cDNAs

Muestra | Concentracion | Pureza | ug Muestra Concentracion | Pureza | ug
11SE560 | 325.42 1.97 9.8 11SE576 | 324.2 1.97 9.7
11SE561 | 326.06 1.97 9.8 11SE577 | 318.9 1.99 9.6
11SE562 | 309.77 1.96 9.3 11SE578 | 322.18 1.97 9.7
11SE563 | 313.35 1.98 9.4 11SE579 | 288.28 1.96 8.6
11SE564 | 318.93 1.97 9.6 11SE580 | 314.86 1.98 9.4
11SE565 | 301.8 1.97 9.1 11SE581 | 312.48 1.98 9.4
11SE566 | 310.26 1.99 9.3 11SE582 | 319.05 1.96 9.6
11SES67 | 312.47 1.97 9.4 11SE583 | 277.31 1.97 8.3
11SE568 | 321.95 1.97 9.7 11SE584 | 322.63 1.98 9.7
11SE569 | 318.68 1.98 9.6 11SE585 | 346.09 1.98 104
11SE570 | 322.06 1.97 9.7 11SE586 | 308.65 1.97 9.3
11SE571 | 313.51 1.96 9.4 11SE587 | 314.26 1.97 9.4
11SE572 | 317.23 1.98 9.5 11SE588 | 227.54 1.95 6.8
11SE573 | 314.88 1.98 9.4 11SE589 | 289.11 1.99 8.7
11SE574 | 305.53 1.96 9.2 11SE590 | 279.85 1.99 8.4
11SE575 | 317.92 1.96 9.5 11SE591 | 307.99 1.99 9.2

Se fragmentaron 5,5ug de cDNA de cada una de las muestras y se marcé con biotina
utilizando transferasa terminal. La correcta fragmentacion de los cDNAs fue
comprobada mediante chequeo de una alicuota en Bioanalyzer.
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Hibridacion y escaneado del GeneChip Rat Gene 1.1 ST array. Anélisis de los controles

Los principales controles de calidad a inspeccionar fueron de tres tipos: controles de la

hibridacion, controles del marcaje y controles de la muestra.

Los controles de hibridacion (spike controls) son sondas control para secuencias que se
incluyen en la mezcla de hibridacion. La presencia de estos controles indica que los
procesos de hibridacion, lavados, revelado y escaneado han resultado correctos. Los
spike controls utilizados fueron BioB, BioC, BioD y Cre. Cada uno de los oligos se
incluyeron en la mezcla en concentraciones crecientes de forma que BioB < BioC <
BioD < Cre. Por lo tanto, la intensidad de cada una de las sondas debe ser proporcional
a la cantidad de oligo presente en la mezcla. La forma de comprobar que el proceso de
hibridacion (desde la preparacion de la mezcla de hibridacion hasta el escaneado) era
correcto fue representar los valores de intensidad de cada una de estas sondas en todas
las muestras y comprobar que los valores eran crecientes, proporcionales a la
concentracion. En esta representacion se esperaba observar, en cada muestra, un
aumento de la intensidad de cada spike en funcion de la concentracion. El valor absoluto
no era tan importante como la tendencia general, es decir, que no se cruzasen las lineas.
En el experimento los valores de intensidad y la relacion entre ellos se encontraron

dentro de lo esperado (Figura 9).
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Figura 9. Valores de intensidad normalizados para los spike controls en cada una de las muestras analizadas
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Los controles de marcaje analizados fueron los polyA controls. Los PolyA controls son
transcritos de Bacillus subtilis afiadidos, en concentraciones crecientes, al RNA de la
muestra durante el procesamiento. La observacion de los valores de intensidad de cada
PolyA control en cada muestra permite comprobar si los procesos de sintesis de cDNA-
cRNA han transcurrido correctamente. Como en el caso de los spike controls, la forma
de comprobar que el procesamiento de las muestras fue correcto, era representar los
valores de intensidad de cada una de la sondas en todas las muestras y comprobar que
los valores eran crecientes, proporcionales a la concentracion. En esta representacion se
espera observar en cada muestra un aumento de la intensidad de cada PolyA control en
funcién de la concentracion. El valor absoluto no era tan importante como la tendencia
general, es decir, que no se cruzasen las lineas. En este experimento los valores de

intensidad y la relacion entre ellos se encontraron dentro de lo esperado (Figura 10).
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Figura 10. Valores de intensidad normalizados para los PolyA controls en cada una de las muestras analizadas

Los parametros de calidad calificados como controles de muestra permiten identificar
muestras outliers, es decir, con un comportamiento significativamente diferente al de

resto de muestras.
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Los parametros analizados en este estudio fueron:

Pos_vs neg_auc: representa una medida de la deteccion de los controles
positivos frente a la falsa deteccion de los controles negativos. Es una medida
robusta de la calidad global de los datos. Los valores tipicos se encuentran entre
0,8 y 0,9, siendo 1,0 el valor perfecto, mientras que un valor de 0,5 refleja que
no hay una diferencia entre los controles positivos y negativos. Valores
inferiores a 0,8 inducen a pensar que la muestra podria tratarse de un outlier.

Todas las muestras tuvieron un valor aceptable.

All Probe set Mean: representa la media de la sefial de todas las probe sets
incluidas en el andlisis. Este parametro permite identificar arrays demasiado
brillantes o demasiado oscuros. Los valores deberian ser mas consistentes para
réplicas biologicas que para muestras de diferente tipo. Las diferencias

observadas no consideran ninguna de las muestras como outlier.

All Probe Set RLE Mean: la sefial de cada probe set es comparada con la media
de la sefial de esa probe set en el estudio. Este parametro es la media de estas
diferencias para todas las probe sets. Generalmente, valores altos indican que las
sefiales en un array son muy diferentes a las del resto del estudio. En este tipo de
array, los valores oscilan entre 0,27 y 0,61 para estudios que incluyen muestras
de diferentes tejidos y entre 0,1 y 0,23 para réplicas técnicas. Los valores fueron

consistentes.

En la tabla 4 se recogen los valores de cada muestra para cada parametro de control de

calidad mencionado anteriormente.
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Tabla 4. Controles de calidad de la muestra

Muestra pos_vs_neg_auc all_probeset_mean all_probeset_rle _mean
11SE560 0.85422 5.541424 0.241511
11SE561 0.878029 5.57988 0.171301
11SE562 0.865219 5.507742 0.248986
11SE563 0.864947 5.589251 0.175722
11SE564 0.864352 5.5837 0.173877
11SE565 0.877761 5.56282 0.161048
11SE566 0.871477 5.586922 0.175144
11SEG67 0.877053 5.580364 0.167735
11SE568 0.860977 5.579972 0.140385
11SE569 0.880092 5.582358 0.217311
11SE570 0.882 5.574604 0.148582
11SE571 0.888591 5.56232 0.194358
11SE572 0.876405 5.570266 0.133905
11SE573 0.879322 5.56958 0.12135
11SE574 0.875899 5.572968 0.116654
11SE575 0.863548 5.58026 0.129136
11SE576 0.864426 5.589662 0.15491
11SES77 0.871134 5.576477 0.129484
11SE578 0.88545 5.576419 0.128479
11SE579 0.866908 5.576636 0.127985
11SE580 0.857355 5.586262 0.153071
11SE581 0.867117 5.574453 0.131372
11SE5G82 0.88222 5.572265 0.130127
11SE583 0.874066 5.581122 0.141788
11SE584 0.880905 5.571299 0.122088
11SE585 0.846603 5.579253 0.170314
11SE586 0.876601 5.576181 0.131724
11SEG87 0.872058 5.566449 0.226278
11SE588 0.904137 5.559667 0.184642
11SE589 0.873042 5.570007 0.150338
11SE590 0.842198 5.593665 0.170785
11SEG91 0.879472 5.567289 0.125395

En los apartados posteriores, como parte del procesamiento bioinformatico, se

analizaron otra serie de parametros de calidad para tratar de identificar posibles outliers.

Andlisis Bioinforméatico. Introduccion

Los resultados de expresion génica obtenidos a partir de las 32 muestras de RNA

fueron analizadas y sus caracteristicas se detallan en la Tabla 5. El chip utilizado fue el
Rat Genel.1ST array plate (Affymetrix Inc., Santa Clara, California, EE. UU.).
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El objetivo de este analisis fue obtener secuencias diferencialmente expresadas
entre las condiciones estudiadas. Para conseguir estos objetivos, el analisis

bioinformatico siguid los siguientes pasos:

a) Control de calidad de los arrays.

b) Pre-procesamiento de los datos por el método RMA.

c) Normalizacién global de los arrays para la obtencion de la lista de trabajo.

d) Aplicacion de herramientas bioinformaticas para obtener diferencias en la expresion

génica.

e) Busqueda de rutas metabdlicas y procesos ontoldgicos significativamente expresados
a partir de las listas de genes significativos obtenidos.

Al aplicar herramientas estadisticas se obtuvieron listas de sondas que presentan
diferencias de expresion entre las muestras comparadas (con un valor de significacion p,
que por defecto es seleccionado como 0,05). Para el célculo de la tasa de cambio de
expresion entre las distintas condiciones, se seleccionaron como condicién basal o linea
base la condicion que se encuentra en segundo lugar en la comparacion. Todos estos

pasos son descritos con mas detalle en los siguientes apartados.

Tabla 5. Descripcion de las muestras utilizadas en el analisis

Tipo Condicion muestras

Referencia Delgada 11SE560, 11SE561, 11SE562, 11SE563
Referencia Obesa 11SE564, 11SE565, 11SE566, 11SE567
Control Delgado 11SE568, 11SE569, 11SE570, 11SE5S71
Control Obesa 11SE572, 11SE573, 11SE574, 11SE575
Mezcla cepas probiéticas Obesa 11SE576, 11SE577, 11SE5S78, 11SE579
B. breve CNCM 1-4035 Obesa 11SE580, 11SE581, 11SE582, 11SES83
L. paracasei CNCM 1-4034 | Obesa 11SE584, 11SE5L85, 11SE586, 11SEL87
L. rhamnosus CNCM 1-4036 | Obesa 11SE588, 11SE589, 11SE590, 11SES91
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Andlisis de outliers

La calidad de los arrays se determind mediante la realizacion de los siguientes

controles:

Array Outlier: indica el porcentaje de transcritos cuyos niveles en un array son
inconsistentes con los niveles en el resto de arrays del experimento. El programa de
analisis utilizado, dChip (Li et al, 2001), recomienda tomar con precaucion aquellas
muestras que superen el valor de 5%, y eliminar aquellas que superen el 15%. La
muestra 11SE562 presentd un valor que indica tomar dicha muestra con precaucion por

lo que se observd su comportamiento en los sucesivos pasos del analisis.

Tabla 6. Porcentajes del parametro indicador de calidad de los datos en los arrays

Muestra % Array outlier Muestra % Array outlier
11SE560 3.305 11SE576 0.23
11SE561 0.271 11SE577 0.254
11SE562 6.853 11SE578 0.274
11SE563 0.192 11SE579 0.237
11SE564 0.394 11SE580 0.405
11SE565 0.329 11SE581 0.281
11SE566 0.291 11SE582 0.254
11SE567 0.339 11SE583 0.298
11SE568 0.312 11SE584 0.35
11SE569 0.668 11SE585 0.422
11SE570 0.312 11SE586 0.35
11SE571 0.35 11SE587 0.405
11SE572 0.302 11SE588 0.566
11SE573 0.298 11SE589 0.291
11SE574 0.288 11SE590 0.247
11SE575 0.247 11SE591 0.226

Porcentaje de transcripciones cuyos niveles en la matriz son inconsistentes con los niveles en el resto de matrices del experimento.

Relative Log Expression: El programa Expression Console de Affymetrix se utilizo para
obtener valores RLE en los que cada valor de expresién de cada probe set de cada
muestra se normaliza respecto de un array de referencia. Este array de referencia se
construye a partir de la mediana de todos los arrays para cada probe set. Se asume, que
la mayoria de los valores de expresion no cambian con respecto a la mediana por lo que
en teoria todos estos valores calculados rondaran en torno a 0. Todas las muestras
presentaron correctos valores de RLE en Figura 11.
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Relstive Log Expression Signal - RMA-GENE-DEFAULT - Group 1
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Figura 11. Control de calidad tras ajustar el modelo lineal. Gréfica RLE representando en un diagrama de cajas la distribucién de

los valores de RLE en todas las muestras del experimento

Preprocesamiento y normalizacién de los datos

Para medir la expresion génica de forma precisa y fiable, es importante tener en cuenta
la variabilidad experimental (debida a las muestras) y sistematica (debida al procesado)
gue puede asociarse a un experimento de estas caracteristicas. El término normalizacién
hace referencia al proceso llevado a cabo para minimizar los efectos de dicha variacion
sobre el analisis. Asi pueden distinguirse mas facilmente las diferencias biologicas, al
mismo tiempo que nos permite la comparacion de niveles de expresion en el conjunto

de los arrays estudiados.

Pre-procesamiento

Los valores de intensidad de cada sonda en el array fueron procesados y
normalizados por el método RMA (Robust Multichip Average) para obtener un valor de
intensidad individual para cada set de sondas. A continuacion, todo el conjunto de
valores de expresion de cada uno de los exones se promediaron para obtener valores de

expresion unicos por gen para obtener un listado de 29214 probe sets, o set de sondas.
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Primer filtrado de los datos

Los datos de los GeneChips se filtraron para eliminar aquellas secuencias con sefial de
hibridacion cercana al fondo (background). EI nimero de secuencias que pasaron dicho

filtrado (secuencias seleccionadas) fueron de 10015.

Normalizacién

En el anélisis que nos ocupa se llevd a cabo un paso de normalizacion, método de
normalizacion por cuantiles (como parte del proceso de normalizacion por RMA),
utilizando el programa de analisis Partek Genomics Suite v6.10 (Partek, St. Louis,
Missouri, EE. UU.), a los datos de los arrays almacenados en los archivos *.cel

(ficheros de salida de Affymetrix).

Sequndo filtrado de los datos

Por Gltimo, esta lista de 10015 secuencias se filtro para eliminar aquellas sondas que no
presentasen ningun cambio de expresion en todas las muestras, basandose en la
desviacion estandar de los datos de intensidad normalizados. El valor utilizado como
limite de cambio de expresion entre condiciones permite eliminar secuencias que no
varian en la comparacion entre cualquier muestra del experimento y por lo tanto no son
informativas. Este filtrado dio lugar a un listado de 6990 secuencias que forman la lista

de trabajo.

En este experimento, se analizaron los cambios de expresion génica como consecuencia

de la interaccion del tipo y la condicién.

De manera previa a la realizacion de cualquier prueba estadistica, se realiz6 un analisis
que permitié observar en qué medida las diferentes variables afectan a los resultados

Figura 12.
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Sources of Variation
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Figura 12. Fuentes de variacion causantes de las diferencias entre las muestras en base a la media del estadistico F.

Se pudo observar que las mayores diferencias fueron las debidas al factor
condicion. Asi, es previsible que en las comparaciones de la interaccion que se realicen
y que impliquen diferentes variables del factor condicion (Delgada y Obesa) obtengan
un nimero mayor de genes que aquellas en las que la condicion sea la misma en ambos
casos. Ademas se indica en la ultima columna el error no controlable asociado a este

experimento.

Andlisis de Componentes Principales y Cluster jerarquico

El Andlisis de Componentes Principales (PCA) es una técnica estadistica de
sintesis de la informacidn, o reduccién de la dimensién de los datos (en este caso los
valores de expresion de cada sonda). El objetivo principal que persigue el PCA es la
representacion de las medidas numéricas de las sondas en un espacio de pocas
dimensiones donde nuestros sentidos puedan percibir relaciones que de otra manera
permanecerian ocultas en dimensiones superiores. Dicha representacion debia ser tal

que al desechar dimensiones superiores (generalmente de la tercera o cuarta en adelante)
94



MATERIALES Y METODOS

la pérdida de informacion fuera minima. Es decir, ante un banco de datos con muchas
variables (cada uno de los valores de expresion de cada gen), el objetivo era reducirlas a
un menor numero perdiendo la menor cantidad de informacion posible. La eleccion de
los factores o componentes se realiz6 de tal forma que el primero recogia la mayor
proporcién posible de la variabilidad original presente en el experimento; el segundo
factor debia recoger la méaxima variabilidad posible no recogida por el primero, y asi
sucesivamente. EI nimero de factores o componentes principales que se tomo para la
representacion grafica es de 3 y con €l se explicd un porcentaje de la varianza existente
especificado en el grafico. La imagen resultante se comparé con los factores
experimentales conocidos con el fin de asociar la variabilidad observada (o lo que es lo
mismo, diferencias) a alguno de ellos. El software permitio colorear las muestras en

funcién de distintos factores.

Los resultados obtenidos a partir de la lista de trabajo (6990 secuencias) se

muestran en la Figura 13.

PCA Mapping (48.5%)
110 Condition
‘ & Condrol D

Figura 13. Dos visiones de PCA. Columna izquierda: Primera vision de PCA. Columna derecha: Vision girada 90° a la izquierda
sobre el eje vertical (eje z; componente 3) realizadas a partir de la lista de trabajo (6990 secuencias). En las dos imagenes las
muestras estan coloreadas de acuerdo a la condicion y tipo al que pertenecen. Porcentaje de variabilidad: 20.9% (eje 1); 16.9% (eje
2); 10.7% (eje 3)

Este analisis de componentes principales mostr6 una gran variabilidad que no
permitio la clasificacion de las muestras de acuerdo a la condicién a la que pertenecen.
Asimismo, se pudo observar que la muestra 10SE562, clasificada como a tomar con
precaucion en los controles de calidad, no presentd una clasificacion muy divergente
con respecto al resto de las muestras.
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Un cluster o arbol jerarquico es un método estadistico que permite la
clasificacion de objetos, en este caso perfiles de expresion de genes o muestras, en
grupos o clusteres por similitud entre ellos. Para llevar a cabo este procedimiento se
calculo la distancia de cada gen o0 muestra con todos los demas y se agruparon los dos
genes que presentaban una correlacion mas alta. A continuacién se calculo la media del
perfil de expresion de esos dos y con este gen 0 muestra “sintético” se repitid el calculo
de la distancia para todos los demas objetos. Este proceso se repitié hasta que todos los
genes 0 muestras fueron agrupados por parejas. Posteriormente, se calcularon los ratios
de separacion y la medida de similitud que organizaron el arbol formando grupos

discretos y ramificaciones, respectivamente.

Los clusters jerarquicos del estudio se realizaron utilizando el software Partek
Genomics Suite, aplicando como medida de similitud la distancia euclidea y como
método de agrupacion el método de “Average linkage”.
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Figura 14. Cluster jerarquico de muestras realizado a partir de la lista de trabajo (6990 secuencias). Cada muestra se presenta en un
recuadro que hace referencia a la condicién y el tipo al que pertenece.

En lo que se refiere al cluster, no mostré una separacion de las muestras de
acuerdo a la condicién a la que pertenecen. Al igual que en el PCA, la muestra 10SE562
no tenian un comportamiento diferente. Por lo tanto, se decidié conservar dicha muestra

en el experimento.
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La elaboracion de este cluster y PCA no supervisados (los genes no son el
resultado de la aplicacién de un test estadistico) permiten hacerse una idea aproximada
de las diferencias existentes entre cada una de las condiciones, asi como de la
variabilidad dentro de cada condicion. La elevada variabilidad observada permite
augurar un bajo ndmero de genes significativos al realizar las comparaciones

estadisticas.

Andlisis estadistico, PCA v clUster jerdrguico

Para la identificacion de cambios en expresion estadisticamente significativos entre los
grupos de muestras se realizaron diversos modelos de regresion lineal teniendo en

cuenta los diversos factores contemplados en el presente analisis:

1] Yj = Tipo + Condicion + Tipo*Condicion + ¢
p p

donde Y; es la intensidad Y para cada secuencia j. “Tipo” hace referencia al tratamiento

de la muestra. “Condicion” se refiere al hecho de ser delgada/obesa, “Tipo*Condicion”
a la interaccion de ambas variables y € es el error no medible que retne la parte no
predicha del resto de variables. De esta manera, se pueden obtener las secuencias

diferencialmente expresadas debido a cada uno de los factores estudiados.

El interés fue identificar las diferencias de expresion debidas a la interaccion de los
factores Tipo y Condicion. Ademas a partir de la lista de genes significativos obtenida,

se agruparon las muestras en un PCA y en un cluster

Los resultados del andlisis estadistico se resumen en la Tabla 7. Se muestra el valor de p
asociado a cada secuencia. Cuanto menor es el valor de p, mas significativa es la
diferencia de expresion entre las condiciones. Se requiridé un estudio individual gen a
gen para verificar si esas diferencias son relevantes a nivel biologico. A continuacion se
muestran los valores de cambio de expresion (fold change, FC) de cada secuencia
relativa a la linea base considerada, que fue la que se encontraba en segundo lugar en la

comparacion.
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Tabla 7. Resultado del andlisis estadistico.

Ne Comparacién Corrgccién test I\!Q S.e.cue.ncias Fals.o.s
multiple significativas positivos
" No 0936 349.5
Anova Tipo*Condicién FDR 1 0.05
Bonferroni 1 0.05
) No 1640 349.5
. rhamnosus CNCM 1-4036 vs Control D [FDR 522 6.1
Bonferroni 36 0.05
3 No 663 349.5
. rhamnosus CNCM 1-4036 vs Control OJFDR 5 0.25
Bonferroni 1 0.05
" No 2205 349.5
. paracasei CNCM 1-4034 vs Control D FDR 070 .85
Bonferroni 4 0.05
s No 104 349.5
. paracasei CNCM 1-4034 vs Control O [FDR 0
Bonferroni 0 -
No 1524 349.5
6 B. breve CNCM 1-4035 vs Control D FDR 390 19.5
Bonferroni 39 0.05
No D11 349.5
7 B. breve CNCM 1-4035 vs Control O FDR 0
Bonferroni 0 -
No 1469 349.5
8 Mezcla cepas probidticas vs Control D [FDR 392 19.6
Bonferroni 33 0.05
No 162 349.5
9 Mezcla cepas probidticas vs Control O [FDR 0
Bonferroni 0 -
No 1622 349.5
10 Referencia D vs Control D FDR 322 16.1
Bonferroni 13 0.05
No 1500 349.5
11 Referencia O vs Control O FDR 428 D1.4
Bonferroni 34 0.05

ref delgada y ref. obesa, son los grupos de ratas que se sacrificaron al terminar el periodo de adaptacion. Control delgado y obeso
recibieron placebo. El grupo HR-110324-005 corresponde a la mezcla de cepas probiéticas, el grupo HR-110324-004 corresponde a
B. breve CNCM 1-4035, el grupo HR-110324-002 corresponde a L. paracasei CNCM 1-4034 y finalmente el grupo HR-110324-001

corresponde a L. rhamnosus CNCM 1-4036.

Cuando se buscan diferencias significativas entre varias condiciones, algunas

secuencias pueden aparecer como significativas por azar, es decir, ser falsos positivos

(error de tipo 1). El proposito de la aplicacion de un test de correccion mdaltiple fue tratar

de disminuir la probabilidad de que aparecieran falsos positivos de manera mas rigurosa

que el especificado por el nivel de significacion. El test de correcciébn multiple

(Bonferroni) es de los mas conservadores que existen y determina el nimero de falsos
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positivos en funcion del valor de significacion asignado. Al considerar un valor de corte
de 0,05, se estima que existe un 5% de posibilidades de que cada uno de los genes sea
un falso positivo. Ademas se aplicd otro test FDR, que es uno de los estadisticos mas
relevantes en los estudios de gendémica y hace referencia a la tasa de error de las
secuencias seleccionadas como discriminantes. Se trata del porcentaje de falsos
positivos en cada uno de los factores estudiados. Al aplicar una significacién de 0,05, se
estima que el 5% de las secuencias significativas obtenidas podria ser un falso positivo.
Por ultimo, cuando no se aplican correcciones se estima que el nimero de secuencias
que podrian haber sido seleccionadas de forma casual es igual al 5% de las pruebas

estadisticas realizadas.

En este experimento, con una lista de trabajo de 6990 secuencias, es decir 6990
pruebas estadisticas, se estimd que el 5% (349,5 secuencias) podrian ser falsos positivos

cuando no se aplicaban correcciones multiples.

En las listas de genes expresados diferencialmente se mostraron los datos
normalizados como valores de cambio entre condiciones (Fold Change, FC). Para ello,
los datos de las dos condiciones experimentales que se compararon estaban
normalizados frente a la media geométrica de los arrays de las muestras pertenecientes
a la condicion que se consideraba linea base que era la que se encontraba en segundo
lugar en la comparacion. El valor utilizado en las listas es el FC. A mayor valor
absoluto de FC (con signo negativo para las secuencias reprimidas y positivo para las

sobre expresadas) la tasa de cambio era mayor.

El Volcano plot es un grafico que permite de una manera efectiva y de féacil
interpretacion la observacion de los valores de significacion y de la tasa de cambio
asociada a cada sonda. Para ello el Volcano plot representa los genes en dos
dimensiones de acuerdo a significancia bioldgica y estadistica. En el eje X se representa
la tasa de cambio entre los dos grupos comparados y en el eje Y se representa el valor
de p asociado a cada sonda. El eje X nos muestra el impacto bioldgico del cambio, el
segundo eje informa acerca de la evidencia estadistica o de la fiabilidad del cambio.
Asimismo, se muestra marcado con una linea roja horizontal el umbral a partir del cual
las sondas son significativas. Este grafico ayuda a la seleccién de los mejores

candidatos para una posterior validacion. El volcano plot obtenido a partir de los valores
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de significacion son correccion del test estadistico para las 6990 secuencias en la

comparacion 2 realizada se muestra en la Figura 15.

Volcano Plot of HR001 vs. Control Delgada

1110714

1+10712

)

== (=]
C] N
[=1] (=]

HROO1 vs, Contral D

=}
@

ue(

32 18 B -4 2 NiC 2 4 8 16 32
Fold-Change(HR001)
Figura 15. Volcano plot realizado a partir de los valores de significacion de cada sonda de la lista de trabajo (6990 secuencias) en la
comparacion 2. Cada uno de los puntos del grafico representa una de las sondas de la lista de trabajo. Las sondas se colorean de
acuerdo a la significacion obtenida para dicha sonda.

A modo de ejemplo se puede observar los valores normalizados de expresion de la

sonda mas significativa en la comparacion 1 en el siguiente grafico:

3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2 (mitochondrial) ( Hmges2 )

221 e# © ® eo0 oo
el ® @ e © o
. 1 @ (-] Condition
o Contr
11.164 3 G 8
. e
10.64 4 ’HROO
e
-
., 1012 +RefD
B
& 964
E
I
9.08 4
8.56 4
™ e
8041 om cece
752 -
ol ® s g 2z &8 e
= o (=] L= o @
=] o o o x o
o T T T T
[ ]

Figura 16. Valores de expresion normalizados del gen Hmgcs2 para cada una de las muestras implicadas. Las muestras se
encuentran coloreadas de acuerdo a su condicion y conectadas entre si por su emparejamiento.

Después se realizd un PCA y un cluster jerarquico supervisados Figura 17 y
Figura 18. Los genes son resultado de un analisis estadistico) y se expresa en la

siguiente tabla.
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PCA Mapping (62.7%)

PCA Mapping (62.7%) | Condition

8ol |

PC #3 7.93%

Figura 17. Dos visiones de PCA. Columna izquierda: Primera vision de PCA. Columna derecha: Vision girada 90° a la izquierda
sobre el eje vertical (eje z; componente 3) realizadas a partir de la lista de secuencias p<0.05 ANOVA Tipo*Condicion (936
secuencias). Las muestras estan coloreadas de acuerdo a su condicién y tipo. Porcentaje de variabilidad: 35.2 % (eje 1), 19.6% (eje
2); 7.93% (eje 3).

Condilion | pca Mapping (83.3%)

B Control O
* HR004 €
a5
5
15
# 2
c
b os
#*
g
25
4
A5
7 A — =\
PCHFBOOW® T2 M Y8 uidesod @2 w2 we @ p PC #3 6.99%

Figura 18. Dos visiones de PCA: Columna izquierda: Primera vision de PCA. Columna derecha: Vision girada 90° a la izquierda
sobre el eje vertical (eje z; componente 3) realizadas a partir de la lista de secuencias p<0.05 HR004 vs Control O (211 secuencias).
Las muestras estan coloreadas de acuerdo a su condicion. Porcentaje de variabilidad: 66.2 % (eje 1), 10.1% (eje 2); 6.99% (eje 3).
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Figura 19. Cluster jerarquico bidimensional de muestras y genes realizado a partir de las listas de secuencias significativas (p<0.05)
en un Anova donde se ha comparado Tipo* y Condicién (936 secuencias). Cada muestra presenta un recuadro con informacién

respecto a la condicion y al tipo.
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Figura 20. Cluster jerarquico bidimensional de muestras y genes realizado a partir de las listas de secuencias significativas (p<0.05)
entre HR004 ( que probiotico es’) vs Control O (211 secuencias). Cada muestra presenta un recuadro con informacion respecto a la

condicién.
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En las figuras 17 y 19 se aprecia que la elevada variabilidad existente hizo que las

muestras no pudieran clasificarse de acuerdo a la condicion y tipo al que pertenecen. En

cambio, al tener en cuenta solo 2 condiciones, las muestras se clasifican de acuerdo a la

condicion a la que pertenecen tal y como se aprecia en las figuras 18 y 20.

Con objeto de determinar los genes que diferencian la respuesta al tratamiento con

probioticos respecto a los controles, se realizaron sendos diagramas de Venn en el que

se cruzaron los diferentes genes (respecto del Control Obeso-placebo).

Venn Diagram HR vs Control Delgada
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Figura 21. Diagrama de Venn para determinar genes especificos y comunes de tratamiento respecto de Control D.

Venn Diagram HR vs Control Obesa
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Figura 22. Diagrama de Venn para determinar genes especificos y comunes de tratamiento respecto de Control D.
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De la Figura 21 y Figura 22 se puede deducir que los genes comunes para todas las
muestras (636 y 2 respectivamente), son genes cuya expresion se ve modificada por el
tratamiento independientemente de la naturaleza del mismo. La distinta naturaleza de
cada uno de los tratamientos nos proporciona asimismo listas de genes comunes entre
algunas comparaciones. Los genes exclusivos de cada lista se corresponderian con
efectos especificos derivados de la naturaleza del tratamiento. Estos graficos son de
caracter orientativo ya que hay que tener en cuenta que a pesar de que la mayoria de los

genes son coincidentes en el sentido del cambio, hay algin caso en el que no lo son.

Analisis de rutas metabdlicas y procesos ontoldgicos

Se realizO una anotacién ontolégica de la base de datos de Gene Ontology
(www.geneontology.org), rutas metabolicas KEGG (www.genome.jp/kegg/) utilizando
la herramienta DAVID (Huang y cols. 2009; Dennis G Jr y cols. 2003) (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) del National Institute of Allergy
and Infectious Diseases (NIAID) de EE. UU. para las secuencias significativas.

Tabla 8. Resultado del analisis ontoldgico y de rutas metabdlicas.

Ontologia de Genes
. Secuencias [Rutas Proceso Funcion Componente

Comparacion significativas Metabdlicas Bioldgico Molecular [Celular
L. rhamnosus CNCM 1-4036 vs Control D [1640 30 P17 37 53

L. rhamnosus CNCM 1-4036 vs Control O~ [663 9 70 26 36

L. paracasei CNCM 1-4034 vs Control D 2205 34 352 73 74

L. paracasei CNCM [-4034 vs Control O 104 5 72 20 19

B. breve CNCM 1-4035 vs Control D 1524 23 206 71 57

B. breve CNCM 1-4035 vs Control O 211 2 39 15 14
Mezcla cepas probidticas vs Control D 1469 21 266 81 55
Mezcla cepas probiéticas vs Control O 162 1 9 “ 2
Referencia D vs Control D 1622 23 209 70 65
Referencia O vs Control O 1500 24 184 59 59
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gRT-PCR

Para la validacion de los resultados obtenidos en el microarray de DNA se
utilizé la plataforma RT%Profiler PCR array (SABiosciences Corporation, Frederick,
Maryland, EE. UU.), que es una gRT-PCR en dos pasos. Brevemente, el RNA total fue
extraido utilizando el RNeasy Mini Kit (Qiagen, Barcelona, Espafia) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. EI ARN aislado se tratd con DNasa libre de RNasa
(Qiagen, Barcelona, Espafia). La concentracion final de RNA y la calidad se
determinaron usando un espectrofotometro NanoDrop 2000 (NanoDrop Technologies,
Winooski, Vermont, EE. UU.). EI cDNA fue sintetizado a partir de RNA total con un
RT? Kit First-Strand (SABiosciences). El andlisis de las muestras de qRT-PCR Real-
time se realizé utilizando una matriz de PCR (SABiosciences), incluyendo pares de
cebadores especificos para 14 genes implicados: Rgs16, perl, Slc7all, Fkbp5, Alox5ap,
Ednrb, Adamdecl, Ptgsl, TIr9, Naip, Nfkbia y Nfkbl. Como genes de referencia se
utilizaron Gapdh y Actb. El cDNA se sometié a PCR en tiempo real con un kit de RT?-
PCR real-time SYBR green/ROX (SABiosciences) en un detector de secuencia ABI
Prism 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, California, EE. UU.).

Los cebadores para F4/80 (UniqueAssaylD: gRnoCID0007957), Cd40
(UniqueAssayID: gRnoCID0003897), y Gapdh (UniqueAssaylD: gRnoCID0057018) se
obtuvieron de Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). La PCR cuantitativa se realiz6 con
ABI Prism 7900 (Applied Biosystems, Foster City, California, EE. UU.), utilizando
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, California, EE. UU.).

Las condiciones de PCR fueron 1 ciclo de 95 °C durante 10 min seguido de 40
ciclos de 95 °C durante 15 s y 60 °C durante 1 minuto. EI nivel de expresion de cada
gen se analizé con el software RT? Profiler PCR de anélisis de datos de matriz (version
3.4, SABiosciences). Los cambios en la expresién de genes se expresaron como fold

changes (Fc).
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Western blott

Las muestras de mucosa intestinal se homogenizaron en 10 mM Tris-HCI (pH
7,5), 150 mM de NaCl, 2 mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 10% de glicerol y un
coctel inhibidor de proteasas (Thermo Scientific) y se colocaron en hielo durante 20
min. Después de la centrifugacion (30 min, 13.000 x g, 4 °C), se determiné el contenido
de proteina en el sobrenadante usando el Kit de Ensayo de Proteinas Il (Bio-Rad
Laboratories). Las muestras contenian 50 pg de proteina cada una, se mezclaron con
tampon de muestra 3X SDS-PAGE (100 mM Tris-HCI, pH 6,8, 25% de SDS, 0,4% de
azul de bromofenol, 10% pB-mercaptoetanol y 2% de glicerol), en un gel TGX para
cualquier kDa (Bio-Rad Laboratories, California, EE. UU.) y se transfiri6 a una
membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, California, EE. UU). Despues de la
incubacion en tampon de bloqueo (Solucion salina 5% de leche no grasa y 1% de
Tween 20 en Tris tamponada con, TBS), las membranas se hibridaron con los siguientes
anticuerpos: anti-EDNRB (1:2000 en 5% de albumina de suero bovino (BSA ),
ab117529), anti-ADAMDEC1 (1:1000 en leche 5% no grasa, NBP1-59146) anti-PTGS1
(1:2000 en 5% de BSA, ab109025), y anti-HSP-70 (control interno; 1:500 en 5% de
leche desnatada, sc-7298). Se detectaron sefiales inmunorreactivas mediante
quimioluminiscencia mejorada (SuperSignal West Dura Substrato quimioluminiscente,
34075, Thermo Scientific, Illinois. EE. UU.), y se obtuvieron imégenes digitales de las
membranas y se analizaron utilizando el software ImageJ (Universidad de Wisconsin-
Madison, Wisconsin y Madison, EE. UU.) para el analisis densitométrico. Los
resultados se expresan como el cambio (fold change) en la expresion con respecto al

control.

Inmunofluorescencia

Las muestras de mucosa intestinal se fijaron en Tissue-Tek Compuesto OCT
(Sakura Finetek, Torrance, California, EE. UU.). Se obtuvieron secciones de 8 pum de
espesor para el analisis de microscopia confocal. Las muestras se lavaron con solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) durante 15-20 minutos a 4 °C. Despues, se afiadio
Triton X-100 0,2% en PBS y posteriormente suero de cabra normal (NGS) 1:10. Los
anticuerpos primarios fueron anti-EDNRB (1:2000 en PBS, ab117529), anti-
ADAMDEC1 (1: 250 en PBS, TA323936 Origene), y anti-PTGS-1 (1:100 en PBS,
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ab109025). Las muestras se incubaron durante 2 h 45 min a temperatura ambiente. Las
secciones se lavaron 3 veces con PBS durante 5 min por lavado. Después, el anticuerpo
secundario (anti-rabbit green Alexa 1:1000 en PBS, A11008 ) se incubd durante 50 min
y se lavo con PBS mas Hoechst H6024 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EE. UU.),
1:1000 en PBS. Por dultimo, se afiadi6 Dako (Agilent Soluciones de productos,
Barcelona, Espafia) para fijar las secciones con cubreobjetos (Menzel-Glaser, 24 x 60

mm # 1, Dinamarca).

Anadlisis estadistico

Todos los resultados se expresan como media + SEM. Las diferencias entre los

efectos en las ratas de linea base y tras la intervencién de 30 dfas para Zucker Lepr™™ o

fa/fa

Zucker-Lepr®™ se evaluaron ya sea mediante pruebas paramétricas (t de Student para

datos independientes) o pruebas no paramétricas (Mann-Whitney U-test). Las

diferencias para cualquier variable entre Zucker-Lepr®™

fa/fa

que recibieron placebo y
cualquier grupo de Zucker-Lepr®™ que recibieron una cepa especifica se analizaron
mediante ANOVA de un factor y a posteriori mediante el test de Bonferroni. P <0,05
se considerd estadisticamente significativo. Todos los anélisis se realizaron con el
paquete estadistico IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) Version 20

(Somers, Nueva York, EE. UU.).
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De los clusters obtenidos en la comparacién de los grupos tratados con

probidticos con el grupo obeso, hemos seleccionado aquellos genes que presentan un

cambio en su transcripcion, de acuerdo a los siguientes criterios:

v Fold change (FC) > 1,50

v p<0,05

v Homogeneidad entre los grupos estudiados

Los genes que cumplen los criterios mencionados aparecen en la Tabla 9.

Tabla 9. Genes que cumplen los criterios estadisticos.

L. rhamnosus CNCM 1-4036

L. paracasei CNCM 1-4034

. Gene
gene_assignment

L. rhamnosus CNCM 1-4036- L. paracasei
CNCM 1-4034

Gene

gene_assignment Svmbol

gene_assignment

Gene

L. paracasei CNCM 1-4034- B. breve CNCM 1-4035

gene_assignment

L. paracasei CNCM 1-4034- B

4035-Mezcla cepas probidticas

Gene
Symbol

. breve CNCM I-

gene_assignment

L. rhamnosus CNCM 1-4036- B. breve CNCM |-

4035- Mezcla cepas pr

Gene
Symbol

obidticas

gene_assignment

. Gene
gene_assignment

B. breve CNCM 1-4035

Gene
Symbol

L. rhamnosus CNCM 1-4036- B. breve CNCM |-

4035

gene_assignment

Gene

gene_assignment Svmbol

Gene
Symbol

El color rojo indica si el gen esta inducido. El verde, si esta inhibido. Los encabezados muestran el gen y su simbolo. Se describen
los genes que cumplen los criterios para cada grupo individual, asi como los genes que son comunes a mas de un grupo.
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Como se aprecia en la Tabla 2, hay una gran cantidad de genes asociados a la actividad

de los probidticos, en especial, genes inhibidos.
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_Inthe intestinal mucosa of obese
oirmns T rats, are downregulated by three
pemEEET - probiotic strains
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: Calvente®, Maria losé Saez-Lara®*, Alfonso Ruiz-Bravo®, Maria Jiménez-Valera®, Angel
: Gilt237, Carolina Gémez-Llorente%37 & Luis Fontana'??

We have previously reported that administration of Lactobacillus paracasei CMCM 1-4034,

i Bifidobacterium breve CNCM I-4035 and Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 to obese Zucker-Lepe™®

¢ rats attenuates liver steatosis and exerts anti-inflammatory effects. The goal of the present work

i was to investigate the modulation of gene expression in intestinal mucosa samples of obese Zucker-
Lepiaife rats fed the probiotic strains using a DNA microarray and postgenomic techniques. We also
measured secretory IgA content in the gut and lipopolysaccharide (LPS)-binding protein (LBP) in serum.

: Expression of three genes (Adamdecl, Ednrb and Ptgs1/Cox1) was up-regulated in the intestinal mucosa

i ofthe obese rats compared with that in the rats when they were still lean. Probiotic administration

: down-regulated expression of Adamdecl and Ednrb at the mRNA and protein levels and that of

i Ptgs1{Cox1 at the mRNA level, and this effect was in part mediated by a decrease in both macrophage

: and dendritic cell populations. Probiotic treatment also increased secretory IgA content and diminished

: the LBFP concentration. Based on results reported in this work and else where, we propose a possible
mechanism of action for these bacterial strains.

: Metabolic syndrome, better referred to as insulin resistance syndrome (IRS), was originally defined as concomi-
¢ tant hyperlipidemia, hypertension, insulin resistance and obesity'%. IRS often precedes the onset of type 2 diabe-
¢ tes and increases the risk of cardiovascular disease™*; accordingly, IRS has reached pandemic levels and become
¢ a major public health concern. The Zucker rat shows many of the features of IRS; therefore, it is one of the most
: commonly used genetic models of this syndrome®. Zucker-Lepr™ rats exhibit obesity, hyperglycemia, insulin
¢ resistance, hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, and elevated serum free fatty acid concentrations in con-
i trast to Zucker lean Lepr @ rats. In addition, Zucker-Lepr® rats have hepatic steatosis, as well as elevated serum
¢ AST and ALT activities, indicating that the liver component of IRS is also present in this model’.

: Probiotics are live microorganisms that, when consumed in adequate amounts, confer a health effect on
: the host”. Beneficial effects of probiotics have been reported in allergy, intestinal-related diseases, chronic liver
¢ disease, urinary tract infections and respiratory infections, among others’. Lactobacilli and bifidobacteria are
: the genera most frequently used as probiotics. A variety of mechanisms underlying their beneficial effects have
been proposed: modification of the gut microbiota, competitive adherence to the mucosa and epithelium,

: *Department of Biochemistry and Molecular Biology I, School of Pharmacy, University of Granada, Granada,
: Spain. nstitute of Mutrition and Food Technology "José Mataix”, Biomedical Research Center, Parque
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: ibs.GRANADA, Granada, Spain. *Department of Cell Biology, School of Sciences, University of Granada, Granada,
i Spain. *Department of Biochemistry and Molecular Biology |, School of Sciences, University of Granada, Granada,
! Spain. *Department of Micrabiclogy, School of Pharmacy, University of Granada, Granada, Spain. 7CIBEROBN,
¢ Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Spain. Correspondence and requests for materials should be addressed to
L.F. (email: fontana@ugr.es)
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strengthening of the gut epithelial barrier and modulation of the immune system to convey an advantage to the
host".

Some authors have described the modulation of gene expression by probiotics. Dykstra et al.® reported
the induction of the gene coding for mucin 3 (Muc3) in the small intestine of rats fed Lactobacillus plan-
tarum 299v, Lactobacillus rhamnosus RO011, or Bifidobacterium bifidum R0071. Ohtsuka et al." administered
Bifidobacterium breve M-16V to rat pups during the newborn period and found a lower expression of various
inflammation-related genes in the colon.

‘We have previously reported that the administration of three probiotic strains (Lactobacillus paracasei CNCM
1-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 and Lactobacillus rhamnosus CNCM [-4036) to healthy human vol-
unteers for 30 days is totally safe'’ and that their administration for the same period of time to obese Zucker
rats attenuates the accumulation of fat in the rats’ liver and exerts anti-inflammatory effects such as lower serum
concentrations of tumor necrosis factor (TNF)-o, interleukin (IL}-6 and bacterial lipopolysaccharide (LPS)".

The goal of the present study was to investigate whether these bacterial strains may modulate the gene expres-
sion of the intestinal mucosa. For this purpose and with the help of DNA microarray technology, we began
by studying the modulation of a great number of genes in intestinal mucosa samples from obese Zucker rats.
Subsequent validation of candidate genes by postgenomic techniques narrowed the number of genes affected
by the three probiotic strains down to 12. Of these 12 genes, we focused on 3: ADAM-like protein decysin-1
(Adamdecl, a gene encoding a metalloprotease whose expression increases in dendritic cell maturation),
endothelin receptor type B (Ednrb, a gene encoding a G-protein-coupled receptor that nonspecifically binds to
endothelin-1, -2 and -3, with a potential role in vasoconstriction/vasodilation and cell proliferation), and cycloox-
ygenase (COX)-1 (Pigsl/Coxl, a gene encoding an enzyme that participates in prostaglandin synthesis). These
three genes were found to be overexpressed in the intestinal mucosa of obese Zucker-Lepr™ rats. Our results
also show that L. paracasei CNCM [-4034, B. breve CNCM 1-4035 and L. rhammnasus CNCM 1-4036 were able to
inhibit expression of Adamdec! and Ednrb at the mRNA and protein levels, as well as expression of Pigs1/Coxl1 at
the mRMNA level, in the intestinal mucosa of the obese Zucker-Lepr™F rats.

Results

In this work, we investigated whether the administration of the probiotic strains Lactobacillus paracasei CNCM
1-4034, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 and Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 modulate the expres-
sion of genes in the intestinal mucosa of obese Zucker-Lepr™® rats. For this purpose, over 27,000 rat genes were
studied using a DNA array. The analysis of the results revealed effects due to the obese phenotype and others due
to probiotic administration.

Intestinal gene expression in the obese phenotype compared with the lean phenotype. We
found changes in gene expression due to the “obese” condition, that is, when Zucker-Lepr™ rats at base-
line (when they were still lean) are compared with Zucker-Lepr™ rats that were fed placebo for 30 days.
Zucker-Lepr™ rats were obese in comparison with Zucker lean Leprt!® rats after 30 days of feeding with the
placebo (Zucker-Lepr®®, 204.4 + 5.7 g versus Zucker lean Leprt/®, 241.5+ 5.6 . P < 0.001).

Expression of 6 genes changed when the rats turned obese (Supplementary Table 1). Three of the & genes
became induced, namely, Adamdec, Ednrb and Pigs1/Cox]. Protein levels were studied by western blotting and
immunofluorescence (Figs | and 2). Whereas administration of the placebo did not affect the levels of the pro-
teins encoded by these 3 genes in Zucker lean Lepr " (Fig. 1, panels A-C, and Fig. 2), they were increased 3-,
5- and 2.5-fold, respectively, in obese Zucker-Lepr™® after 30 days of feeding with the placebo (Fig. 1, panels D-F,
and Fig. 2).

Gene expression changes after probiotic administration.  The rats that received the mixture of L. par-
acasei CNCM 1-4034 and Bifidobacterivm breve CNCM [-4035 exhibited changes in 162 sequences in the intesti-
nal mucosa; the rats that received exclusively Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 had changes in 211 sequences;
administration of L. paracasei CNCM I-4034 modified 663 sequences; and L. rhamnosus CNCM 1-4036 admin-
istration changed 404 sequences. All data were compared with those from the Zucker-Lepr™" rats that received
placebo for 30 days (Supplementary Figure 2).

The results of the array showed changes in the expression of 40 genes for L. paracasei CNCM 1-4034; 12 genes
for B. breve CNCM [-4035; 24 genes for L. rhamnosus CNCM I-4036; and 3 genes for the mixture of L. paracasei
CNCM I-4034 and B. breve CNCM 1-4035. We discarded those genes that i) were not up- or down-regulated >
1.5-fold compared with Zucker-Lepr™F rats that received a placebo instead of a probiotic strain, and i) were not
maodulated by at least two of the probiotic strains (Supplementary Table 2).

gRT-PCR was subsequently used to validate the DNA array data. We focused on three genes that fulfilled the
aforementioned criteria, Adamdecl, Ednrb and Ptgs1. All three mRNA levels significantly decreased due to pro-
biotic administration (Supplementary Table 3).

Our next step was to study protein levels corresponding to these genes by both western blot and immuno-
fluorescence technigues. Administration of the probiotic strains for 30 days to obese Zucker-Lepr™/ rats sig-
nificantly decreased the levels of Adamdec] and Ednrb proteins in the rats intestinal mucosa compared with
Zucker-Lepr™® rats that received the placebo, as shown for L. paracasei CNCM I-4034 in Fig. 3 (the two pro-
teins decreased 4- and 7-fold, respectively); for B. breve CNCM 1-4035 in Fig. 4 (the two proteins decreased
2.4- and 7-fold, respectively); and for L. rhamnosus CNCM 1-4036 in Fig. 5 (the two proteins decreased 2- and
12-fold, respectively). Ptgsl protein levels remained unchanged after the administration of the bacterial strains
(not shown).

As an additional effect on the intestine, the content of secretory IgA was measured in the feces of the various
groups of rats. Administration of probiotic strains, either alone or in combination, induced an increase in the
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Figure 1. Western blot analysis of Adamdecl, Ednrb and Ptgs1 proteins from Zucker lean Lepr/® and Zucker-
Lepr™ rats both at baseline and after 30 days of placebo administration. Panels A-C show results for Zucker
lean Lepr ™% rats at baseline compared with Zucker lean Lepr” "2 rats fed the placebo for 30 days. Panels D-F
show results for Zucker-Lepr™* rats at baseline compared with Zucker-Lepr™ rats fed the placebo 30 days. The
top graph included 7-8 rats per group, and the lower part shows a representative crop blot. Hsp-70 was used asa
loading control. ZL, Zucker lean Lepr+ rats; Z0), Zucker-Lepr™® rats; * P <= 0.05.
ZL Baseline ZL Placebo ZL Baseline ZL Placebo ZL Baseline ZL Placebo

20 Baseline Z0 Placebo Z0 Baseline 20 Placebo Z0 Baseline Z0 Placebo

Figure 2. Immunofluorescence analysis of Adamdecl, Ednrb and Ptgsl proteins from Zucker-lean*/® and
Zucker-Lepr™F rats both at baseline and after 30 days of placebo administration. Panels A-D show results for
Adamdecl. Panels E-H show results for Ednrb. Panels I-L show results for Ptgs1. The green color corresponds
to Alexa Fluor 488 dye. ZL, Zucker lean Leprt'® rats; 70, Zucker-Lepr™ rats. n— 4 rats per group.

content of secretory IgA in Zucker-Lepr™® rats compared with the rats that received the placebo, although this
increase was statistically significant only for the L. paracasei CNCM 1-4034 group (2-fold increase, Supplementary
Figure 3). Likewise, since probiotic administration has been reported to induce a decrease in bacterial LPS in the
rats’ serum®, we decided to measure LPS-binding protein (LBP) concentration. These results appear in Fig. 6,
which shows that LBP decreased in the serum of the rats fed probiotic strains.

The obese Zucker-Leprff phenotype is characterized by increases in the number of proin-
flammatory macrophages and dendritic cells, and the probiotic treatment reversed such
effects. To investigate whether the effects of probiotic administration were mediated by changes in the cell
population of the intestinal mucosa, gRT-PCR for specific markers of macrophages and dendritic cells was per-
formed {Supplementary Figure 4). Expression of F4/80 was 2-fold higher in Zucker-Lepr™® rats after 30 days
of feeding with the placebo compared with baseline, suggesting an fincrease in the number of macrophages
(Supplementary Figure 4A). The number of dendritic cells was also 2-fold higher in the obese rats as indicated by
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Figure 3. Immunofluorescence and western blot analysis of Adamdec1 and Ednrb proteins from Zucker-
Lepr™ rats fed the placebo compared with Zucker-Lepr®P rats fed L. paracasei CNCM 1-4034. In panels A and
B, top graphs include 7-8 rats per group, and the lower parts show a representative crop blot. Hsp-70 was used
as a loading control. *p < 0.05. In panel C, micrographs a,b (ZO placebo), and e,f (ZO + L. paracasei CNCM
1-4034) show results for Adamdecl, and micrographs c,d (ZO placebo), and g,h (ZO + L. paracasei CNCM
1-4034) show results for Ednrb. The green color corresponds to Alexa Fluor 488 dye. ZO, Zucker-Lepr™® rats,
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Figure 4. Immunofluorescence and western blot analysis of Adamdec] and Ednrb proteins from Zucker-
Lepr™F rats fed the placebo compared with Zucker-Lepr® rats fed B. breve CNCM [-4035. In panels A and B,
top graphs include 6-8 rats per group, and the lower parts show a representative crop blot. Hsp-70 was used as
a loading control. ¥ P < 0.05. In panel C, micrographs a,b (ZO placebo) and e,f (ZO + B. breve CNCM 1-4035)
show results for Adamdecl, and micrographs c,d (Z0 placebo) and g.h (Z0 + B. breve CNCM [-4036) show
results for Ednrb. The green color corresponds to Alexa Fluor 488 dye. ZO, Zucker-Lepralf@ rats.
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Figure 5. Immunofluorescence and western blot analysis of Adamdec1 and Ednrb proteins from Zucker-
Lept™" rats fed the placebo compared with Zucker-Lepe®® rats fed L. rhamnosus CNCM 1-4036. In panels A
and B, top graphs include 8 rats per group, and the lower parts show a representative crop blot. Hsp-70 was used
as a loading control. ¥P <2 0.05. In panel C, micrographs a,b (ZO placebo) and e.f (ZO + L. rhamnosus CNCM

1-4036) show results for Adamdecl, and micrographs ¢.d (ZO placebo) and g.h (Z0 + L. rhamnosus CNCM
1-4036) show results for Ednrb. The green color corresponds to Alexa Fluor 488 dye. Z0, Zucker-Lepr™ rats.
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Figure 6. LiEqpolysacchande binding protein (LBP) concentrations in serum of Zucker lean Lepr™® rats and
Zucker-Lepr™ rats that were fed either a placebo or probiotic strains for 30 days. Values are expressed as the
mean £ SEM, n=8 rats per group. P< 0.05 versus ZL placebo, and *P < 0.05 versus ZO placebo. ZL, Zucker
lean Leprt rats; 70, Zucker-Lepr™" rats.

Discussion
We have described elsewhere the isolation of three probiotic strains from the feces of breastfed newborns. The

strains were selected based on their probiotic properties, such as adhesion to intestinal mucus, sensitivity to anti-
biotics and resistance to biliary salts and low pH. They were identified as Lacfobacillus paracasei CNCM [-4034,
Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 and Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036"? and demonstrated their safety
in mice'? and humans!'",
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The main findings of this work were: i) the up-regulation of Adamdecl, Ednrb and Pigs[/Cox] in the intestinal
mucosa of obese Zucker rats in comparison with their lean controls; and ii) the repression of two of those genes,
Adamdecl and Ednrb, in the intestinal mucosa of obese Zucker rats fed L. paracasei CNCM 1-4034, B. breve
CNCM 1-4035 and L. rharmnosus CNCM 1-4036 for 30 days in comparison with obese Zucker rats fed a placebo
for the same period of time. Repression occurred at both the mRNA and protein levels.

ADAMDECI is a unique member of the ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) family and is
under-expressed in approximately 10% of Crohn disease patients. This protein is almost exclusively found in
macrophages and dendritic cells in the small and large bowel lamina propria. Although its main role as a pro-
tease is tissue repair, it has also been hypothesized to play a role in immunity. O"Shea et al." recently exposed
Adamdec]l™' mice to dextran sodium sulfate or infected them orally with Citrobacter rodentium or Salmonella
typhimurium, finding that the loss of Adamdec! rendered mice more susceptible to the induction of bacterial and
chemical-induced colitis, as evidenced by increased neutrophil infiltration, greater 1L-6 and 1L-13 secretion, more
weight loss and increased mortality. In the absence of Adamdec!, greater numbers of Citrobacter rodentium were
found in the spleen, suggestive of a breakdown in mucosal immunity that resulted in bacteremia. Although appar-
ently contradictory to our results, the Adamdec] '~ mouse, a model in which the gene is completely knocked
out, is a situation very different from the Zucker rats. The work of ('Shea et al.'? proves the role of Adamdec!
in immunity. However, an inflammatory state in the intestine, such as the one that develops in obesity, is char-
acterized by an increased number of macrophages and dendritic cells. In fact, we found a higher expression of
both dendritic cells and macrophages in the intestinal mucosa of the obese rats, which might explain Adamdecl
induction. Probiotic administration diminished the number of macrophages and dendritic cells and therefore
helped attenuate the inflammation.

The endothelin family comprises 3 peptides of 21 amino acids each (ET-1, ET-2, and ET-3), which act through
the activation of G-protein-coupled receptors. These receptors seem to have relevant functions in pulmonary and
arterial hypertension, atherosclerosis, cerebral vasospasm, and inflammatory signals including edema, fever, pain,
and leukocyte recruitment'®. Endothelin receptor B mutant (Ednrb~'~) mice develop Hirschsprung's disease, an
abnormality of the enteric nervous system characterized by a lack of ganglion cells along a variable length of the
distal intestine, resulting in the absence of peristalsis in the aganglionic segment and dilation of the colon proxi-
mally'*, The disease is associated with a severe inflammation of the intestinal mucosa. Yildiz et al.'* studied mucus
barrier properties in Ednrb™'~ mice and found that both passive and active transport (by which particles and
microbes translocate across the mucosa, respectively) are diminished in the Ednrb~'~ compared to the wild-type
proximal colon. As was the case for Adamdecl, it is likely that Ednrb was induced in the inflamed mucosa of the
obese Zucker rats and the probiotic strains exerted an anti-inflammatory effect by decreasing macrophage and
dendritic cell numbers. The higher content of secretory IgA found in the obese rats treated with probiotic strains
compared with those that received the placebo is in support of such anti-inflammatory effect.

Probiotic administration was also found to down-regulate mRNA levels of a gene involved in prostaglandin
synthesis, namely, Pigs1/CoxI. COX-1 is a member of the myeloperoxidase family present in some cell types such
as macrophages and hematopoietic cells, which regulates the inflammatory response'®. Two COX isoforms have
been identified: whereas COX-2 is the inducible form, COX-1 is constitutive. Therefore, it is not surprising that
probiotic administration did not affect Ptgs1/Cox1 protein levels.

Owr probiotic strains were also found to exert two protective effects: an increase in the production of secretory
IgA in the intestine and a decrease in the concentration of serum LBP. The latter result correlates with the lower
levels of LPS that we found in the serum of the obese rats treated with all three bacterial strains®. Regarding the
higher levels of secretory IgA, similar results have been described in healthy subjects'’.

Based on the recapitulation of our results reported in this work and elsewhere, we propose a possible mech-
anism of action of these bacterial strains (Fig. 7). Administration of L. paracasei CNCM [-4034, B. breve CNCM
1-4035 and L. rhamnosus CNCM I-4036 induces changes in gut microbiota composition'" ", which translate into
a greater secretion of IgA" and the turning off of Adamdecl and Ednrb (this work). These changes would result
in less bacterial translocation in the intestine and, accordingly, in lower concentrations of LPS-LBP in serum®.
This, in turn, would have a less severe impact in the liver, which would improve steatosis®, and in the white adi-
pose tissue. These two organs would respond by decreasing their production of IL-6 and TNF-a. In fact, we have
previously reported low plasma levels of these two cytokines in the Zucker rat model after treatment with the
abovementioned probiotics®.

Works by other authors support this proposed mechanism of action. A few such works are cited below to sup-
port the sequence of events: (1) Reports describing the modification of gut microbiota by probiotics are numer-
ous'®. For instance, a recent study conducted in high fat diet (HFD)-fed mice by Wang et al.'* found that probiotic
administration shifted the overall structure of the HFD-disrupted gut microbiota toward that of lean mice fed a
normal diet. (2) Higher secretion of IgA due to probiotic feeding has been reported in mice by Kemgang et al .
(3) In addition to the works by Dykstra ef al® and Ohtsuka et al."" mentioned before, the study by Tannock et al.*!
can be cited as an example of gene modulation by probiotics. These authors have described the up-regulation of
three apoptosis-related genes in the small bowel of mice treated with L. rhamnosus HNOOL. (4) The lesser bacte-
rial translocation in the gut might be due to a greater integrity of the mucosal tight junctions. Thus, Balakumar
et al.™ have recently described increases in occludin and zonula occludens-1 transcriptional levels in mice with
HEFD-induced obesity that received L. rhamnosus GG, L. plantarum MTCC5690 and L. fermentum MTCC5689.
Also, supernatants from Faecalibacterium prausnitzii and Escherichia coli Nissle 1917 have been shown to increase
crypt depth in the jejunum of rats with 5-fluorouracil-induced mucositis™. (5) Two strains of Lactobacillus have
been found to lower circulating IgA in HED-fed rats™. (6) Many works describe an attenuation of hepatic steatosis
by probiotic administration in mice and rats®, as well as a modulation of cytokine production.

In summary, we report that administration of the probiotic strains L. paracasei CNCM 1-4034, B. breve
CNCM 1-4035 and L. rhammnosus CNCM 1-4036 to obese Zucker rats increased the content of secretory IgA in
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Figure 7. Potential mechanism of action of L. paracasei CNCM [-4034, B. breve CNCM 1-4035 and L.
rhammnosus CNCM [-4036. LPS: Lipopolysaccharide. LBP: LPS binding protein.

the gut, diminished the LBP concentration in the serum, and normalized expression of Adamdec] and Ednrb
at the mRNA and protein levels and that of Pigs1/Cox1 at the mRNA level in the intestinal mucosa, previously
up-regulated in obese Zucker rats.

Materials and Methods

Microorganisms. The probiotic strains Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve CNCM
1-4035, and Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 have been characterized and are described elsewhere'?. These
strains were deposited in the Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) of the Institute
Pasteur'”.

Ethical statement. This study was conducted in strict accordance with the recommendations in the guide-
lines for animal research of the University of Granada (Spain). All animals received humane care. The protocol
was approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the University of Granada (Permit
Number CEEA: 2011-377).
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Experimental design. Forty-eight Zucker-Lepr™® and 16 Zucker lean Lepr/® male rats weighing 168-180g
were purchased from Harlan Laboratories (Charles River, Barcelona, Spain). The rats were housed in metabolic
cages with a 12-h light-dark %de and had free access to water and food. After 5 days of adaptation, 8 Zucker lean
Lepr™® and 8 Zucker-Lepr™* rats were euthanized as a reference (baseline). The remaining 40 Zucker-Lepr™®
rats were then randomly assigned to receive 10"’ colony-forming units (CFU) of one of the three probiotic strains,
a mixture of Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 and Bifidobacterium breve CNCM [-4035, or a placebo by oral
administration each day for 30 days. An additional group of 8 Zucker lean Lepr ™ rats received the placebo for 30
days. The placebo contained 67% cow’s milk powder, 32.5% sucrose, and 0.56% vitamin C.

After the intervention, the animals were anesthetized and sedated with ketamine and xylazine. Blood was
drawn from the aorta and centrifuged for 10 min at 1000 x gand 4°C to separate the serum from the cells.
Samples of intestinal mucosa were also taken.

DMNA microarray. We used Affymetrix Rat Gene 1.1 5T Array Plates (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA)
following the manufacturers directions. Briefly, RNA extraction was performed using the RNeasy Mini Kit
and Qiacube system. A quantity of 300 mg total RNA was utilized in cDNA synthesis with the Ambion WT
Expression kit, and the resulting cDNA was fragmented using uracil-DNA glycosylase and APE! (apurinic/apy-
rimidinic endonuclease-1). The labeling process was performed using the WT Terminal Labeling Kit (Affymetrix)
with deoxynucleotidyl transferase linked to biotin. After fragmentation, 5.5 pg cDNA was hybridized using the
GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit from Affymetrix. GeneChips were scanned using the GeneTitan"™.
The data were analyzed with the Command Console (AGCC 3.1, Affymetrix) and the Expression Console (EE
1.1, Affymetrix). The value definition was performed using the RMA (Robust Multichip Average) signal intensity.

The complete data set in the present study complies with the MIAME (Minimum Information About a
Microarray Experiment) requirements and was uploaded into the Gene Expression Ommnibus (GEO) database
with the title Expression data from intestinal mucosa of Zucker rats and reference GSE73848 (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/).

The intensity value of each probe in the array analysis was normalized with the Robust Multichip Average
(RMA) using the Partek Genomics Suite version 6.10 (Partek) to obtain an individual intensity for each set of
probes. All expression data were averaged to achieve a unique expression value for the gene, and the background
was deleted. The identification of expression changes was performed using multiple regression models comparing
the intensity of each gene with the interaction { Zucker lean Lepr+/® or Zucker-Lepr™® rats that received placebo
versus Zucker-Lepr™® rats that received any probiotic strain). The two-dimensional hierarchic cluster with the
statistically significant sequences (n= 936) appears in Supplementary Figure 1, according to the intensity and the
aforementioned interactions.

qRT-PCR. Forvalidation of the DNA microarray results we used the RT-Profiler PCR array (SABiosciences
Corporation, Frederick, MD), which is a two-step gRT-PCR platform. Briefly, total RNA was extracted using
the RNeasy Mini Kit ((Qiagen, Barcelona, Spain) according to the manufacturer’s recommendations. Isolated
RNA was then treated with the RNase-Free DNase Set (QQiagen, Barcelona, Spain). The final RNA concentration
and quality were determined using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Winooski,
Vermont, USA). The cDNA was synthesized from total RNA with an RT? First-Strand Kit (SABiosciences).
Real-time gRT-PCR analysis of the samples was performed using a PCR array (SABiosciences), including primer
pairs specific for 14 genes involved: Rgs16, Perl, Slc7all, Fkbp5, Alox5ap, Ednrb, Adamdecl, Ptgs1, Tir9, Naip,
Nfkbia, and Nfkb1. The housekeeping genes Gapdh and Acth were used as a control. The cDNA was then subjected
to real-time PCR with an RT? real-time PCR SYBR green/ROX kit (SABiosciences) on an ABI Prism 7900HT
sequence detector (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Primers for F4/80 (UniqueAssayID: gRnoCID0O007957), Cd40 (UnigueAssayID: gRnoCID0003897), and
Gapdh (UniqueAssaylD: gRnoCIDO057018) were obtained from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). The
qPCR was performed with an ABI Prism 7900 instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

The PCR conditions were 1 cycle of 95°C for 10 min followed by 40 cycles of 95°C for 155 and 60°C for 1 min.
The expression level of each gene was analyzed with RT? Profiler PCR Array Data Analysis software (version 3.4,
SABiosciences). Changes in gene expression were expressed as fold changes (Fc).

Waestern blotting. Intestinal mucosa samples were harvested in 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150mM NaCl,
2mM EDTA, 1% Triton X-100, 10% glycerol and a protease inhibitor cocktail {Thermo Scientific) and were
placed on ice for 20 min. After centrifugation (30 min, 13,000 x g, 4°C), the protein content in the superna-
tant was determined using the Protein Assay Kit II (Bio-Rad Laboratories). Samples containing 50 pg protein
each were mixed with 3X SDS-PAGE sample buffer (100 mM Tris-HCI, pH 6.8, 25% SDS, 0.4% bromophenol
blue, 10% 3-mercaptoethanol and 2% glycerol), separated via SDS-PAGE using a TGX Any kD gel (Bio-Rad
Laboratories, California, USA) and transferred to a nitrocellulose membrane (Bin-Rad Laboratories, California,
USA). After incubation in blocking buffer (5% non-fat milk and 1% Tween 20 in Tris-buffered saline, TBS), the
membranes were probed with the following antibodies: anti-Ednrb (1:2000 in 5% bovine serum albumin (BSA),
ab117529), anti-Adamdec] (1:1000 in 5% non-fat milk, NBP1-39146) anti-Pigs1 (1:2000 in 5% BSA, ab109025),
and anti-Hsp-70 (internal control; 1:500 in 5% non-fat milk, sc-7298). Immunoreactive signals were detected via
enhanced chemiluminescence (SuperSignal West Dura Chemiluminescent Substrate, 34075, Thermo Scientific,
Europe), and the membranes were digitally imaged and analyzed using Image] software for densitometric analy-
sis. The results are expressed as the fold change in expression relative to the control.
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Immunofluorescence analysis. Intestinal mucosa samples were fixed in Tissue-Tek O.C.T. Compound
(Sakura Finetek, USA). Sections 8 im in thickness were obtained for confocal microscopy analysis. Samples were
washed with phosphate-buffered saline (PBS) for 15-20 min at 4°C. Then, Triton X-100 0.2% in PBS and nor-
mal serum goat (NGS) 1:10 were added. The primary antibodies were anti-Ednrb (1:2000 in PBS, ab117529),
anti-Adamdec! (1:250 in PBS, TA323936 Origene), and anti-Ptgs-1 (1:100 in PBS, ab109025). Samples were
incubated for 2h 45 min at room temperature. Sections were washed 3 times with PBS for 5min per wash. Then,
the secondary antibody (anti-rabbit green Alexa 1:1000 in PBS, A11008) was added for 50 min and washed out
with PBS plus Hoechst H6024 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 1:1000 in PBS. Finally, Dako (Agilent Product
Solutions, Barcelona, Spain) was used to fix sections with cover slips (Menzel-Glaser, 24 x 60 mm £1, Denmark).

Serum lipopolysaccharide binding protein (LBP) concentration.  Serum LBP was measured with an
enzyme-linked immunosorbent assay kit from Cloud-Clone Corp. (Houston, USA), following the manufacturer’s
directions.

Determination of the fecal content of secretory IgA. Secretory IgA was analyzed in feces by
enzyme-linked immunosorbent assay (Immundiagnostik AG, Bensheim, Germany) according to the manufac-
turer’s instructions.

Statistical analysis. All results are expressed as the mean + SEM. Differences between effects at baseline
and after 30 days for Zucker lean Lepr ™™ or Zucker-Lepr™ rats were assessed by either parametric (unpaired
Student’s t-test) or non-parametric (Mann-Whitney U-test) tests. Differences for any variable between
Zucker-Lepr™ rats that received placebo and any group of Zucker-Lepr™ rats that received a specific strain
were analyzed using a one-way ANOVA and a posteriori Bonferroni test. P« 0.05 was considered statistically
significant. All analyses were performed using the statistical package IBM SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) Statistics version 20 (Somers, NY).
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Supplementary Figure 1. Microarray results obtained with the Rat Gene 1.1
ST Array Plate (Affymetrix®). These results were uploaded to the Gene
Expression Omnibus (GEO) platform as “GSE73848 Expression data from
intestinal mucosa of Zucker rats.” ZL, Zucker lean Lepr*”"“’ rats; ZO, Zucker-
Lepr®® rats; Mixture, L. paracasei CNCM 1-4034 plus B. breve CNCM 1-4035
strains. n=4 rats per group.

Supplementary Figure 2. Microarray expression data from the intestinal
mucosa of Zucker-Lepr®® rats treated with B. breve CNCM 1-4035 (A), L.
rhamnosus CNCM 1-4036 (B), L. paracasei CNCM 1-4034 (C), or mixture (D)
compared with Zucker-Leprra”a rats fed the placebo. ZO, Zucker-Lepr’a’fa rats;
Mixture, L. paracasei CNCM [-4034 plus B. breve CNCM [-4035 strains. n=4

rats per group.

Supplementary Figure 3. Total content of secretory IgA in the feces of Zucker-
lean™™ rats and Zucker-Lepr®™® rats that were fed either a placebo or probiotic
strains for 30 days. Values are expressed as the mean + SEM, n=8 rats per
group. *P<0.05 versus ZO placebo. ZL, Zucker lean Lepr™® rats. ZO, Zucker-
Lepr®® rats.

Supplementary Figure 4. Obese rats develop intestinal inflammation, and
probiotic treatment mitigates it. gRT-PCR showing mRNA levels for (A) F4/80,
and (B) Cd40. Values are expressed as the mean + SEM, n=8 rats per group.
TP<0.05 versus ZL baseline, ZL placebo and ZO baseline. *P<0.05 versus ZO

placebo. ZL, Zucker lean Lepr™™ rats. ZO, Zucker-Lepr®™ rats.
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Abstract

In this work, we investigated whether the administration of the probiotic strains
Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 and Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 modulate the expression of genes in the intestinal mucosa of obese
Zucker-Lepr™® rats. For this purpose, over 27,000 rat genes were studied using a DNA array.
We found changes in expression of 1501 genes due to the obese condition. The results of the
array also showed changes in the expression of 40 genes for L. paracasei CNCM 1-4034; 12
genes for B. breve CNCM 1-4035; 24 genes for L. rhamnosus CNCM [-4036; and 3 genes for
the mixture of L. paracasei CNCM 1-4034 and B. breve CNCM 1-4035,

Background & Summary

Metabolic syndrome, better referred to as insulin resistance syndrome (IRS), was originally
defined as concomitant hyperlipidemia, hypertension, insulin resistance and obesity™”. IRS
often precedes the onset of type 2 diabetes and increases the risk of cardiovascular
disease™*, Accordingly, IRS has reached pandemic levels and become a major public health
concern.

The Zucker rat shows many of the features of IRS; therefore, it is one of the most commonly
used genetic models of this syndrome®. Zucker-Lepr™® rats exhibit obesity, hyperglycemia,
insulin resistance, hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, and elevated serum free fatty
acid concentrations in contrast to Zucker lean Lepr*® rats. In addition, Zucker-Lepr™® rats
have hepatic steatosis, as well as elevated serum AST and ALT activities, indicating that the
liver component of IRS is also present in this model®,

Probiotics are live microorganisms that, when consumed in adequate amounts, confer a
health effect on the host®. Beneficial effects of probiotics have been reported in allergy,
intestinal-related diseases, chronic liver disease, urinary tract infections and respiratory
infections, among others’. Lactobacilli and bifidobacteria are the genera mest frequently
used as probictics. A variety of mechanisms underlying their beneficial effects have been
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proposed: modification of the gut microbiota, competitive adherence to the mucosa and
epithelium, strengthening of the gut epithelial barrier and modulation of the immune system
to convey an advantage to the host”.

We have previously reported that the administration of three probiotic strains (Lactobacillus
paracasei CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 and Lactobacillus rhamnosus
CNCM 1-4036) to healthy human volunteers for 30 days is totally safe® and that their
administration for the same period of time to Zu::lv:er—Lzﬂ:hrhﬁa rats attenuates the
accumulation of fat in the rats’ liver and exerts anti-inflammatory effects such as lower
serum concentrations of tumor necrosis factor (TMF)-a, interleukin (IL}-6 and bacterial
lipopolysaccharide (LPS)®.

This descriptor is based on the data of our recently published work'®, where we investigated
whether these bacterial strains may modulate the gene expression of the intestinal mucosa.
For this purpose and with the help of DNA microarray technology, we began by studying the
modulation of a great number of genes in intestinal mucosa samples from obese Zucker rats.
Figure 1 represents the workflow scheme. Expression of three genes (Adamdeci, Ednrb and
Ptgs1/Cox1) was up-regulated in the intestinal mucosa of the obese rats compared with that
in the rats when they were still lean. Probiotic administration down-regulated expression of
Adamdecl and Ednrb at the mRNA and protein levels and that of Ptgs1/Cox1 at the mRNA
level, and this effect was in part mediated by a decrease in both macrophage and dendritic
cell populations. Probiotic treatment also increased secretory IgA content and diminished
the LBP concentration.

Methods

These methods are expanded versions of descriptions in our related work™.

Microorganisms

The probiotic strains Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve CNCM |-
4035, and Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 have been characterized and are described
elsewhere®. These strains were deposited in the Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) of the Institute Pasteur™.

Ethical statement

This study was conducted in strict accordance with the recommendations in the guidelines
for animal research of the University of Granada (Spain). All animals received humane care.
The protocol was approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the
University of Granada (Permit Number CEEA: 2011-377).

Experimental design

Forty-eight Zucker-Lepr™® and 16 Zucker lean Lepr™™ male rats weighing 168-180 g were
purchased from Harlan Laboratories (Charles River, Barcelona, Spain). The rats were housed
in metabolic cages with a 12-h light-dark cycle and had free access to water and food. After 5
days of adaptation, 8 Zucker lean Lepr™ and 8 Zucker-Lepr™® rats were euthanized as a
reference (baseline). The remaining 40 .E'u-::l-:er—Leprmff'I rats were then randomly assigned to
receive 10*° colony-forming units (CFU) of one of the three probiotic strains, a mixture of
Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 and Bifidobacterium breve CNCM 1-4035, or a placebo
by oral administration each day for 30 days. An additional group of 8 Zucker lean Lepr™® rats
received the placebo for 30 days.

After the intervention, the animals were anesthetized and sedated with ketamine and
xylazine. Blood was drawn from the aorta and centrifuged for 10 min at 1000 x g and 4°C to
separate the serum from the cells. Samples of intestinal mucosa were also taken.
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DNA microarray

We used Affymetrix Rat Gene 1.1 ST Array Plates {Affymetrix Inc., Santa Clara, CA) following
the manufacturer’s directions. Briefly, RNA extraction was performed using the RNeasy Mini
Kit and Qiacube system. A quantity of 300 mg total RNA was utilized in cDNA synthesis with
the Ambion WT Expression kit, and the resulting cDMNA was fragmented using uracil-DNA
glycosylase and APE1 (apurinic/apyrimidinic endonuclease-1). The labeling process was
performed using the WT Terminal Labeling Kit {Affymetrix) with deoxynucleotidyl transferase
linked to biotin. After fragmentation, 5.5 pg ¢DNA was hybridized using the GeneChip
Hybridization, Wash and Stain Kit from Affymetrix. GeneChips were scanned using the
GeneTitan™. The data were analyzed with the Command Console (AGCC 3.1, Affymetrix) and
the Expression Console (EE 1.1, Affymetrix). The value definition was performed using the
RMA (Robust Multichip Average) signal intensity.

The intensity value of each probe in the array analysis was normalized with the Robust
Multichip Average (RMA) using the Partek Genomics Suite version 6.10 (Partek) to obtain an
individual intensity for each set of probes. All expression data were averaged to achieve a
unigue expression value for the gene, and the background was deleted. The identification of
expression changes was performed using multiple regression models comparing the intensity
of each gene with the interaction (Zucker lean Lepr™™ or Zucker-Lepr™™ rats that received
placebo versus Zucker-Lepr™™ rats that received any probiotic strain). The two-dimensional
hierarchic cluster with the statistically significant sequences (n=936) appears in Figure 2,
according to the intensity and the aforementioned interactions.

Data Records

The complete data set in the present study complies with the MIAME (Minimum Information
About a Microarray Experiment) requirements and was uploaded into the Gene Expression
Omnibus (GEQ) database with the title Expression data from intestinal mucosa of Zucker rats
and reference GSE73848 (https://www.ncbhi.nlm.nih.pov/seo/query/acc.cgi?acc=GSE73848).
Detailed information about each sample is in Table 1.

Technical Validation

Sample processing

Tissue samples were freeze-clamped in liquid nitrogen, and total RNA was extracted in an
automatized fashion using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Barcelona, Spain) in Qlacube system
(Qiagen). RNA quantity and quality were estimated in a Nanodrop and Bioanalyzer
(ManoDrop Technologies, Winooski, Vermont, USA, and Agilent Genomics, Santa Clara, CA,
USA, respectively).

¢DNA synthesis, fragmentation and labeling

cDNA was synthesized from 300 ng of total RNA using Ambion WT Expression kit (Thermo
Fisher, Carlsbad, CA, USA), following the manufacturer’s directions. The main steps of the
protocol were: cDNA synthesis with random primers that included the T7 promoter; in vitro
transcription; new cDNA synthesis from the cRNA obtained in the previous step including
dUTP. cDNA was fragmented with Uracil DNA Glycosylase (UDG) and Apurinic/apyrimidinic
endonuclease 1 (AP1), and subsequently labeled using terminal transferase and WT Terminal
Labeling kit (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).

An aliquot of each sample containing 5.5 pg of cDNA was fragmented and labeled with biotin
using terminal transferase. The correct fragmentation was ensured by checking an aliquot in
Bioanalyzer (Figure 3A), and the correct labeling was checked by a gel-shift assay (Figure 3B),

Hybridization and scanning of GeneChip Rat Gene 1.1 ST array.
Analysis of controls
Three guality controls were used: hybridization, labeling and sample contrals:
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1. Hybridization (spike) controls were probes for sequences included in the hybridization
mixture, and indicate that the hybridization, washing and development steps were correct.
The spike controls used were BioB, BioC, BioD and Cre. Each was included in the mixture in
increasing concentrations so BioB < BioC < BioD < Cre. Accordingly, the intensity of each
probe must be proportional to the amount of oligo present in the mixture. The way to
ensure that hybridization was correct (from the preparation of the hybridization mixture to
the scanning) is to represent the intensity values of each probe in all samples, which must
show increasing values, proportional to the concentration. The intensity values normalized
by the spike controls in all samples appear in Figure 4A. These values and the relationship
among them were as expected. The absolute values are not as important as the general
trend, that is, the lines must not cross.

2. Labeling controls were polyA controls. These were transcripts from Bacillus subtilis added
in increasing concentrations to the RNA of the sample during the processing. The intensity
values of each polyA control in each sample allows to check whether cDNACRNA synthesis
was correct. As was the case for spike controls, intensity values of each probe in all samples
were plotted and showed an increasing trend proportional to the concentrations. The
intensity values normalized for polyA controls in each of the samples analyzed appear in
Figure 4B.

In this plot, an increase in the intensity of each polyA control is expected to occur as a
function of the concentration. The absolute value is not as important as the general trend,
that is, the lines must not cross one another. In our experiment the intensity values and the
relationship among them were as expected.

3. Sample controls allowed the identification of outliers, that is, samples with a behavior
- Pos_ws_neg_auc: it is a measure of the detection of the positive controls versus the false

detection of the negative controls. It is a robust measure of the global quality of the data.
Typical values range 0.8-0.9, being 1.0 the perfect value. In contrast, 0.5 indicates a lack of
difference between positive and negative controls. Values < 0.8 indicate that the sample may
be an outlier. All of our samples were acceptable as shown in Figure 4C.

- All Probe set Mean: it is a measure of the average signal of all probe sets included in the
analysis. It allows the identification of arrays too bright or too dark. As shown in Figure 4D,
none of the samples was an outlier.

- All Probe Set RLE Mean: the signal from each probe set is compared with the average signal
of that probe set in the study. This parameter is the average of those differences for all the
probe sets. Generally, high values indicate that the signals in an array are very different from
the rest of the signals of the study. In this kind of array, values usually range 0.27-0.61 for
studies that include samples from various tissues, and 0.1-0.23 for technical replicates. Our
values were consistent (Figure 4C and 4D).

Bisinformatic analysis

Gene expression results obtained from 32 RNA samples were analyzed. The chip used was
RatGenel.15T array plate (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). The goal of the analysis was to
obtain sequences differentially expressed under our experimental conditions. The
bicinformatic analysis contained the following steps:

a) Quality control of the arrays.

b) Pre-processing of data by the RMA method.

c) Normalization of arrays to obtain the worklist.

d) Use of bioinformatic tools to obtain differences in gene expression.

e) Search for metabolic pathways and ontologic processes significantly expressed from a list
of significant genes (obtained in step d).

All these steps are described in more detail below.
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Analysis of outliers

The quality of the arrays was ensured with the following controls:

Array Outlier: indicates the percentage of transcripts whose levels in the array are
inconsistent with the levels in the rest of arrays of the experiment. The software used,
dChip™, recommends to take with precaution those samples that reach a value > 5%, and
eliminate those that reach a value > 15%. According to these criteria, sample 115E562 must
be handled with precaution and its behavior will be carefully studied in the following steps
(Table 2).

Relative Log Expression (RLE): Expression Console software [Affymetrix) was used to obtain
RLE values in which the expression value of each probe set of each sample was normalized
by a reference array. This reference array is made from the median of all the arrays for each
probe set. It is assumed that most of the expression values do not change with respect to the
median and, accordingly, are around 0. All samples exhibited correct RLE values (Figure 5).

Pre-processing of data

The intensity values of each probe were processed and normalized by the Robust Multichip
Average (RMA) method to obtain an individual intensity value for each set of probes.
Subsequently, all expression values of each exon were averaged to obtain unique expression
values per gene to get a list of 29214 probe sets.

First filtering of data
Data from GeneChips were filtered to discard those sequences with hybridization signals
close to background. The number of sequences that passed the filtering was 10015.

MNormalization of data
The array data saved in the *.cel files were subjected to a normalization step by guantiles
using the Partek Genomics Suite software (v6.10).

Second filtering of data

Finally, the 10015 sequences were filtered to discard those probes that did not show any
changes in expression in all samples, based on the standard deviation of the normalized
intensity data. The value used as a limit of expression change among conditions allows the
elimination of those sequences that do not vary in the comparison among any sample and
therefore are not informative. This filter narrowed the sequences down to 6290,
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Figure legends

Figure 1. Workflow scheme. The number of rats from which high quality RNA was obtained
is shown for each condition tested. Abbreviations: ZL, Zucker lean Lepr”fa rats; 70, Zucker
Lepr®™rats.

Figure 2. Microarray results obtained with the Rat Gene 1.1 ST Array Plate (Affymetrix®).
These results were uploaded to the Gene Expression Omnibus (GEQ) platform as “GSE738438
Expression data from intestinal mucosa of Zucker rats.” Abbreviations: ZL, Zucker lean
Lepr™™ rats; ZO, Zucker Lepr™™ rats; Mixture, L. paracasei CNCM 1-4034 plus B. breve CNCM

1-4035 strains. n=4 rats per group.
Figure 3. Fragmentation of cDMNAs. A, Bioanalyser. B, gel-shift assay.

Figure 4. Quality control assessment for microarrays of the RNA samples from intestinal
mucosa. A, Hybridization controls. B, Labeling controls with transcripts from Bacillus subtilis.
C and D, Array outliers. Pos_vs_neg_auc is a measure of the detection of the positive
contraols vs. false detection of the negative controls. It is a robust measure of the global
quality of the data. Typical values range 0.8-0.9, being 1.0 the perfect value. In contrast, 0.5
indicates a lack of difference between positive and negative controls. Values < 0.8 indicate
that the sample may be an outlier. All Probe set Mean is a measure of the average signal of
all probe sets included in the analysis. It allows the identification of arrays too bright or too
dark. All Probe Set RLE Mean: the signal from each probe set is compared with the average
signal of that probe set in the study. This parameter is the average of those differences for all
the probe sets. Generally, high values indicate that the signals in an array are very different
from the rest of the signals of the study. In this kind of array, values usually range 0.27-0.61
for studies that include samples from various tissues, and 0.1-0.23 for technical replicates.
Abbreviations: RLE, relative log expression.

Figure 5. Relative log expression signal graph. This reference array is made from the median
of all the arrays for each probe set. It is assumed that most of the expression values do not
change with respect to the median and, accordingly, are around 0.
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Table 1. Data description of "Expression data from intestinal mucosa of Zucker rats”

GEO-ID organism tissue Sample description analysis
G5M1904446 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZL reference Microarray
G5V 1904447 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZL reference Microarray
G5SM1904448 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 reference Microarray
G5M1904449 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 reference Microarray
G5M1904450 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZL placebo Microarray
G5M1904451 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZL placebo Microarray
GSM1904452 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZO placebo Microarray
G5M1904453 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 placebo Microarray
G5M1904454 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZO B. breve CNCM 1-4035 and L. paracasei CNCM 1-4034 rat 1 Microarray
GSM1904455 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0O B. breve CNCM 1-4035 and L. paracasei CNCM 1-4034 rat 2 Microarray
G5SM1904456 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZO B. breve CNCM 1-4035 rat 1 Microarray
G5M1904457 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 plus B. breve CNCM 1-4035 rat 2 Microarray
G5M 1904458 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 plus L. paracasei CNCM 1-4034 rat 1 Microarray
G5M1904459 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 plus L. paracasei CNCM 1-4034 rat 2 Microarray
GSM1904460 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 plus L. rhamnosus CNCM 1-4036 rat 1 Microarray
G5M1904461 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 plus L. rhamnosus CNCM 1-4036 rat 2 Microarray
G5M1904462 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZL reference Microarray
G5M1904463 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZL reference Microarray
G5M1904464 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZO reference Microarray
G5M1904465 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 reference Microarray
G5M1904466 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZL placebo Microarray
GSM1904467 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZL placebo Microarray
G5M1904468 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 placebo Microarray
GSM 1904469 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZO placebo Microarray
GSM1904470 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0O B. breve CNCM 1-4035 and L. paracasei CNCM 1-4034 rat 3 Microarray
G5M 1904471 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZO plus B. breve CNCM 1-4035 and L. paracasei CNCM |-4034 rat 4 Microarray
G5M1904472 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZO plus B. breve CNCM 1-4035 rat 3 Microarray
G5M1904473 Rattus norvegicus intestinal mucosa ZO plus B. breve CNCM 1-4035 rat 4 Microarray
G5M 13904474 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 plus L. paracasei CNCM 1-4034 rat 3 Microarray
G5M1904475 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0 plus L. paracasei CNCM 1-4034 rat 4 Microarray
GSM 1904476 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0O plus L. rhamnosus CNCM 1-4036 rat 3 Microarray
GSM 1904477 Rattus norvegicus intestinal mucosa Z0O plus L. rhamnosus CNCM 1-4036 rat 4 Microarray
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Table 2. Array quality control percentage

% Arra % Arra
Sample outlie:|I Sample outlier\|I
11SE560 3.305 115E576 0.23
115E561 0.271 115E577 0.254
115E562 6.853 115E578 0.274
115E563 0.192 115E579 0.237
115E564 0.324 115E580 0.405
115E565 0.329 115E581 0.281
115E566 0.291 115E582 0.254
115E567 0.339 115E583 0.298
11SE568 0.312 115E584 0.35
115E569 0.665 115E585 0.422
115E570 0.312 115E586 0.35
115E571 0.35 115E587 0.405
115E572 0.302 115E588 0.566
115573 0.298 115E589 0.291
115E574 0.288 115E590 0.247
115E575 0.247 115E591 0.226

Percentage of transcripts whose levels in the array are inconsistent with the levels in the rest of arrays of the experiment.
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DISCUSION

Nuestro grupo de investigacion ha descrito el aislamiento de tres cepas
probidticas a partir de las heces de recién nacidos a término y alimentados de forma
exclusiva con leche materna. Las cepas se seleccionaron en base a sus propiedades, tales
como la adhesién a la mucosidad intestinal, la sensibilidad a antibi6ticos y la resistencia
a las sales biliares y al pH muy &cido, y se identificaron como Lactobacillus paracasei
CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 y Lactobacillus rhamnosus
CNCM 1-4036 (Mufoz-Quezada et al., 2013). En trabajos previos hemos demostrado
gue son seguras tanto en ratones (Mufioz-Quezada et al., 2013), como en humanos
(Plaza-Diaz et al., 2013).

En el presente trabajo investigamos si las tres cepas modulan la expresion de
genes intestinales de ratas obesas Zucker-Lepr®™. Para ello utilizamos un array de
DNA que contenia mas de 27000 genes y recurrimos a técnicas de gRT-PCR, western
blot e inmunofluorescencia para su validacion. El andlisis de los resultados nos permitio
comprobar que hubo efectos debidos tanto a la administracion de los probidticos como
al fenotipo obeso, es decir, al comparar las ratas Zucker-Lepr™®™ de referencia (cuando

fafta tras 30 dias de administracion de

aun eran delgadas) con las ratas Zucker-Lepr
placebo.
Los principales hallazgos de esta tesis doctoral fueron:
1. la induccion de los genes Adamdecl, Ednrb y Ptgsl/Cox1l en la mucosa

intestinal de las ratas obesas Zucker en comparacion con sus controles delgados;

y

2. larepresién de dos de esos genes, Adamdecl y Ednrb, en la mucosa intestinal de
las ratas obesas Zucker tratadas con L. paracasei CNCM 1-4034, B. breve
CNCM 1-4035 y L. rhamnosus CNCM 1-4036 durante 30 dias en comparacion
con ratas obesas que recibieron un placebo durante el mismo tiempo. La

represion tuvo lugar a nivel de mMRNA y proteina.

Los resultados del array mostraron cambios en la expresion de 40 genes para L.
paracasei CNCM 1-4034; 12 genes para B. breve CNCM 1-4035; 24 genes para L.
rhamnosus CNCM 1-4036; y 3 genes para la mezcla de L. paracasei CNCM 1-4034 y B.
breve CNCM 1-4035. De todos esos genes descartamos aquellos cuya expresion 1) no
variara (tanto induccion como represion) > 1,5 veces en comparacion con ratas Zucker-

fa/fa

Lepr®™ que recibieron placebo, y 2) no fuera modulada por al menos dos de nuestras
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cepas de estudio. Con estos criterios resultaron candidatos Adamdecl, Ednrb y
Ptgs1/Coxl.

ADAMDEC1 es miembro de la familia ADAM (A Disintegrin And
Metalloproteinase) y su expresion esta disminuida en aproximadamente el 10% de los
pacientes afectados de enfermedad de Crohn. Esta proteina se encuentra de forma casi
exclusive en macréfagos y células dendriticas de la lamina propia del intestino delgado
y grueso. Aunque como proteasa su funcién principal es la de reparacion tisular, se ha
establecido que participa en la inmunidad. Asi, se ha descrito que la inactivacion de este
gen en ratones Adamdec1” los vuelve mas susceptibles a la colitis quimica por sulfato
de dextrano (SDS) o bacteriana por infecciéon con Citrobacter rodentium o Salmonella
typhimurium, tal como se evidencia por una mayor infiltracion de neutrofilos, secrecion
de IL-6 y IL-1pB, pérdida de peso y mortalidad (O'Shea et al., 2016). En ausencia de
Adamdecl, se encontr6 una mayor presencia de Citrobacter rodentium en el bazo, lo
que apunta a un deterioro de la inmunidad de la mucosa que deriva en una bacteremia
(aumento de bacterias presentes). Aungue en principio estos resultados parecen
contradictorios a los nuestros, hay que tener en cuenta que en el modelo de ratén
Adamdec1 ™" el gen ha sido inactivado, situacion muy diferente a la de la rata Zucker.
El trabajo de O'Shea et al. demuestra el papel de Adamdecl en la inmunidad. Sin
embargo, un estado inflamatorio en el intestino, como el que se desarrolla en la
obesidad, se caracteriza por un aumento en el ndmero de macrofagos y células
dendriticas. Nosotros encontramos una mayor expresion de marcadores de estos dos
tipos celulares en la mucosa intestinal de las ratas obesas, lo que puede explicar la
induccion observada de Adamdecl. La administracion de probidticos disminuyé el
namero de macrofagos y células dendriticas, por tanto, atenu6 la inflamacion.

La familia de la endotelina (ET) incluye tres péptidos de 21 aminoacidos cada
uno (ET-1, ET-2, and ET-3), que actlan a través de la activacion de receptores
acoplados a proteinas G. Estos receptores parecen tener funciones relevantes en la
hipertensién pulmonar y arterial, la aterosclerosis, los vasoespasmos cerebrales y las
sefiales inflamatorias como el edema, la fiebre, el dolor y el reclutamiento de leucocitos
(Zarpelon et al., 2012). Ratones knock-out para el receptor B de la endotelina (Ednrb ")
desarrollan la enfermedad de Hirschsprung, una anomalia del sistema nervioso entérico
caracterizada por una ausencia de células ganglionares a lo largo de una zona variable

del intestino distal, lo que se traduce en la ausencia de peristalsis en el segmento
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afectado y en dilatacion del colon proximal (Yildiz et al., 2015). La enfermedad se
asocia con una inflamacion severa de la mucosa intestinal. Yildiz et al. investigaron las
propiedades de la barrera mucosa del colon proximal de los ratones Ednrb™ vy
encontraron que tanto el transporte pasivo como el activo (mediante los cuales
particulas y microbios se movilizan a través de la mucosa, respectivamente) estan
disminuidos en comparacion con los ratones controles (wild-type). Como en el caso de
Adamdecl, es probable que Ednrb se indujera en la mucosa inflamada de las ratas
obesas y las cepas de probidticos ejercieran un efecto antiinflamatorio a través de la
disminucion del numero de macrofagos y celulas dendriticas. EI contenido superior de
IgA secretora que encontramos en las ratas obesas tratadas con probiodticos en
comparacion con las que recibieron placebo apoya el mencionado efecto
antiinflamatorio de nuestras cepas.

La administracion de probioticos también produjo una disminucion de los
niveles de mMRNA de un gen implicado en la sintesis de prostaglandinas, Ptgs1/Cox1. La
ciclooxigenasa (COX)-1 es miembro de la familia de mieloperoxidasas y esta presente
en algunas células como los macréfagos y las hematopoiéticas, que regulan la respuesta
inflamatoria (Saraswathi et al., 2013). Se han identificado dos isoformas de COX:
COX-2 es la forma inducible y COX-1 es constitutiva. Por esta razon no sorprende que
el tratamiento con probidticos no afectara a los niveles proteicos de Ptgsl/Cox1.

Ademas de los descritos, nuestras cepas ejercieron otros efectos protectores: un
aumento de la concentracion de IgA secretora en el intestino y una disminucion de la
concentracion LBP en el suero. Este Gltimo resultado se correlaciona con los menores
niveles de LPS que también encontramos en el suero de las ratas obesas tratadas con
nuestras cepas de estudio y que hemos publicado con anterioridad (Plaza-Diaz et al.,
2014). Por lo que se refiere a la IgA secretora, resultados similares se han descrito en
sujetos sanos (Plaza-Diaz et al., 2013).

La expresion de seis genes cambid cuando las ratas se volvieron obesas. Tres
genes resultaron inducidos y otros tres inhibidos (Adamdecl, Ednrb y Ptgsl/Cox1).
Dado que los niveles de proteinas codificadas por estos genes no se modificaron en las

+/fa

ratas delgadas (Zucker lean Lepr ™) tras la administracion del placebo durante 30 dias

pero si lo hicieron (3, 5 y 2,5 veces, respectivamente) en las ratas obesas Zucker-

fa/fa

Lepr=™, esto sugiere que la induccidn se debio a la condicion de obesidad.
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Basandonos en los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, asi como en
resultados previos de nuestro grupo de investigacion, proponemos un mecanismo por el
cual las cepas Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve CNCM |-
4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 ejercen sus efectos beneficiosos (Figura
23):

La administracion de las tres cepas de estudio durante un periodo de 30 dias
produce cambios en la composicion de la microbiota intestinal de los animales (Plaza-
Diaz et al., 2013; Plaza-Diaz et al., 2015), lo que da lugar a una mayor secrecion de
IgA (Plaza-Diaz et al., 2013), y a una represion de los genes Adamdecl y Ednrb. Los
efectos comentados resultarian en una menor translocacion bacteriana en el intestino vy,
en consecuencia, en una menor concentracion de LPS-LBP en el suero. Habria, por
tanto, un menor impacto de LPS sobre el higado, lo que mejoraria la esteatosis (Plaza-
Diaz et al., 2014); y sobre el tejido adiposo blanco. Estos dos érganos responderian
disminuyendo la produccion de IL-6 y TNF-a. De hecho, hemos descrito que la
administracion de estas cepas de probidticos reducen las concentraciones séricas de

estas dos citoquinas en el mismo modelo de ratas Zucker (Plaza-Diaz et al., 2014).
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Probiotic administration

Modification of gut microbiota and immunomodulation
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Figura 23 Posible mecanismo de accion de L. paracasei CNCM 1-4034, B. breve CNCM 1-4035 y L.
rhamnosus CNCM 1-4036. LPS: Lipopolisacarido. LBP: Proteina de unién al LPS
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Existen multitud de trabajos que avalan este mecanismo. Sin animo de ser

exhaustivos, a continuacion se citan algunos para apoyar la secuencia de eventos:
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Son numerosos los estudios que describen cambios en la microbiota intestinal
por efecto de probioticos (Brahe et al., 2016). Por ejemplo, recientemente Wang
et al. han descrito que el consumo de una dieta con un alto contenido en grasa
(HFD) altera la microbiota intestinal de ratones y que la administracién de
probidticos la corrige de forma que los animales presentan una microbiota
semejante a la de ratones alimentados con una dieta de contenido adecuado de

grasa.

Una mayor secrecion de IgA atribuible a la administracion de probidticos ha

sido descrita por (Kemgang et al., 2016).

Ademas de los estudios de Dykstra et al. (2011) y de Ohtsuka et al. (2012)
mencionados con anterioridad, se puede citar el de Tannock et al. (2014) como
ejemplo de modulacién génica por probidticos. Estos autores han descrito la
induccidn de tres genes relacionados con la apoptosis en el intestino delgado de
ratones tratados con L. rhamnosus HNOO1.

La menor translocacion bacteriana podria deberse a una mayor integridad de la
barrera intestinal. Balakumar et al. (2016) han descrito recientemente aumentos
en la transcripcion de ocludina y zonula ocludens-1 en ratones obesos por
alimentacion con HFD que ademas recibieron tratamiento con L. rhamnosus
GG, L. plantarum MTCC5690 y L. fermentum MTCC5689. Del mismo modo, se
ha demostrado que los sobrenadantes de cultivos de Faecalibacterium
prausnitzii y Escherichia coli Nissle 1917 aumentan la profundidad de las
criptas del yeyuno de ratas con mucositis inducida por 5-fluorouracilo (Wang et
al., 2017).

Se han descrito dos cepas de Lactobacillus que disminuyen el LPS circulante en
ratas alimentadas con HFD (Tian et al., 2016).

Son numerosos los trabajos que describen una atenuacion de la esteatosis
hepética por efecto de probidticos en ratones y ratas (Cani et al., 2015), asi como
la modulacion de la produccién de citoquinas. De hecho, nuestro grupo ha

descrito con anterioridad que estas cepas disminuyen las concentraciones de
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citoquinas proinflamatorias en voluntarios sanos (Plaza-Diaz et al., 2013), ratas
obesas Zucker (Plaza-Diaz et al., 2014), y en cultivos de células dendriticas
(BermuUdez-Brito et al., 2013).
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La administracion de las cepas probioticas Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034,
Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036
durante 30 dias modificé la expresion de genes de la mucosa intestinal de ratas
Zucker-Lepr®™. En concreto, la mezcla de L. paracasei CNCM 1-4034 y B. breve
CNCM 1-4035 modulo la expresion de 162 genes; B. breve CNCM [-4035 moduld
211 genes; L. paracasei CNCM 1-4034, 663 genes; y L. rhamnosus CNCM 1-4036,
404 genes.

De los genes mencionados, en esta tesis nos hemos centrado en tres que estan
implicados en diversos procesos, entre ellos la inflamacion, Adamdecl, Ednrb y
Ptgs1/Cox1, basandonos en dos criterios: que su expresion fuera modificada por al
menos dos de las cepas y que la variacion en su expresion fuera > 1,5 veces en
comparacion con ratas que recibieron placebo. Las tres cepas de estudio
disminuyeron la expresion intestinal de Adamdecl y Ednrb a nivel de mRNA y de

proteinas, y la de Ptgs1/Cox1 a nivel de mRNA.

La expresion de seis genes cambid cuando las ratas se volvieron obesas. Tres genes
resultaron inducidos y otros tres, precisamente Adamdecl, Ednrb y Ptgsl/Coxl1,
inhibidos. Dado que los niveles de proteinas codificadas por estos genes no se

+/fa

modificaron en las ratas delgadas (Zucker lean Lepr™™) tras la administracion del

fa/fa

placebo durante 30 dias pero si lo hicieron en las ratas obesas Zucker-Lepr<™, esto

sugiere que la induccion se debi¢ a la condicion de obesidad.

Las tres cepas probidticas de estudio ejercieron efectos antiinflamatorios
adicionales. En concreto, aumentaron la concentracion de IgA secretora intestinal y
disminuyeron la concentracion de la proteina transportadora de lipopolisacarido

bacteriano (LPS) en el suero.
Es necesario llevar a cabo estudios futuros para investigar el resto de genes cuya

expresion se modificd por la condicién de obesidad o por los probidticos, cuestion

que no ha podido ser abordada en este trabajo de tesis.
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