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INTRODUCCION

“Nunca consideres el estudio como una obligacion, sino como una
oportunidad para penetrar en el bello y maravilloso mundo del

saber.”

Albert Einstein, Premio Nobel de Fisica en 1921






INTRODUCCION

Hasta finales del siglo XX, la meta en la alimentacidn humana era asegurar un aporte
adecuado de energia y nutrientes en la dieta. Actualmente, la creciente preocupacién por
comer sano ha cambiado el concepto de nutricidn, que procura, ademas de los objetivos
tradicionales, la promocién de la salud y el bienestar (Vasiljevik & Shah, 2008). La industria
alimentaria ha evolucionado con este nuevo concepto desarrollando gran cantidad de
productos que contribuyen a la prevencién de enfermedades crénicas. En este ambito,
aparecen los alimentos funcionales (FuFoSe, 1999; Mollet et al. 2002), cuyo desarrollo se basa

en lareladén entre dieta y salud (Aranceta & Gil, 2010).

El primer uso del término "alimento funcional" se debe a los japoneses, quienes hace
mas de quince afios empezaron a desarrollar estos productos, principalmente basados en la
incorporacion de bacterias lacticas y oligosacaridos (Stanton et al. 2005). Sin embargo, el
origen de los alimentos funcionales se remonta a Hipdcrates, que decia “Que la comida sea tu
alimento y el alimento tu medicina”. Los alimentos funcionales, son como su propio nombre
indica, alimentos per se: no se trata de cdpsulas ni de comprimidos; por el contrario, son
elementos que forman parte de una dieta o modelo alimentario a los cuales se les reconoce un
efecto potencialmente beneficioso para el bienestar de los individuos y para su salud (FuFose,
1999; Aranceta & Gil, 2010). La respuesta del organismo ante el consumo de un alimento
fundional depende de distintos factores, induyendo la genética, el estado fisioldgico y la

composicién de la dieta (Aranceta & Gil, 2010).

Dentro de los alimentos funcionales, se encuentran los probiéticos, microorganismos
vivos que, ingeridos en cantidades suficientes, modulan o actian sobre determinadas
fundiones del organismo, produdendo un efecto benefidoso, mas alld del puramente

nutricional, como contribuir al equilibrio de la microbiota intestinal del huésped y potenciar el

29



sistema inmunitario (FAO, 2002). De Vrese y Schrezenmeir (2008) han redefinido el concepto,
puntualizando que un probidtico es “un preparado o producto que contiene microorganismos
definidos, viables y en nimero suficiente para modificar la microbiota de un ecosistema del
hospedador, ejerciendo como consecuencia efectos beneficiosos sobre la salud”. En este
aspecto es importante destacar que la FAO recoge que los datos obtenidos con un probidtico
especifico no son extrapolables a otros alimentos que contengan una cepa probidtica concreta
u otros microorganismos probidticos (FAO, 2001). Ademas, estd suficentemente descrito el
hecho de que distintas cepas de la misma especie ejercen distintos efectos en el hospedador

(Aureli et al. 2011).

Entre los microorganismos empleados con fines probidticos, las bacterias acido lacticas
pertenecientes a los géneros Lactobacillus vy Bifidobacterium ocupan con diferenda el lugar
mas destacado (Gourbeyre et al. 2011), completdndose la lista con otras bacterias, como
Escherichia coli y Bacillus cereus, asi como levaduras, principalmente, Saccharomyces boulardii
(Petrof, 2009). El efecto beneficioso depende de la cepa utilizada, la dosis, forma de

administracién, asi como de caracteristicas inherentes al huésped (Aureli et al. 2011).

Los probidticos han sido utilizados en un gran nimero de patologias, siendo eficaces en
la prevencidn de la diarrea infecciosa aguda por bacterias y virus, la mejoria de procesos de
agudizacion de varias enfermedades intestinales, ayuda a mejorar los sintomas de la
intolerancia a la lactosa y de varios tipos de alergias e intolerancia a alimentos, asi como a

mejorar la absorcién de minerales y la generacién de péptidos hipotensores (Liong, 2007).
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“Nunca consideres el estudio como una obligacion, sino como una
oportunidad para penetrar en el bello y maravilloso mundo del

saber.”
31
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OBJETIVOS

Este estudio forma parte del proyecto n? 3143 suscrito por el Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular Il de la Universidad de Granada, la Fundacidon General Universidad de
Granada Empresay HERO ESPANA S.A., titulado “Caracterizacidn de la actividad probiética de
las bacterias Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036, Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 y
Bifidobacterium breve CNCM 1-4035”.

En este contexto, y de acuerdo con lo anteriormente descrito, se plantea el presente trabajo
de investigacidon que tiene como objetivo general estudiar el efecto de estas tres cepas
probidticas en la respuesta inmunitaria en células intestinales humanas en presenda y

ausencia de enteropatégenos.

Para ello, se consideran los siguientes objetivos espedificos:

-Determinacion del cambio de expresién génica de los genes implicados en la cascada
inflamatoria de los receptores de tipo Toll (TLR) en células dendriticas, cultivadas en presenda

de cepas probidticas y de bacterias patégenas.

-Determinacion del cambio de expresién génica de los genes implicados en la cascada

inflamatoria de los TLR en células dendriticas, co-cultivadas con células epiteliales intestinales

Caco-2, en presencia de cepas probidticas y de bacterias patdgenas.

-Determinacion de la produccidn de citoquinas en un modelo in vitro de co-cultivo de células

epiteliales intestinales y células dendriticas expuestas a la presencia de las cepas probidticas y

de las bacterias patdgenas.

-Determinacion de la proliferacién de las células T autélogas, en las células dendriticas co-
cultivadas con las cepas probidticas y las bacterias patdgenas.
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ANTECEDENTES

“Si uno no puede explicar lo que ha estado haciendo, su trabajo
carecera de valor.”

Erwin Schrodinger, Premio Nobel de Fisica en 1933


http://www.literato.es/autor/erwin_schrodinger/
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SISTEMA INMUNITARIO INTESTINAL

Generalidades

El intestino, debido a su extensidn, es particularmente vulnerable como lugar de
infeccibn y como puerta de entrada al resto del organismo. Su funcién principal es la
absorcién de nutrientes, electrolitos y agua, asi como la eliminacion de desechos (Cerovic et al.
2009). Sin embargo, mas alla de la funcién digestiva, constituye una pieza clave del sistema
inmunitario. La superficie intestinal, en contacto continuo con el medio exterior (Round &
Mazmanian, 2009), recibe diariamente una enorme carga antigénica, por lo que debe ser
capaz de discernir entre patdgenos invasivos y antigenos inocuos procedente de los alimentos
y de las bacterias comensales. Por este motivo, el sistema inmunitario intestinal (Stockinger et
al. 2011) representa el mayor érgano inmunolégico del cuerpo humano (Artis, 2008), ya que
contiene la mayor colecddn de células inmunocompetentes del organismo (Alverdy & Chang,

2008).

Para el correcto funcionamiento y defensa del organismo, es necesario que se
establezca un equilibrio entre el sistema inmunitario intestinal y la microbiota (Van den
Abbeele et al. 2011). La alteracidn de este balance desencadena desérdenes inflamatorios
cronicos (Hansen et al. 2010) como la enfermedad inflamatoria intestinal y alergias
alimentarias. Por tanto, esta interaccién es esendal para el mantenimiento de la homeostasis

intestinal y el bienestar del individuo (Van't Land et al. 2011).
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Estructura

El sistema inmunitario intestinal estd compuesto por el tejido linfoide asociado al
intestino o GALT (Gut-Associated Lymphoid Tissue), agregados linfoides en el intestino grueso y
células inmunitarias diseminadas a lo largo de la ldmina propia y del epitelio del tracto
gastrointestinal (Cerovic et al. 2009; Aureli et al. 2011), que se encuentran en contacto con el
resto del sistema inmunitario via nddulos mesentéricos linfoides locales (Rakoff-Nahoum &
Medzhitov, 2008). Estas regiones estan interconectadas, pero separadas del medio externo,
por mucus y la barrera epitelial (Takahashi et al. 2009). Ademas, el sistema inmunitario
intestinal contiene mas de cien millones de neuronas (Cognini et al. 2011), segrega mas de
veinte neurotransmisores idénticos a los producidos por el cerebro (serotonina, dopamina,
noradrenalina, etc.) y concentra el 80-85% de las células inmunitarias de un individuo sano
adulto (Delcenserie et al. 2008; Alverdy & Chang, 2008); estos componentes locales establecen
relaciones con todo el organismo, siendo crudales en la reguladén de la inmunidad innata y
adaptativa (Turner, 2009). Por esta razén, el GALT es un elemento importante en la capacidad
inmunoldgica total del huésped (Brandtzaeg, 2009) y representa el mayor érgano del sistema

inmunitario humano (10° linfocitos/g) (Valdés-Ramos et al. 2010).

Anatémicamente, el GALT se divide en dos compartimentos, tal como se muestra enla

figura 1:

& GALT organizado, inductor de la respuesta inmunitaria intestinal, constituido por
foliculos linfoides aislados, foliculos linfoides asociados o placas de Peyer y ganglios linfaticos
mesentéricos. Los sitios inductivos son responsables de capturar los antigenos luminales 'y, por

tanto, de promover la respuesta inmunitaria.

& GALT difuso, efector de la respuesta inmunitaria, integrado por poblaciones de
linfocitos dispersas en el entramado epitelial (intraepithelial lymphocytes, IEL) o en la ldmina
propia intestinal (lamina propria lymphocytes, LPL). En este punto, las células inmunitarias se
diferencian y ejercen su funcién (Schenk & Miiller, 2008; Cerovic et al. 2009; Magalhaes et al.

2007; Dogi et al. 2010).
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Elementos que integran el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (GALT)

La cara luminal del tracto gastrointestinal comprende varias capas que interaccionan
con el contenido de este espacio, como son la mucosa, la ldmina propia, el glicocdlix y una

capa de mucus; todas ellas contribuyen a lafundén de “barrera” (Cencic & Langerholc, 2010).

La mucosa intestinal ocupa 250-400 m’ de extensién total (Aureli et al. 2011). Debido a
su amplitud, supone la mayor interfase entre el sistema inmunitario y el medio extermno
(Chahine & Bahna, 2010). Quizéds este hecho explica la alta proporcidon de células linfoides
presentes en la mucosa intestinal, con un 80% de todas las células B del cuerpo humano (Pai &
Kang, 2008), asi como una gran presencia de células T y mieloides (macréfagos, neutrdfilos,
eosindfilos y mastocitos) (Sharma et al. 2010). Ademas, la superfide intestinal se ve
aumentada gradas ala formacion de vellosidades, proyecciones que llegan al lumen (Tezuka &
Ohteki, 2010) y que contienen sangre y vasos linfaticos a lo largo de su eje, rodeadas por
células que constituyen la [damina propia (Cerovic et al. 2009). La superficie luminar de las
vellosidades esta recubierta por células especializadas, los enterocitos, cuya funcién primordial
es la captacidon de nutrientes. Esta barrera se encuentra reforzada por la presenda de una
capa, compuesta por mucus y glicocalix, producida por las células caliciformes (Moreté &

Pérez-Bosque, 2009; Maldonado-Contreras & McCormick, 2011), siendo la primera linea de
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defensa frente a la gran diversidad de bacterias presentes en esta region (Rescigno et al. 2008)

(Figura 2).
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Principales tipos celulares de la mucosa intestinal.

La mayoria de células intestinales se dedican a la absorcdn de nutrientes (pequefas
moléculas como pueden ser los aminoacidos, azlcares, etc.), pero algunas de ellas se han
modificado para permitir la entrada de antigenos, generalmente, sustancias mads grandes
como es el caso de oligopéptidos, oligosacaridos o incluso microorganismos enteros (Van Wijk
& Knippels, 2007). La entrada de estas sustandias antigénicas de mayor tamafio se produce por
unos sitios especializados de la mucosa intestinal, las Placas de Peyer (Singh et al. 2009),
distribuidas a lo largo del intestino delgado, sobre todo, en el ileon (Fries & Griebel, 2010).
Estas placas son consideradas como un tejido linfoide secundario y estan constituidas por
varios conglomerados de células B, es dedr, 10-1000 foliculos individuales, que forman
agregados linfoides, asi como células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas (Ig) A
(Salzman, 2011), rodeados por areas ricas en células T, células dendriticas y macrdéfagos (Sipos
et al. 2010), y separados del lumen intestinal por una monocapa de células o epitelio asociado

al foliculo (follicle-associated epithelium, FAE) (Ishii et al. 2010) (Figura 3). Son esenciales para

40



la modulacién de la respuestainmunitaria intestinal (Van Wijk & Knippels, 2007) e inflamatoria
o tolerancia (Ishii et al. 2010). Su superficie estd recubierta por algunas células secretoras de
moco y unas células epiteliales aplanadas con pocas vellosidades, las células M (Microfold o

membrana) (Lotz et al. 2007).
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Figura 3

Estructura de la Placa de Peyer j

Las células M suponen menos del 1% del total de células epiteliales del intestino
(Maldonado-Contreras & McCormick, 2011), y se desarrollan a partir de enterocitos en las
criptas que rodean las Placas de Peyer (Voedisch et al. 2009). Dichas células transportan
antigenos luminales, incluyendo bacterias y virus (Soloff & Barratt-Boyes, 2010), sin
modificarlos y los liberan intactos a nivel de las placas de Peyer (Tezuka & Ohteki, 2010). Como
particularidad, estas células pierden el borde apical, generando microproyeccones que
facilitan la endocitosis y transcitosis de los microorganismos (Henderson et al. 2011). Por
tanto, actlan como una puerta de entrada del antigeno al interior del cuerpo humano (Sharma
et al. 2010) y son cruciales en el inicio de la respuesta inmunitaria mucosa y sisté mica (Sipos et

al. 2010).

Por debajo del FAE, yace una region difusa denominada cupula subepitelial, integrada
por células dendriticas y algunos macréfagos. En este area, se forman estructuras idénticas a

los nédulos linfoides, rodeados por zonas ricas en linfocitos T, que proceden de la sangre a
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través de las venas endoteliales superiores. Adyacentes a FAE, se localizan los foliculos
linfoides aislados que, al igual que las placas de Peyer, contienen células dendriticas, By M

(Maldonado-Contreras & McCormick, 2011; Valdés-Ramos et al. 2010).

Después de la induccién a nivel de las Placas de Peyer y foliculos linfoides aislados, las
células inmunitarias, como eosindfilos, macréfagos, células dendriticas, neutréfilos, asi como
linfocitos T y B, migran a la ldamina propia (Sipos et al. 2010). Esta capa, formada por tejido
conectivo y rica en célulasinmunitarias, previene la entrada de patdégenos, asi como la difusidn
de los mismos a través de la barrera intestinal. Asimismo, coopera con los nddulos
mesentéricos y el endotelio vascular en la diferenciacién y expansion celular dentro del GALT

(Acheson & Luccioli, 2004).

Para el correcto funcionamiento y defensa del organismo, el sistema inmunitario
intestinal debe discriminar entre patdogenos potenciales y bacterias comensales (lee &
Mazmanian, 2010), activando mecanismos de defensa frente a patégenos (Westendorf et al.
2010), mientras evita respuestas inflamatorias hacia la microbiota residente (Coombes &
Powrie, 2008). Varios tipos celulares son vitales en el control de las respuestas inmunitarias
intestinales y el mantenimiento de la homeostasis intestinal: células epiteliales intestinales,

células dendriticas y células T (Rescigno et al. 2008).

Células epiteliales intestinales

El epitelio intestinal esta compuesto al menos por seis linajes celulares diferentes
(Maldonado-Contreras & McCormick, 2011), en el que los enterocitos son el tipo celular mas
representativo, superior al 80% del total de las células epiteliales intestinales. Los enterocitos
presentan en su borde apical, en contacto con el lumen, unas proyecciones, llamadas
microvilli, que actian como una barrera fisica frente a patdgenos (Roda et al. 2010). Estas
células, ademas de ser necesarias para la absordén de nutrientes, agua y electrolitos y
contribuir a la digestiéon, juegan un papel crucial en la logistica del sistema inmunitario
(Henderson et al. 2011). Su posicién en primera linea y en contacto con la luz intestinal es
crucial para el reconocimiento inicial de moléculas foraneas y para la generacién de sefales
que se transmiten a las células inmunocompetentes (Thomas & Versalovic, 2010). La activacion
de los mecanismos de defensa depende en primer lugar del reconocimiento rdpido a través de
receptores innatos que detectan componentes estructurales comunes a bacterias o virus (Ng

et al. 2010). La activacién de esos sensores genera inmediatamente sefiales que convergen en
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la migracidn de factores de transcripcion, como el factor de transcripcidon nuclear Kappa B (NF-
kB) y otros, al nideo celular, donde activan la expresidn de genes responsables de la sintesis
de proteinas pro-inflamatorias, basicamente citoquinas y enzimas indudbles, con capacidad de
generar mediadores inflamatorios. De esta forma, las células epiteliales emiten sefiales con
capacidad de atraer y activar leucocitos, aumentar el flujo sanguineo, incrementar la
permeabilidad capilar, etc. (Gil, 2010). Ademas, los enterocitos secretan gran variedad de
proteinas antimicrobianas, como defensinas, lectinas tipo C, catelicidinas, que promueven la
muerte de las bacterias, ya que actuan sobre la integridad de la pared bacteriana (Duerkop et
al. 2009; Mukherjee et al. 2008). Por otra parte, los enterocitos estdn conectados entre si
mediante unas uniones, llamadas uniones estrechas o impermeables o tight junctions, que

forman una barrera fisica frente a la penetracion de patdégenos (Magalhaes et al. 2007).

Los enterocitos no sélo tienen la capacidad de procesar y transportar activamente los
antigenos hacia la ldmina propia, sino ademas de actuar como células presentadoras de
antigenos (APC), ya que expresan moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) Iy 1, gue interactian con las células efectoras (Madsen, 2006; Chahine & Bahna, 2010).
Datos recientes sugieren que las células epiteliales intestinales, o bien factores derivados de
éstas, influyen en la localizacién, funddén y migracién de las subpoblaciones de células
dendriticas (Shale & Gosh, 2009), asi como en la expansién de las células T reguladoras en el

intestino (Wershil & Furuta, 2008).

Células dendriticas

Las células dendriticas son una poblacién heterogénea, con distintas subpoblaciones,
distinguibles por la expresidon superfidal de marcadores, su funcién y su distribucion en los
tejidos, como por ejemplo la cavidad oral, intestino delgado, eséfago y estdmago (Fries &
Griebel, 2010). Dentro del tejido linfoide gastrointestinal, las células dendriticas se localizan
interconectadas en la monocapa epitelial, concentradas en los foliculos linfoides aislados y

compartimentadas en las placas de Peyer de lalamina propia (Varol et al. 2009).

Origen

En 1868, Paul Langerhans descubrié las células dendriticas en la piel, identificando un
tipo de células clave entre lainmunidad innata y adaptativa, aunque no fue capaz de descifrar

su funcionalidad ni naturaleza (Langerhans, 1868). Un siglo mas tarde, dos cientificos,
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Steinman y Cohn (1973), las caracterizaron y las denominaron células dendriticas. Su nombre
hace referencia a unas proyecciones ramificadas, similares a las dendritas de las neuronas

(Watowich & Liu, 2010).

Las células dendriticas se originan en la médula ésea y se diseminan a través de la sangre
a los distintos tejidos en el cuerpo (Soloff & Barrat-Boyes, 2010). Como todos los leucocitos, las
células dendriticas se desarrollan a partir de progenitores hematopoyéticos; sin embargo, el
origen exacto continta siendo una incégnita. Varios trabajos sugieren que poseen un origen
mieloide, comun con monocitos, macréfagos y neutréfilos polimorfonucleares (Cerovic et al.

2009; Liu & Nussenzweig, 2010).

Atendiendo a su desarrollo, se pueden clasificar en células dendriticas convencionales,
también denominadas mieloides, o células dendriticas plasmacitoides (Liu et al. 2009) vy
foliculares. Estas ultimas no se desarrollan en la médula ésea y residen en los foliculos de las

células B de los érganos linfoides secundarios.

Maduracion y funcion

Las células dendriticas son funcionales en dos estadios: células inmaduras y maduras
(Rescigno & Di Sabatino, 2009). Las células inmaduras se encuentran en tejidos periféricos,
actuan principalmente como células fagociticas y presentan altos niveles de endocitosis y bajos
de moléculas co-estimuladoras (Westendorf et al. 2010). Estas células sintetizan de forma
abundante MHC-Il, que es directamente dirigido a endosomas y lisosomas (Cerovic et al.
2009). De esta forma, los antigenos son capturados por estas células y llevados a los lisosomas,
donde se unen a MHC-II (Ng et al. 2010). Tras detectar productos microbianos o entrar en
contacto con citoquinas pro-inflamatorias, las células dendriticas inmaduras se transforman en
células dendriticas maduras, reduciendo a minimos la captura de antigenos pero aumentando
excepconalmente su capacidad de estimulacion de las células T (Lépez et al. 2010; Macdonald
et al. 2011). Esta transicén estd acompaiada de una gran reorganizacién plasmatica, patente,
sobre todo, por la redistribucion de MHC-II desde los compartimentos intracelulares hacia la
membrana plasmatica (Cerovic et al. 2009). Al mismo tiempo, se incrementa la expresidonen la
superficie de la célula de moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86), MHC-I y moléculas de
adhesion a células T (CD48 y CD58), aumenta la capacidad de generar complejos funcionales
péptido-MHC Il y se reajusta su patréon de receptores de quimioquinas para fadilitar su
migracién a los drganos linfoides (Rescigno & Di Sabatino, 2009). Ademads, las células

dendriticas extienden largas prolongaciones o dendritas (realmente, repliegues de membrana),
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qgue permiten incrementar las oportunidades de entrar en contacto con células T (Soloff &
Barratt-Boyes, 2010). Tras estos cambios, las células dendriticas maduras migran a zonas ricas
en células T, es dedr, placas de Peyer o nédulos mesentéricos linfaticos, para activarlas e

iniciar la respuestainmunitaria (Macdonald et al. 2011).

Por todo lo descrito, el microambiente en el que se encuentran, es decir, citoquinas,
qguimioquinas y productos neuronales, contribuye a que las células presentadoras de antigenos
(APC) puedan desarrollar su funcion (Schenk & Miiller, 2008). Las células epiteliales
intestinales expresan un amplio rango de factores inmunomoduladores, como CCL9 y CCL20
(Butler et al. 2006), dos quimiogquinas que modulan el fenotipo y la funcion de las células
dendriticas hacia células dendriticas tolerogénicas, las cuales secretan elevados niveles del
factor de transformacion del crecimiento tipo beta (TFG-B), citoquina anti-inflamatoria (Fries &
Griebel, 2010; Westendorf et al. 2010). Esta simbiosis entre células epiteliales intestinales y
células dendriticas parece ser un punto critico en el mantenimiento de la salud intestinal

(Tezuka & Ohteki, 2010).

Células T

El intestino contiene un gran nimero de linfocitos, incduso en ausencia de inflamacién
(Atarashi et al. 2011). Existen varias subpoblaciones de células T que, dependiendo de la
naturaleza de la activacidon y el contexto, contribuyen a la homeostasis y tolerancia por

distintos mecanismos (Spoerl & Li, 2011):

-Los linfoditos T citotdxicos o CD8" estdn implicados en respuestas antivirales y poseen

actividad antitumoral (Mesquita Janior et al. 2010).

-Las células T CD4" se dividen en células T cooperadoras (o helper) y T reguladoras (Figura

4+ Las células Thl son células inflamatorias, que liberan interferon gamma (IFN-y) vy el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), dando como resultado la activacién de macréfagos y
produccién de Ig G. Particdpan en la inmunidad frente a patdgenos intracelulares (Jutel &

Akdis, 2011).

<+ Al contrario que las células Th1l, las células Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-13, citoquinas

asociadas a la produccion de inmunoglobulinas y eosinofilia. Estas células median en las
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respuestas anafilaxicas mediadas por Ig E y alergias. Ademas, estan implicadas en la defensa

del huésped frente a pardsitos (Westendorf et al. 2010).

<+ Por su parte, las células Th17 juegan un papel crudal en la defensa del huésped frente a
infecciones producidas por bacterias y hongos (Dubin & Kolls, 2008), como Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus (Atarashi et al. 2011), pero con la
particularidad que en condiciones patoldgicas, como la autoinmunidad, producen un estado de
inflamadadn exacerbado (Steinman, 2008; Lavoie et al. 2010). Estas células se caracterizan por
la produccion de IL-17, 1L-21, IL-22 y TNF-a, asi como varias quimioquinas, que aumentan las
respuestas de neutrdfilos y la defensa de las mucosas como, por ejemplo, la expresion de

péptidos antimicrobianos (Westendorf et al. 2010).

<4 Las células T reguladoras son esenciales en contrarrestar las respuestas inflamatorias
(Rescigno & Di Sabatino, 2009), ya que tienen la capacidad de produdr citoquinas
inmunosupresoras, como IL-10 y TGF-B, que impiden la activacién de las células T, asi como la

funcidn de las células T efectoras (Jutel & Akdis, 2011).

Las células dendriticas son las Unicas capaces de estimular la proliferacion vy
diferenciacidon de las células T no activadas o naive y memoria. Ademads, determinan el tipo de

respuesta: tolerancia, inflamatoria o regulatoria (Ng et al. 2010).

Célula
dendritica

Células T helpet 1 - IL-12,IFNYy
lulas T helper 2 —» I1L-4, IL-5,IL-13

I.In = 'l’ élulas T helper 17—» IL-6, IL-7

ctlulas T reguladoras — IL-10,TGFp

Figura 4

Proceso de diferenciacion de los linfocitos T en una determinada
subpoblacion: efectora o reguladora..
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- Por otra parte, los linfocitos intraepiteliales (IEL), localizados en el epitelio,
desempeiian un papel fundamental ya que participan en la reconstitucion del epitelio después
de un dafio en la mucosa (Magalhaes et al. 2007). Al contrario que la mayor parte de los
linfoditos que presentan un receptor o TCR compuesto por dos cadenas a y B, éstos estadn
formados por una cadenayy 6. Esta caracteristica le permite reconocer antigenos no proteicos

sin procesarlos e independientemente de las moléculas MHC (Wesch et al. 2011).

-Otra pequefiia subpoblacidn son las células T natural killers (NK), que producen grandes
cantidades de citoquinas, y que pueden actuar en una gran variedad de respuestas, induyendo

autoinmunidad, rechazo a trasplantesy respuestas frente a patégenos (Pacifici, 2010).

LA MICROBIOTA INTESTINAL

La poblacén bacteriana del tracto gastrointestinal humano constituye un enorme
ecosistema muy complejo que induye muchos tipos de microorganismos (Savage, 1977; Bik et
al. 2006); mas del 95% viven en el tracto digestivo, sobre todo, en el colon (Hattori & Taylor,
2009). La densidad de microorganismos en el intestino delgado proximal y medio es
relativamente baja, pero existe un aumento considerable en el intestino delgado distal, el cual
puede alcanzar 10° UFC/ml del contenido luminal, y en el colon llega a 10''-10"*/g (Savage,
1977; Neish, 2009), siendo el 70% del nimero de microorganismos totales del cuerpo humano
(Ley et al. 2006). Esto equivale a aproximadamente diez veces el nimero total de células
individuales en el cuerpo humano (Palmer et al. 2007), representando un kilogramo del peso

total del individuo (Scarpellini et al. 2010).

Composicion de la microbiota

La microbiota estd compuesta fundamentalmente por anaerobios estrictos, que
dominan alos anaerobios facultativos y aerobios en dos o tres drdenes de magnitud (Pham et
al. 2008). Aunque hay descritos mas de dncuenta filos (Phyla) o clases (Schloss &
Handelsmann, 2004), esta caracterizada esencialmente por dos, Bacteroidetes y Firmicutes,
que constituyen el 90% de la microbiota intestinal presente en el intestino humano
(Turnbaugh et al. 2009), mientras que Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria,
Fusobacteria y Cianobacteria se encuentran en menor proporcion (Eckburg et al. 2005;

Possemiers et al. 2010). Cada persona alberga unos cien billones de bacterias (Hahn et al.
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2007) que pertenecen a unas 1.200-2.200 especies distintas (Qin et al. 2010). Sin embargo, un
andlisis reciente sugiere que la microbiota humana estd constituida por mas de 35000 especies
bacterianas (Frank et al. 2007). En la Figura 5, se muestra la distribucién de espedes

microbiolégicas en el tracto gastrointestinal humano.
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Figura 5

Distribucion de las especies microbioldgicas presentes en el tracto intestinal humano

Adquisicion de la microbiota

La evolucién de la microbiota intestinal es notable con el paso de la edad. Al nacer, el
intestino de los infantes es estéril y poco después del nacimiento comienza a ser colonizado
por distintas bacterias (Dethlefsen et al. 2007; Dominguez-Bello et al. 2010) que habitan enla
piel, la cavidad oral, la vagina y el tracto gastrointestinal (Gareau et al. 2010). Sin embargo,
estudios recientes sugieren que el intestino fetal, en contacto con el liquido amniético, estaria

expuesto a distintos microorganismos (Indrio & Neu, 2011).

Las primeras bacterias que colonizan el intestino son bacterias aerobias y anaerobias

facultativas, sobre todo, grandes cantidades de Escherichia coli (E.coli), estreptococos,
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estafilococos y otras enterobacterias, a menudo alcanzando 10°-10'°/ g heces (Palmer et al.
2007). Gradualmente, estas bacterias reducen el potencial redox del intestino de los neonatos,
permitiendo el crecimiento de anaerobios estrictos, como Bifidobacterium, Bacteroides y
Clostridium, los cuales se vuelven predominantesy reprimen la poblacién de E.coli (Kelly et al.

2007; Mariat et al. 2009).

Estas bacterias que colonizan al redén nacido son prindpalmente de la madre y del
medioambiente, siendo el tipo de parto, cesdrea o vaginal, uno de los principales
determinantes de la microbiota intestinal (Reid et al. 2010). Otro aspecto importante es la
edad gestacional (prematuro frente a redén nacido a término), asi como el uso de antibidticos
en el periodo perinatal. En los partos vaginales, las comunidades que constituyen la microbiota
proceden de la vagina de la madre, dominando especies como Lactobacillus spp, Prevotella
spp, Sneathia spp (Nakamura et al. 2009), asi como un incremento en bifidobacterias (Chen et
al. 2007). Por el contrario, los partos realizados mediante cesarea estan asociados con un
aumento de géneros como Klebsiella, Enterobacter y Clostridia, organismos prevalentes en el
entomo hospitalario (Conroy et al. 2009), al igual que otros géneros como Staphylococcus spp,
Corynebacterium spp o Propionibacterium spp, presentes en la piel de la madre (Nakamura et
al. 2009). En estos nifos, la colonizacién es tardia y existe una frecuenda menor de espedes

pertenecientes a los géneros Bacteroides, Bifidobacteriumy E.coli (Ly et al. 2011).

La leche materna es también vehiculo de bacterias del dcido lactico que contribuyen
notablemente a la colonizacién del tracto intestinal del recién nacido (Lara-Villoslada et al.
2007; Reid et al. 2010). Los géneros mas frecuentes son estafilococos, estreptococos,
lactobacilos, micrococos, propionibacterias y bifidobacterias, ya que todos ellos tienen su
origen en el pezény alrededor de la piel, asi como en los conductos galactéforos de la mama
(Gueimonde et al. 2007, Martin et al. 2009). La leche matema reduce la permeabilidad
intestinal en los lactantes, en comparacién con aquellos alimentados con férmula (Taylor et al.
2009). Varios componentes de la leche matema son vitales en la mediacién de las defensas
inmunitarias innata y adaptativa frente a patégenos microbianos (Rautava et al. 2009). Estos
efectos son probablemente debidos a una acddn sinérgica de inmunoglobulinas y otras
muchas moléculas bioactivas presentes en la leche materna, como factores de crecimiento,
citoquinas, nucleétidos, componentes celulares, oligosacaridos y lipidos (Gil & Rueda, 2002;

Hanson & Silfverdal, 2009).

Con el destete ocurren cambios importantes y en unos cuantos meses la microbiota

intestinal se torna semejante a la de un adulto (Vael & Desager, 2009). Asi, las espedcies
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bacterianas del intestino de un lactante de once meses son fundamentalmente Bacteroides y
Bifidobacterium (Vaishampayan et al. 2010). Desde la infancia hasta la edad adulta el perfil de
bacterias se mantiene relativamente estable (Robinson et al. 2010). Durante la nifiez, las
bacterias simbidticas tienen la capacidad de promover el crecimiento, inducir angiogénesis,
optimizar la absorcién de nutrientes, atenuar la inflamacién intestinal y preparar las
respuestas inmunitarias (Greer & O’Keefe, 2011). En el adulto, se observan pequenas
variaciones de miembros secundarios, como Lactobacillus spp (Rajilic-Stojanovic et al. 2009).
Posteriormente, la transicidon hacia la vejez estd caracterizada por un descenso en la poblacién
de bifidobacterias (Hopkins & MacFarlane, 2002), dejando paso a bacterias potencialmente
mas patogénicas. Es interesante destacar que cada individuo posee un perfil de sus propias
especies, distintas a las de los demas, si bien existe un conjunto de al menos cincuenta y siete
especies bacterianas conservadas entre todos los individuos (Aureli et al. 2011; Eckburg et al.

2005; Gill et al. 2006).

Factores que influyen en la composicion de la microbiota

Ademads de la composicidon de la microbiota de la madre, muchos otros factores
contribuyen a la formaciéon de la microbiota en el tracto gastrointestinal. La microbiota viene

determinada, entre otros, por la edad, la dieta, el ambiente y la filogenia (Ley et al. 2008).

Varios estudios han demostrado que la genética del huésped influye en la composicién
de la microbiota (Ley et al. 2005), aunque muchos de estos efectos son indirectos,

interviniendo en el metabolismo del huésped (Zhang et al. 2010).

Asimismo, se ha comprobado que la dieta también afecta a la composiciéon de la
microbiota (Dethlefsen et al. 2006), debido a que las bacterias tienen distintas preferencias
por las fuentes de energia. Asi, los polisacdridos presentes en las plantas son el sustrato de
microorganismos beneficdosos y promueven su crecimiento (Kranich et al. 2011). Como era de
prever, algunas cepas son mas sensibles alos cambios en la dieta que otras. Asi, una dieta sin
gluten tiene un fuerte impacto en distintas comunidades bacterianas, incluyendo poblaciones
de Bifidobacterium, grupo que se encuentra dentro de las bacterias residentes en el intestino y
gue puede restaurar parcialmente la microbiota alterada de pacientes celiacos y asemejarla a
la existente en individuos sanos (Collado et al. 2009). Por otra parte, la administracion de una
dieta hipercaldrica altera significativamente la composicdn de la microbiota en ratones
obesos. Si se manipula esta dieta limitando el aumento de peso, se revierten los efectos de la

obesidad inducida en la microbiota (Turnbaugh et al. 2008). Asimismo, se han observado
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alteraciones en la microbiota en modelos de ratones que presentan diabetes tipo |,
correspondiéndose con el hecho de que la microbiota confiere proteccién frente al comienzo

de esta enfermedad en ratones genéticamente susceptibles (Wen et al. 2008).

Por otro lado, se ha sugerido que un entorno excesivamente higiénico puede ser la
causa del aumento de asma y enfermedades atépicas. En este ambiente, existe un menor
numero de estimulos infecciosos, necesarios para que el sistema inmunitario se desarrolle

adecuadamente, predominando respuestas tipo Th1 (Kranich et al. 2011).

Funciones de la microbiota

La microbiota intestinal desarrolla una intensa actividad metabdlica que le permite
mantener una relacion de simbiosis o comensalismo con el huésped (Garrett et al. 2010).
Aunque esta primera asodacién parece aumentar la efidencia digestiva del huésped ya que
ayuda a metabolizar glicanos y xenobidticos y a sintetizar proteinas (Cerf-Bensussan &
Gaboriau-Routhiau, 2010), millones de anos de co-evolucion han llevado a una conexidn
fundamental para la fisiologia de mamiferos y de las bacterias comensales (Vijav-Kumar et al.
2010). Como resultado, los microorganismos intestinales son claves en distintos aspectos del
desarrollo y fisiologia del huésped (Tabla 1) (Gareau et al. 2010). Asi, participan en la
formacién de la pared intestinal (Greer & O’Keefe, 2011); resisten a la colonizacidn, siendo la
primera linea de defensa frente a la invasién de bacterias patégenas (Aureli et al. 2011);
producen acdos grasos de cadena corta, metabolitos que desempefian funciones fisioldgicas
en la fermentaddn (por ejemplo, acido acético para los musculos o acido propidnico para la
gluconeogénesis) (Resta, 2009); sintetizan vitaminas, especialmente, las pertenecientes al
grupo B y vitamina K (Lanning et al. 2005); e interaccionan con el sistema inmunitario de la
mucosa (Tsuji et al. 2008). Por ejemplo, las bacterias intestinales estimulan el sistema
inmunitario intestinal, dirigen el cambio de dase de las células B intestinales (He et al. 2007) y
gobiernan el desarrollo de las células T efectoras Th17 (lvanov et al. 2008). Adicionalmente, las
bacterias comensales determinan la proporcion de las células efectoras Thly Th2, clave enla

respuestainmunitaria sisté mica (Mazmanian et al. 2005).
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Tabla 1. Ejemplos de especies bacterianas, presentes en el tracto intestinal, que contribuyen a la fisiologia

del huésped
FI’lwlum Especies Contribucion a la fisiologia del huésped a
Bacteroidetes | Bacteroides fragilis Modulacion del sistema inmunitario por la sintesis delF
polisacaridos capsulares (Mazmanian et al. 2008)
Bacteroides thetaiotaomicron Hidrolisis de polisacaridos (Martens et al. 2008)
Firmicutes Lactobacillus plantarum Inhibicion de la inflamacion intestinal (Petrof et al. 2009)
Lactobacillus acidophilus Modulacion del sistema inmunitario, induccion de la
expansion de linfocitos intraepiteliales (Roselli et al.
2009)
Enterococcus faecalis Estimulacion de IL-10, sintesis de aminas biogénicas
(Are et al. 2008; Ladero et al. 2009)
Actinobacteria | Bifidobacterium longum Expansion de linfocitos intraepiteliales (Roselli et al.
2009)

Ademads, la presencia de la microbiota tiene un efecto de inmunomodulacién, ya que
crea un nicho ecolégico, gracias a la mucosa intestinal, que previene del ataque de los
microorganismos patdgenos (Duerkop et al. 2009). Las bacterias comensales producen una
exdusién competitiva limitando la superficie a colonizar, reducen la disponibilidad de
nutrientes para patdgenos exdgenos y secretan sustancias antimicrobianas, como las

bacteriocinas (Lenoir-Winjkoop et al. 2007).

INTERACCION ENTRE MICROBIOTA Y SISTEMA INMUNITARIO
INTESTINAL

Tras la evoluddn de millones de afios, las células inmunitarias del huésped han
desarrollado una jerarquia de mecanismos homeostaticos, incluyendo una capa de Ig A y
péptidos antimicrobianos, una barrera fisica epitelial y componentes de lainmunidad innatay
adaptativa, que permiten el crecimiento de una microbiota diversa y abundante, pero al
mismo tiempo, limitan la accién de bacterias que conducen a un estado de inflamacién

(Hooper & Macpherson, 2010).

El cuerpo humano se encuentra intimamente asociado con billones de bacterias que
forman parte de la microbiota comensal. La presenda y la actividad de dichas bacterias son de
vital importancia para el individuo, pues de ellas depende la salud y el bienestar del ser
humano (De Preter et al. 2011). De hecho, el tipo de bacterias que colonizan el intestino de los
recién nacidos va a determinar la modulacién de su sistema inmunitario pues actian como
importantes estimulos antigénicos en el proceso de maduracion de la respuesta (Tiihonen et

al. 2010). En el tracto intestinal ocurren el mayor nimero de interacciones entre el sistema
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inmunitario del huésped y componentes de la microbiota comensal. Una de las caracteristicas
clave del sistema inmunitario intestinal es la habilidad de distinguir entre bacterias simbidticas
y patogénicas, y, porello, proteger frente a la infeccddn mientras evita respuestas inflamatorias

innecesarias frente a la microbiota residente (Feng & Elson, 2011).

En el momento de nacer, el sistema inmunitario intestinal progresa al mismo tiempo
que la microbiota. La maduracién de GALT y el reclutamiento de células plasmaticas secretoras
de Ig A y células T activadas en sitios de la mucosa depende estrictamente de sefiales
derivadas de la microbiota. Estos signos influencian la interferencia entre células epiteliales y
células dendriticas, modulando asi la naturalezay la intensidad de las respuestas de las células
By T (Rescdgno & Di Sabatino, 2009). Por tanto, el establecimiento de la microbiota intestinal
determina el desarrollo del sistema inmunitario, actuando como regulador esencial en las
respuestas inmunitarias (Lee & Mazmanian, 2010). Los estudios realizados en neonatos y en
animales axénicos o libres de gérmenes (germ-free), criados en condiciones de asepsia total,
demuestran que la interaccién entre el epitelio y la microbiota es esencial para el desarrollo

normal del sistema inmunitario (Tiihonen et al. 2010).

En ausenda de microbiota intestinal, el desarrollo de la red capilar intestinal se
encuentra detenido y se reduce la produccién de anticuerpos (Murgas Torrazza & Neu, 2011).
Estos animales poseen un sistema inmunitario intestinal infradesarrollado (Lee & Mazmanian,
2010). Asi, los ratones axénicos presentan nimeros anormales de varios tipos inmunitarios
celulares y sus productos, asi como déficits en estructuras linfoides locales y sistémicas
(Macpherson & Harris, 2004). Por otro lado, se observan irregularidades en los perfiles y
niveles de dtoquinas (O’hara & Shanahan, 2006), que afectan ala generacidn de la tolerancia
oral (Ishikawa et al. 2008). Otro hecho importante es que las células epiteliales intestinales
expresan menos TLR, al igual que ocurre con las moléculas MHC-Il, afectando al
reconodmiento de patdgenos y a la presentacion de antigenos, respectivamente (Lundin et al.
2008). Al inducirse experimentalmente la colonizacién bacteriana en estos animales, se
recuperan la mayoria de pardmetros inmunoldgicos afectados por la ausenda de
microorganismos. Por tanto, la microbiota intestinal actla como un importante estimulo
inmunogénico, permitiendo la maduracidon del GALT (Salzman, 2011). Ademas, la microbiota
intestinal es vital para elaborar y dirigir la respuesta inmunitaria del huésped. Varios trabajos
han descrito el papel de la microbiota enla homeostasis epitelial intestinal, angiogénesis, en la
inmunidad sistémica (induyendo la eliminaddén de patdgenos) y el desarrollo del sistema
inmunitario intestinal innato y adaptativo (Mazmanian et al. 2005; Hooper & Gordon, 2001;

Hormannsperger & Haller, 2010; Stappenbeck et al. 2002). Asi, la colonizacién microbiana
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después del nacimiento es necesaria para generar células Thl7. Aun mas, la diferendacién
Th17 estd dirigida por bacterias filamentosas segmentadas (Ivanov et al. 2008). Finalmente, es
importante sefalar que la estimulacién constante de la mucosa es imprescindible para
mantener las defensas del huésped (Willing et al. 2010), razén por la cual los ratones axénicos

son mas susceptibles a agentes infecciosos, como Shigella flexneri o Leishmania.

Sistema inmunitario innato

El sistema inmunitario innato constituye la primera linea de defensa del organismo, que
detecta a los agentes infecciosos y actla inmediatamente (lwazaki & Medzhitov, 2010). La
respuesta inmunitaria innata es inidada por bacterias, virus, protozoos y hongos, que inducen
la activaddn de neutrdfilos, monocitos y macréfagos, células dendriticas, células NKy sistema

del complemento (Neish, 2009).

Barreras del sistema inmunitatio innato

El sistema inmunitario innato en el intestino induye barreras quimicas y mecanicas. El
componente mecdnico estd definido por la capa mucosa que cubre todo el tracto
gastrointestinal y previene del ataque de patdgenos (Rescigno, 2011). Las barreras quimicas
aluden a péptidos antimicrobianos (AMP) como lisozimas, fosfolipasas A,, catelicidinas y a-
defensinas, secretadas por las células de Paneth. Estas moléculas son mediadores
inflamatorios y moléculas de sefializacion (Keshav, 2006; Mukherjee et al. 2008), que
participan en el mantenimiento de |la homeostasis en el interior del tracto gastrointestinal y
colapsan procesos infecciosos e inflamatorios crénicos (Bevins & Salzman, 2011). Estas
sustandas actlan como enzimas liticas, ya que rompen la estructura de la pared de estos

patdgenos o afectan a su funcionalidad (Maldonado-Contreras & McCormick, 2011).

Otro componente que juega un papel clave en el reconocimiento y control de patégenos
es la familia de receptores reconocedores de patrones (Pattern-recognition receptors, PRR)
(Willin et al. 2010). La mucosa intestinal presenta una serie de receptores celulares,
transmembrana o intracitoplasmaticos, PRR, (Neish, 2009), los cuales son expresados en
células inmunitarias innatas como las células dendriticas, macréfagos y neutrdfilos (Takeuchi &
Akira, 2010), y definidos por su habilidad de reconocer especificamente ligandos de

macromoléculas microbianas y unirse a ellos. Estos ligandos, conservados en las distintas
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especies bacterianas, se denominan patrones moleculares asociados a patdgenos (Pathogen-
associated molecular pattems, PAMP) (Kumar et al. 2011), esendiales para su ciclo vital (Kawai
& Akira, 2010). Cada cepa bacteriana expresa un conjunto de moléculas especificas de ese
microorganismo, como son péptidos, lipoproteinas, polisacdridos, glicolipidos, acidos
nucleicos; cada una de las cuales es reconocdida de manera mds o menos selectiva por los PRR
(Brown et al. 2010). Incluso, a pesar de que las bacterias sean comensales y no patogénicas
contienen componentes que son reconocidos por el sistema inmunitario de la mucosa. El
sistema innato reconoce a estos PAMP y desencadena una respuesta inmunitaria, mediante la
activacion de rutas de sefializacién complejas que culminan en la induccién de un estado de
inflamadon, mediado por varias dtoquinas y quimioquinas, que fadilitard la erradicacidn del
patégeno (lwazaki & Medzhitov, 2010). Ademsas, activa la maquinaria del sistema inmunitario
adaptativo, que ejecuta respuestas altamente especificas, ya que estd mediada por la
produccién de linfocitos B y T especificos de los antigenos del patégeno. Este proceso lleva
semanas o, incluso meses, y proporciona una memoria inmunoldgica de larga duracion
(Yamamoto & Takeda, 2010; Chang, 2010). La respuesta apropiada frente al estimulo
bacteriano desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis

intestinal (Scharl & Rogler, 2010).

Actualmente, se han caracterizado varias clases de PRR, como los receptores analogos a
RIG (Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors, RLR); receptores de DNA (sensores
citosdlicos de DNA) (Kumar et al. 2011); la familia de los receptores andlogos a Toll (Toll-like
receptors, TLR), localizados en el medio extracelular y compartimentos endosomales; e
intracelularmente, receptores analogos a NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain
(NOD)-like receptors, NLR), en el citosol (Sharma et al. 2010). Estos dos ultimos grupos de PRR
son esendales en el reconodmiento bacteriano, induccion de factores antimicrobianos,
activacién y modulacion de respuestas inmunitarias, tanto innata como adaptativa, y el

mantenimiento de laintegridad del epitelio intestinal (Scharl & Rogler, 2010).

Receptores tipo Toll (Toll-like receptors, TLR)

Los TLR son una familia de proteinas transmembranas de tipo I, que contienen
repetidones ricas en leudna (LRR), que forman un dominio extracelular, necesario para el
reconodmiento de los PAMP (Khoo et al. 2011), como lipidos, proteinas, lipoproteinas y acidos
nucleicos de bacterias, virus, parasitos y hongos (Jin & Lee, 2008); y un receptor Toll/IL-1 (TIR)

en el dominio intracelular, esencial para la cascada de sefalizadén (Rhee, 2011). Los TLR se
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expresan en células inmunitarias innatas como dendriticas y macréfagos, al igual que en otras
lineas celulares no inmunitarias, como es el caso de fibroblastos y células epiteliales (Haas et
al. 2008). Estos receptores poseen un papel fundamental ya que regulan las respuestas
inmunitarias adaptativas e innatas de las células epiteliales, primera linea de defensa de las
mucosas (Rhee, 2011). Asimismo, median en el redutamiento de leucodtos hacia tejidos
infectados, asi como en la captura de microorganismos por parte de las células fagocitarias. De
igual forma, se ha descrito que los TLR regulan la reparacidn, regeneracion y apoptosis de los
tejidos, por lo que poseen un efecto en el mantenimiento de la homeostasis de los mismos
(loannou & Voulgarelis, 2010). Por otra parte, Chang (2010) sugiere que los TLR son capaces de
reconocer otros patrones moleculares, que se encontrarian asociados al estrés o al dafio

tisular (damage-associated molecular patterns, DAMP) (Chang, 2010).

Hasta la fecha, se han identificado quince TLR en mamiferos (Schreibelt et al. 2010). En
humanos se han descrito diez TLR funcionales (Kumar et al. 2011) y trece en ratones
(Yamamoto & Takeda, 2010). Los TLR 1-10 se encuentran conservados en ambas especies,
aunque el TLR10 no es fundonal en ratones por la presencia de un codén de parada en su
secuencia génica (Kawai & Akira, 2010). Por el contrario, los TLR 11-13 no estan presentes en
humanos. Se ha sugerido que el TLR11 asocia moléculas presentes en bacterias uropatogénicas

y Toxoplasma gondii (Schreibelt et al. 2010).

Los TLR que mejor se conocen sonlos TLR 1-9. Los TLR 1, 2, 4, 5,6, 10y 11 se expresan
en la superficie celular y reconocen PAMP derivados de bacterias, protozoos y hongos, como
componentes de la pared bacteriana, flagelina, particulas virales, etc.; mientras que los TLR 3,
7, 8 y 9 se expresan exclusivamente en vesiculas intracelulares como endosomas y reticulo
endoplasmatico y reconocen acidos nudeicos de bacterias y virus (Kumar et al. 2011; Khoo et

al. 2011) (tabla 2).
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Tabla 2. Toll-like receptors (TLR) y sus ligandos

—_—

Toll like receptors, TLR Ligandos

TLR1 Lipopéptidos triacilados

TLR2 Lipoproteinas, hemaglutinina, peptidoglicano, otros

TLR3 Virus RNAss, Virus RNAds

TLR4 Lipopolisacarido

TLRS Flagelina

TLR6 Lipoproteinas, lipopéptidos diacilados, otros

TLR7 RNA viral

TLR8 RNA viral

TLR9 Regiones CpG no metiladas

TLR10 Desconocido

TLR11 Profilina, Bacterias uropatogénicas

Los TLR 1, 2, 4, 5, 6, 7 y 9 estan principalmente dedicados al reconocimiento de

componentes bacterianos.

El complejo MD2-TLR4 detecta lipopolisacarido (LPS), el mayor componente de la pared
celular de bacterias Gram negativas. Este mecanismo permite detectar microorganismos
patogénicos sin necesidad de sobreexpresarse en la superfide del epitelio intestinal (Kumar et
al. 2011). Este complejo requiere dos proteinas accesorias: la proteina de unién a LPS y CD14

(Lavelle et al. 2010).

Otro componente esencial de la pared bacteriana es el peptidoglicano, reconocido por el
TLR2, que también es capaz de detectar micobacterias, ricas en lipoarabinomanano, glicosil-
fosfatidilinositol del Trypanosoma cruzi, lipoproteinas de micoplasma y Borrelia burgdofrferi.
Asimismo, reconoce componentes flngicos, como el zymosano, o viricos (Kang et al. 2009),
como hemaglutininas, proteinas no sélo bacterianas sino también presentes en virus y
parasitos (Yamamoto & Takeda, 2010; Akira et al. 2006). La diversidad de ligandos del TLR2 es
posible porque forma un complejo heterodimérico con el TLR1 y con el TLR6. El complejo
TLR1-TLR2 reconoce los lipopéptidos triacilados bacterianos, mientras que el complejo TLR2-
TLR6 identifica los lipopéptidos diacilados. El TLR2 y sus co-receptores desempenan papeles
fundamentales en las respuestas inmunitarias innatas frente a la infeccién de varios
patdgenos, incluyendo bacterias como Helicobacter pylori, virus como el Herpes simplex, u
hongos como Paracoccidioides brasiliensis; asi como en la progresion de enfermedades
infecciosas e inflamatorias. El TLR10 interactia también con este TLR, pero sus posibles

agonistas no estan claros (Loures et al. 2009; Khoo et al. 2011).
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El TLR3 reconoce RNA viral de cadena doble, liberado por células danadas, y a poly I:C,
molécula sintética andloga al RNA de cadena doble. También, es capaz de detectar pequeiios
RNA de transferenda, induciendo la produccion de IL-12 e IFN-y (Chang, 2010). Este TLR
contribuye a la activacién de la inmunidad innata en respuesta a una infeccén viral. La
presencia de TLR3 en células dendriticas mieloides pero no en plasmacitoides, sugiere la
posibilidad de que el TLR3 se requiera para la modulacidn de la respuesta inmunitaria

adaptativa enlugar de intervenir en la producddn de IFN tipo | (Khoo et al. 2011).

El TLR5 reconoce la flagelina, componente de los flagelos de bacterias Gram positivas y
negativas, como Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa.
Se ha descrito que este TLR es crucial en lainmunidad intestinal (Morris et al. 2009; Khoo et al.

2011).

EL TLR7 reconoce a los principales virus de RNA de cadena simple, como el virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) (Heil et al. 2004). Junto con el TLR9, TLR7 estd
altamente expresado en células dendriticas plasmacitoides, y ambos son criticos en la
produccién de IFN de tipo | en respuesta a los virus RNA de cadena simple (Petzke et al. 2009).
El TLR8 estd muy relacionado con el TLR7, identificando los mismos PAMP, pero parece que el
TLR7 juega un papel mas importante en este reconocimiento (Gantier et al. 2008). Al igual que
otros TLR, el TLR7 es capaz de identificar ligandos enddgenos, principalmente acidos nucleicos
propios, lo que contribuye al desarrollo de enfermedades autoinmunes, como la psoriasis
(Ganguly et al. 2009). Ademas, el TLR9 es un potente activador de las células inmunitarias ya
qgue reconoce regiones no metiladas de secuencia CpG bacterianas (Yamamoto & Takeda,

2010), asi como otros ligandos no bacterianos, por ejemplo, DNA viral (Akira et al. 2006).

Los TLR se encuentran representados enla figura 6.
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Citoplasma

Figura6 B
Toll-like receptors (TLR): localizacion y ligandos

Tras la interaccion con su ligando (figura 7), los TLR dimerizan y sufren un cambio
conformacdional, necesario para el reclutamiento y activaciéon secuendial de diversos complejos
proteicos de sefializacdién. Estos incluyen moléculas adaptadoras que interaccionan con el
dominio TIR, como MyD88, TIRAP/MAL, TRIF y TRAM (Takeuchi & Akira, 2010). MyD88 activa a
IRAK, que a su vez estimulan a TRAF6 y a la ubiquitin-ligasa E3, que conduce a la degradacion
de un complejo formado por TGF-B (TAK1), proteinas de unién a TAK1 (TAB1y TAB2)y TRAF6
(Lin et al. 2010; Kumar et al. 2011). Se inicia entonces la cascada de fosforilacion de IkK, a y B,
y el complejo NF-kB e IkB. La degradacion de IkB permite la liberacidon de NF-kB, que se
transloca al nucleo e induce la expresidn de citoquinas pro-inflamatorias (Tseng et al. 2010).
Todos los TLR redutan ala proteina adaptadora MyD88, a excepcdn del TLR3 (Kawagoe et al.
2008). La cascada de seiializacion del TLR3 es dependiente de la molécula TRIF, que también es
reclutada por el TLR4. Se forma un complejo que contiene a TRAF6, TAK-1, TAK-2 y la proteina

guinasa R, que median la cascada de activacion de NF-kB. La activacion de IFN tipo | por parte
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de los TLR 7 y 9 también es dependiente de la via MyD88, estando implicado el complejo
TRAF6, TRAF3, IRAK1 e IRAK4, los cuales activan al factor regulador de interferén 7 (IRF7)
(Khoo et al. 2011).
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de sefializacion de los receptorestipo Toll (TLR ) ‘

La activacion de los TLR en las células dendriticas induce su maduracién, acompafiado de

Figura 7

cambios en la expresién de receptores de quimioquinas que van a favorecer su movilizacion a
los ganglios linfaticos, la produccion de ctoquinas pro-inflamatorias (IL-12, TNF-a) y un
aumento de la expresion de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86) (Liu & Zhao,
2007; Joffre et al. 2009). Como particularidad, las células dendriticas maduras poseen mayor
capacidad de actuar como APC y estimular a los linfocitos T, iniciando |a respuesta inmune
adaptativa (Ng et al. 2010). Por tanto, la activacion de los TLR sirve de enlace entre la

inmunidad innata y adaptativa (Schreibelt et al. 2010).
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Recientemente, se ha observado que la expresidon de los TLR no estd restringida al
sistema inmunitario innato, estando presente en células By T, y en sus subpoblaciones. Asi, la
expresion de los TLR en linfocitos y:8 juega un papel crucial en respuestas inmunitarias

tempranas de estas células frente a distintos patdégenos (Wesch et al. 2011).

Sistema inmunitario adaptativo

La respuesta inmunitaria adaptativa en el intestino se caracteriza por la produccidn de Ig
A, células T y:5, CD8" y CD4". Estos tipos celulares, junto con las citoquinas que producen, son
importantes en la regulacién de la respuesta inflamatoria en el intestino, asi como en el
control de las bacterias comensales, tanto en abundancia como en su actividad (Kelsall, 2008).
La induccién de la respuesta adaptativa depende de las células presentadoras de antigenos,

como macréfagos y células dendriticas (Willing et al. 2010).

Las células dendriticas son el nexo de unién entre la inmunidad innata y adaptativa
(Davies et al. 2009) y representan la comunicacion del sistema inmunitario entre los tejidos
linfoides secundarios organizados y periféricos (Cerovic et al. 2009). Son las células mas
potentes actuando como presentadoras de antigenos, promoviendo respuestas inmunitarias
especificas adaptativas (Lopez et al. 2010). Las células dendriticas intestinales trabajan "mano
a mano" con las células M (Strober et al. 2009): éstas translocan antigenos luminales a través
de la barrera epitelial y se los entregan a las células dendriticas subyacentes residentes en las
Placas de Peyer y foliculos linfoides aislados. A este nivel, el antigeno es fagocitado por las
células mieloides y/o células B v, tras |a digestion y modificacion del antigeno, lo muestran a
las células T. La respuesta de las células T es la secrecidn de determinadas citoquinas, entre las
gue destaca el TGF-B, implicadas en la transformacién de las células B a células productoras de
Ilg A (Barbosa & Rescigno, 2010; Salzman, 2011). Una vez activadas, las células B migran a
través de la linfa a los nédulos mesentéricos, donde se multiplicardan y madurardn hasta
convertirse en células plasmaticas, productoras de Ig A en grandes cantidades (Cerruti &
Rescigno, 2008). En este punto, las células plasmaticas podran viajar por el torrente
circulatorio y linfatico y seran reclutadas a los diversos puntos efectores entre los que destacan
las glandulas salivares, las glandulas lacrimales, el tracto respiratorio y los sitios efectores en la
lamina propia del tracto gastrointestinal (Delcenserie et al. 2008). Las células dendriticas y
algunos tipos de macréfagos también migran hasta los nddulos linfoides mesentéricos vy alli
presentan los antigenos a las células T naive (linfoctos T en estado no activado), que

dependiendo de la naturaleza del antigeno , induciran la polarizacién hacia células efectoras
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Th1, Th2 o Th17, o, altemativamente, a células T reguladoras (Zu & Paul, 2008; Lépez et al.
2010).

La respuesta inmunitaria adaptativa mas caracteristica que se produce en las mucosas es
la sintesis de Ig A, liberadas por las células plasmaticas y transportadas a través de la capa de
células epiteliales hasta la luz intestinal, donde reacdonan con antigenos especificos
(Scarpellini et al. 2010). Estas moléculas son resistentes a la protedlisis intraluminal y no
activan el complemento (Woof & Mestecky, 2005), por tanto, desempefian una funcién
protectora sin generar respuestas inflamatorias (Aureli et al. 2011). Una vez en el lumen, se
unen a la mucosa, ayudando en la inhibicion de la permeabilidad y adherencia de los
microorganismos y neutralizando sus toxinas, por lo que resulta un mecanismo ideal de
defensa de la mucosa intestinal (Maldonado-Contreras & McCormick, 2011). Por otra parte, la
Ig A secretora del intestino forma parte del sistema inmunitario de las mucosas del organismo
o MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue), que incluye el tracto respiratorio y lacrimal,
glandulas salivares y mamarias. En consecuencia, cuando se inicia una respuesta inmunitaria

en el GALT puede promover respuestas en otras mucosas (Singh et al. 2009).

Tolerancia oral a antigenos

Atendiendo a la propia naturaleza del tracto gastrointestinal, en contacto continuo con
antigenos externos y bacterias comensales (Round & Mazmanian, 2009), éste deberia estar en
un estado de inflamacién permanente (Novak & Bieber, 2008), proceso incompatible con el
bienestar intestinal (Cristofaro & Opal, 2006). Por ello, se desarrolla el sistema inmunitario de
las mucosas, que establece un equilibrio entre la capacidad de respuesta frente a una
infeccién, mientras que evita el desencadenamiento de procesos inflamatorios frente a
antigenos “conocidos” o ubicuos, como la propia microbiota intestinal (Chahine & Bahna,
2010; Sibartie et al. 2009). Este estado de no respuesta a ciertos antigenos se conoce como
tolerancia oral (Valdés-Ramos et al. 2010). Cuando estas respuestas inmunitarias intestinales
se encuentran desreguladas por factores genéticos y/o ambientales adversos, provoca
desdrdenes inflamatorios crénicos en el intestino (Hansen et al. 2010), incluyendo enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell) (Sartor, 2008), enfermedad celiaca (Hooper & Macpherson, 2010) y

alergias alimentarias (Chehade & Mayer, 2005).

La tolerandia oral se produce principalmente a través de dos mecanismos. Si la
respuesta es inducida por una Unica dosis elevada de un antigeno, el principal mecanismo

desencadenante de la tolerancia es la eliminacion de linfocitos capaces de reconocer al

62



antigeno por muerte celular o apoptosis, fenédmeno conocido como deleccién clonal (Peron et
al. 2009). En este caso, se eliminan del organismo a las células capaces de reconocer al
antigeno en cuestién. Sin embargo, la administracion repetida de pequefias dosis de antigeno
suele inducir una supresién activa mediada por células T CD4" o CD8" mediante la secrecidn de
citoquinas supresoras como el TGF-B o la IL-10, sustandas que a la vez que modulan la
expresion de Ig A inhiben la generacidn de procesos inflamatorios. De esta manera, a pesar de
que si existen linfocitos capaces de reconocer al antigeno, estos tienen un fenotipo supresor,
fendmeno denominado anergia clonal (Singh et al. 2009). Por tanto, la presentacéon de

antigenos y la preparaciéon de las células T son pasos cruciales en la induccién de este

fendmeno de tolerancia (Peron et al. 2009).
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PROBIOTICOS

La administracion de bacterias seleccdonadas, probidticos, en forma de alimentos o
suplementos alimentarios constituye una estrategia idénea para modular la composicién de la
microbiota intestinal y potendiar sus efectos beneficiosos (Takahashi et al. 2009). Algunas
bacterias, pertenecdientes principalmente a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium,
presentes en alimentos fermentados, han demostrado su efecto probidtico ya que modulan el
GALT potenciando la produccidn de Ig A, la prevencién de algunas infecciones intestinales, el
control de la respuesta inmunitaria inflamatoria y la reduccién de niveles de factores

promotores de tumores (Gobbato et al. 2008; De Moreno De LeBlanc et al. 2010).

PROBIOTICOS

Resena historica y definicion

El término probidtico proviene del griego “pro” (a favor de) y
“bios” (vida). El uso de los probidticos por sus efectos beneficiosos
se remonta al Antiguo Testamento donde se dice que Abraham

atribuye su longevidad al consumo de leche (Vasiljevic & Shah,

2008). E. Metchnikoff

Pese ala antigliedad del concepto, esta relacion entre alimentacén y salud no se volvié

a tener en cuenta hasta principios del siglo XX. Fue el microbiélogo ruso Elie Metchnikoff
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(1845-1916) quien observd que en regiones de Bulgaria, donde el consumo de leches
fermentadas era habitual, la longevidad se veia significativamente incrementada (Metchnikoff,
1908; Quigley, 2010). Metchnikoff consiguio aislar las bacterias responsables de la produccién
del yogur que utilizd en sus investigaciones. Ademas, fue el primero en desarrollar un

preparado utilizando lactobadlos en forma de cédpsula, denominado Lactobacillin.

Paralelamente, Tissier, un microbidlogo francés, no sélo describié que la microbiota
fecal de recién nacidos alimentados con leche materna presentaba mas bacterias del género
Bifidobacterium que los que habian recibido leche artificial, sino que ademas demostro el

papel beneficioso de este microorganismo en nifios con infecciones intestinales (Tissier, 1908).

El término probidtico fue usado por primera vez por Lilly y Stillwell, en 1965, para
designar a los productos derivados de la fermentacion lactica. Parker, en 1974, acercd la
definicién de probidtico a su uso actual, describiéndolos como organismos y sustandas que
contribuyen al equilibrio microbiano intestinal. Aflos mds tarde, Fuller (Fuller 1989, 1992),
redefinié el concepto como: “suplementos de microorganismos vivos que afadidos a los
alimentos, ejercen efectos beneficiosos en la salud del receptor como consecuendia de

IM

condidionar una mejora en su balance microbiano intestina

En 1998, el Intemacional Life Science Institute (ILSI) induyd los téminos “salud vy
bienestar”, sentando las bases para el concepto mas aceptado actualmente: “microorganismos
vivos que, administrados a una dosis sufidente, confieren un efecto beneficioso a la salud

general del hombre o animal” (FAO/OMS, 2001).

Microorganismos utilizados como probidticos

Los requisitos que ha de cumplir un microorganismo para ser considerado probiético

son los siguientes:

* Formar parte de la microbiota del intestino humano

* No ser patdgeno ni toxigénico

* Mantenerse viable en medio acido del estdmago y en contacto con la bilis del
duodeno

* Poseer capacidad de adhesion a las células epiteliales intestinales

* Adaptarse a la microbiota intestinal sin desplazar a la ya nativa o existente

* Produdr sustandas antimicrobianas
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* Tener capacidad para aumentar de forma positiva las funciones inmunes y las
capacidades metabdlicas (West et al. 2009).

En el desarrollo de los alimentos probidticos propuestos para el consumo humano, las

cepas de las bacterias del acido lactico, como Lactobacillus y Bifidobacterium, han sido las mas

habituales (Lebeer et al. 2010).

El grupo mas amplio es el género Lactobacillus, que presenta mas de den espedies
diferentes (Vasiljevik & Shah, 2008). Los lactobacdilos son bacilos Gram positivos (aunque al
crecer en determinadas condiciones pueden parecer cocos), que frecuentemente forman
cadenas. Son catalasa negativos, no esporulados y en general inmdéviles (Claesson et al. 2007).
El pH 6ptimo de crecimiento oscila entre 5,5y 6,2. En cuanto a la temperatura pueden ser
mesdfilos o termodfilos. Son anaerobios aerotolerantes y su crecimiento se ve favorecido en
atmoésfera microaerdfila con un 5-10% de CO,. Estas bacterias se encuentran en una variedad
de nichos ecoldgicos, siempre y cuando exista en ellos una fuente abundante de hidratos de

carbono hidrosolubles (Walter, 2008).

Las bifidobacterias son microorganismos Gram positivos, anaerobios estrictos,
inmoviles, no esporulados y catalasa negativos. El género esta formado por algo mas de treinta
especies. Su pH éptimo se sitla entre 6,0y 7,0 y su temperatura alrededor de los 37 °C. Son
bacilos pleomdrficos, de manera que pueden cambiar su morfologia a formas ramificadas en

“Y” 0 “V”, ensanchadas normalmente en uno de sus extremos (Turroni et al. 2010).

Efectos beneficiosos de los probidticos

Los probidticos se han consolidado como una alternativa al uso de antibidticos en la
prevenddn o tratamiento de desdrdenes gastrointestinales (Ouwehand et al. 2004). Por otra
parte, los medicamentos pueden producir complicaciones, induyendo fendmenos de
resistencia y toxicidad crénica a largo plazo (O’Flaherty et al. 2005). Numerosos estudios
muestran la gran utilidad de las bacterias acido-lacticas como probidticos tanto en humanos
como en animales. Algunas cepas se han usado como adyuvantes en la prevencion de

infecciones gastrointestinales y enteritis (Coconnier et al. 2000).

Ademads de la actividad antibacteriana de los probidticos, se ha descrito un potencial
antivirico, principalmente rotavirus causantes de diarreas (Zhang et al. 2008). Los lactobacilos
son capaces de potendar respuestas antigénicas especificas inducidas por vacunas bacterianas

o viricas, como gripe (Olivares et al. 2007), polio (de Vrese et al. 2005), difteriay tétanos (West
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et al. 2008). Los beneficios de los probidticos no se limitan exclusivamente al tracto
gastrointestinal. Tanto en nifios como en adultos, son utiles en el tratamiento y/o prevencién
de alergias y enfermedades de distinta indole, como la diarrea, vaginitis, dermatitis atépica o
cancer. Huang et al. (2009) demostraron que Lactobacillus rhamnosus LGG es capaz de
suprimir la penetracion de E.coli K1 meningitica a través de las células epiteliales intestinales in

vitro y reducir la meningitis en ratas recién nacidas.

Sin embargo, no se debe asumir que todas las bacterias acido-lacticas poseen
propiedades beneficiosas. Asimismo, es importante recordar que cuando se describe un efecto
de una cepa no se puede extrapolar a las restantes cepas de la misma especie (Gareau et al.

2010).

Probioticos y diarrea

La diarrea aguda producida por virus o bacterias es el mayor problema de salud a nivel
mundial y, frecuentemente, causa la muerte, especialmente en nifios hospitalizados y paises
en desarrollo. Comunmente, ocurre por el consumo de agua o comida contaminada con
materia fecal (Chen et al. 2010). Sin embargo, es un error pensar que sélo afecta a regiones
pobres, ya que su incidencia en paises desarrollados, a pesar de las condiciones sanitarias, es
superior al 30% de la poblacién cado afio (De Vrese & Marteau, 2007). El uso de probidticos
con propiedades inmunomodulatorias que alivian los sintomas y acortan la duracién de esta
infeccion es quizas el efecto mas estudiado (Quigley, 2010). Estos beneficios induyen una
disminucién de la frecuenda de infeccdn, episodios que se acortan en 1-1,5 dias (Binns & Lee,
2010), promueven una respuesta inmunitaria sistémica o local, y aumentan el nimero de
anticuerpos especificos frente a rotavirus (lannatti & Palmieri, 2010). En un ensayo en nifios
sanos, la administracion de un yogur enriquecido con L.casei ha demostrado que esta bacteria
reduce la frecuencia y duracién de la diarrea comparado con los que habian consumido un
yogur tradicional (Pedone et al. 2000). Distintos estudios tipo meta-andlisis, tres usando una
variedad de probidticos y dos empleando cepas Unicas, indican la efectividad del tratamiento
con probidticos, ya que disminuye el riesgo y el tiempo de estainfeccidon en nifios (Gareau et

al. 2010).

La diarrea asociada a antibidticos se define como aquella diarrea vinculada a la
administracién de antibidticos de forma periddica (Aureli et al. 2011). Este tipo de patologia
suele ser consecuencia de alteraciones en la microbiota intestinal inducida por el uso de

antibioticos (McFarland, 2008). La ingestion diaria de L.plantarum en pacdientes a los que se les
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administra antibidticos para controlar una infeccién recurrente reduce la severidad de los
sintomas comparados con el placebo (Lonnermark et al. 2010). En nifios, la administracion oral
de L.rhamnosus previene este tipo de diarrea (Ruszczynsk et al. 2008). Ademas, un meta-
analisis indica la efectividad del tratamiento con S.boulardii en la prevencién de esta diarrea,

en adultos (McFarland, 2010).

Clostridium difficile, patégeno oportunista, permanece latente en el organismo, v,
cuando las condiciones son favorables, es decir, en situaciones de inmunodepresién
provocadas por la toma de antibidticos, se manifiesta cursando desde diarreas leves, hasta
colitis pseudomembranosa y complicaciones intra-abdominales y sistémicas que pueden
conducir a la muerte del paciente (Surawicz & Alexander, 2011). Es una infeccién nosocomial
severa y prevalente (McFarland, 2008). Los probiéticos se han utilizado para reducir este tipo
de patologia en ancianos hospitalizados (Leffler & Lamont, 2009). Un ensayo tipo meta-analisis
indica la efectividad de los probidticos, disminuyendo la frecuencia de diarrea aguda en
pacientes con esta infeccién (McFarland, 2006). En concreto, se ha descrito el efecto protector
del tratamiento con el probiético Saccharomyces boulardii, no asi Lrhamnosus GG, frente al
desarrollo de diarrea asociada a C.difficile, asi como en la prevencidon de esta enfermedad
(Pillai & Nelson, 2008). Asimismo, se ha descrito un efecto beneficioso de Lplantarum en la

recurrendia de diarrea en un pequefio estudio (Wullt et al. 2003).

La diarrea del viajero es una patologia que afecta entre un 20% a un 60% de los viajeros,
dependiendo del lugar que visiten (Lopez-Gigosos et al. 2009). Puede ser causada por virus y
bacterias, siendo E.coli enterotoxigénica y enterohemorragica las mas frecuentes, o parasitos,
como Giardia lamblia y Entamoeba histolytica (De Saussure, 2009). Lactobacillus rhamnosus
GG ha sido el probidtico mas efectivo frente a la diarrea de viajero (Hilton 1997). Sin embargo,
los resultados existentes son inconsistentes debido, en parte, al pais donde se viaje, a las

distintas cepas probidticas, la microbiota local, etc. (De Vrese & Schrezenmeir, 2008).

Entre los mecanismos por los que los probidticos podrian prevenir o aminorar los

efectos de estas diarreas se induyen:

* Adherencia a la superficie epitelial intestinal, de tal forma que impiden el acceso de
los patdgenos. Este fendmeno de exclusién competitiva se ha observado en estudios
in vitro en células epiteliales intestinales, las cuales son pre-tratadas con
L.helveticus, que inhibe la invasion de Campylobacter jejuni (Wine et al. 2009).

* Los probidticos producen factores antibacterianos, que ayudan a la eliminacién de

microorganismos no deseados. Uno de estos factores son las bacteriocdnas,
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pequefios péptidos termo-estables, que inhiben el crecimiento de otras bacterias,
incluyendo a los enteropatégenos (Corr et al. 2007). Asimismo, proteinas
superficiales presentes en algunos lactobacilos, como la proteina A de L.acidophilus
previene la unién de E.coli EHEC O 157:H7 a células epiteliales intestinales (Johnson-

Henry et al. 2007).

Probioticos y enfermedades intestinales

Otro ejemplo de la efectividad de los probiéticos con un fin terapéutico es su utilizacién
para paliar las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell): desdrdenes inflamatorios

crénicos del intestino, colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn.

La patogénesis de las Ell no se conoce completamente. Involucra dos elementos
importantes: factores genéticos y ambientales (Veluswamy et al. 2010), lo que genera
respuestas inmunitarias descontroladas y exageradas frente a la microbiota intestinal y, en
consecuenda, el desarrollo de inflamacion (Barrie & Regueiro, 2007; Cerf-Bensussan &
Gaboriau-Routhiau, 2010). Particularmente, una respuesta desregulada de las células T de la
mucosa intestinal conduce a la produccién de citoquinas pro-inflamatorias asociadas a una

respuesta tipo Th1, como IFN-y y TNF-a (Raman et al. 2011).

La microbiota alterada del intestino juega un papel importante en la patogénesis de las
Ell, fundamentalmente en la enfermedad de Crohn. Asi, bacterias pro-inflamatorias, como las
cepas de E.coli enteroinvasivas, son mas frecuentes en la mucosa del ileon de los pacientes con
enfermedad de Crohn en comparacion con individuos sanos, lo que sugiere que la presencia de
estos microorganismos podria ser el origen de la enfermedad (Darfeuille-Michaud et al. 2004).
Otra hipétesis sugiere que una especie de Firmicutes, F. prausnitzii, presente en menor
frecuencia en la microbiota intestinal de estos pacientes, es el factor desencadenante de esta
patologia (Sokol et al.2008). El aumento de la permeabilidad intestinal parece ser otra causa
de esta desregulacion de la respuesta inmunitaria, provocando graves lesiones en el tracto
gastrointestinal (lannetti & Palmieri, 2010). Ademas, se ha descrito que deficiendas de NOD-2
contribuyen al desarrollo de la enfermedad de Crohn, asi como que la insuficiencia/ausenca

de vitamina D influye en la prevalenda de esta enfermedad (Wang et al. 2010).

La diferencia principal entre colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn radica en la
localizacidn y la naturaleza de los cambios inflamatorios. La enfermedad de Crohn puede

localizarse en cualquier parte del tracto gastrointestinal, desde la boca hasta el ano, y afecta a
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toda la pared del intestino; mientras que la colitis ulcerosa se restringe al colony recto y dana

la mucosa (Shida & Nanno, 2008).

Los probidticos son capaces de re-colonizar y restaurar la microbiota a nivel del tracto
gastrointestinal (lannitti & Palmerieri, 2010), lo que sugiere que el uso de los probidticos
puede ser una buena estrategia para el tratamiento de estos pacientes (Gareau et al. 2010).
Un estudio describe un efecto beneficioso de los probidticos en el tratamiento de colitis y
pouchitis, pero no para la enfermedad de Crohn (Isaacs & Herfarth, 2008). Este trabajo utiliza
VSL#3, una mezcla de ocho bacterias probidticas, entre las que se incluyen distintas espedes
de Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus, mediado en parte por un incremento de la
expresion de FoxP3 localizada (Pronio et al. 2008). En pacientes con colitis ulcerosa, el uso de
los probidticos Escherichia coli Nissle 1917 y L.rhamnosus GG muestra una eficacia equivalente
al tratamiento de referencia, mesalazina, en cuanto a la prevencdn y remisién de la

enfermedad, respectivamente (Shida & Nanno, 2008).

Por otro lado, los estudios realizados en pacientes con enfermedad de Crohn no son
concluyentes, e induso, contradictorios. Se ha descrito que el consumo diario de Lrhamnosus
GR-1vy L.reuteri RC-14 durante un periodo de treinta dias incrementa la proporcion de células
CD4+CD25+ (células T reguladoras) y disminuye el ratio TNF-a/1L-12 de las células dendriticas y
macréfagos en sangre periférica de los pacientes con esta enfermedad (Lorea Baroja et al.
2007). En modelos experimentales, se ha comprobado que la cepa L.casei DN-114001 reduce
el dafio de la mucosa, la respuesta inflamatoria y la translocacién bacteriana. In vitro, este
probidtico suprime la produccién desmesurada de TNF-a y disminuye el ndmero de linfocitos T
helper activados. Asimismo, se ha descrito que las citoquinas INF-y, IL-6, IL-2, asi como las
guimioquinas IL-8 y CXCL1, se encuentran inhibidas en presencia de esta cepa en explantes de

la mucosa inflamada de estos enfermos (Uopis et al. 2009).

Un aspecto importante es el aumento de procesos apoptdticos en sitios con dafio
inflamatorio agudo y a través de todo el eje cripta-vellosidad que presentan los pacientes con
Ell, debido fundamentalmente a la desregulacion de las sefales del sistema inmunitario
intestinal (Hérmannsperger & Haller, 2010). La produccion de TNF e IFN, consecuencia de este
estado inflamatorio crénico, acelera la apoptosis de células epiteliales intestinales. En este
sentido, se ha descrito que dos proteinas liberadas por el probiético L.rhamnosus GG, asi como
E.coli Nissle 1917, inhiben la sefializacidon pro-apoptdtica inducida por TNF y activa las rutas

dependiente de Akt (Yan et al. 2007; Kamada et al. 2008).
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Probidticos y alergias

El sistema inmunitario intestinal reconoce bacterias comensales, bacterias patogenas
que intentan invadir el intestino y antigenos alimentarios, discriminando entre los
componentes peligrosos o beneficiosos y atacando a aquellos que puedan ser nocivos para el
huésped. El mantenimiento de la simbiosis microbiota comensal-sistema inmunitario intestinal
es indispensable para la homeostasis del intestino (Takahashi, 2010). Cuando esta interaccién
no es adecuada, se desarrollan enfermedades derivadas de desregulaciones de la respuesta
inmunitaria como alergias y enfermedades autoinmunes (Shida & Nanno, 2008). Asi, en nifios
atdpicos, se ha demostrado que existe una correlacidn entre laincidencia de esta enfermedad
y la composicidn de la microbiota (Takahashi, 2010). Estos nifios presentan menos lactobacilos
y bifidobacterias en comparadén con nifios sanos (Shida & Nanno, 2008). Otro estudio
comprueba que la prevalenda de bifidobacterias en lactantes que desarrollan procesos
alérgicos durante el primer afo de vida es menor, lo que sugiere que la desregulacion de la

microbiota intestinal precede a la aparicién de los sintomas de alergia (Bjorkstén et al. 2001).

En las dultimas décadas, la incidencia de trastornos alérgicos ha aumentado
drasticamente en paises industrializados, de tal forma que se ha convertido en las
enfermedades créonicas mas comunes (Shida & Nanno, 2008). Pese al componente genético de
esta patologia, los datos indican que este incremento puede estar relacdionado con ambientes
limpios, conforme ala “hipétesis de la higiene”, es decir, la ausencia de estimulos microbianos
durante lainfancia, debido alas buenas condiciones sanitarias, provoca una maduracién lenta
del sistema inmunitario y un desequilibrio entre las respuestas inmunitarias Thly Th2, que

favorece el desarrollo de alergias mediadas por Ig E (Borchers et al. 2009).

Los probidticos parecen ayudar al tratamiento de las enfermedades alérgicas por
distintos mecanismos: su habilidad de producir cambios en la microbiota, su actividad
metabdlica y su capacidad de modular al sistema inmunitario produciendo efectos
beneficiosos (lannitti & Palmieri, 2010). La administracién de probidticos durante el periodo
perinatal parece ayudar a la prevencion de la dermatitis atdpica (Ji, 2009). Asi, varios estudios
controlados por placebo demuestran que la administracién de L.rhamnosus GG en redién
nacidos reduce la inddencia de esta enfermedad hasta los dos afios (Kalliomaki et al. 2001).
Por otra parte, la aplicacion de Lfermentum VRI-033 PPC aminora la gravedad de la

enfermedad durante la infancia (Weston et al. 2005). Otros autores han descrito como
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L.reuteri y L.rhamnosus disminuyen o previenen el eczema en nifios, pero no eliminan la
enfermedad (Wickens et al. 2008, Abrahamsson et al. 2007). Kukkonen et al., 2007,
observaron una asociadon inversa entre enfermedades atdpicas y la colonizacién intestinal
mediante probidticos y conduyeron que la prevencién del eczema atépico en nifios de alto-
riesgo es posible gracdias al tratamiento con probidticos y prebiéticos, los cuales modulan la
microbiota del lactante. Por ultimo, el uso de L.casei DN-114 001 muestra un efecto
profilactico en la inddencia de rinitis alérgica, en nifios. Aln asi, no todos los padentes
responden igual al tratamiento, posiblemente debido a que esta enfermedad implica factores

genéticos y ambientales (Giovannini et al. 2007).

Pese a que todos estos estudios son bastante prometedores en la busqueda de un
tratamiento alternativo para paliar las alergias, también se han observado efectos no
deseados. Asi, se ha descrito que el uso de L.acidophilus LAVRI-Al incrementa el riesgo de

padecer una sensibilizacion alérgica en ninos de alto-riesgo (Taylor et al. 2007).

Probioticos y reduccion de Ia colesterolemia

El colesterol es una molécula bioldgica de vital importancia que desempefia papeles
fundamentales, incluyendo ser el precursor de la sintesis de hormonas esteroideas y acidos
biliares y el mantenimiento de la estructura de la membrana y de las estructuras de
aislamiento de los nervios (Lee et al. 2010). Altos niveles de colesterol estan asociados a
enfermedades cardiovasculares (Fogli-Cawley et al. 2007), asi como a un aumento del riesgo
de los sintomas del sindrome metabdlico, induyendo obesidad abdominal, hiperglucemia e

hipertensién (Isomaa et al. 2001).

Los probidticos suponen una alternativa para el tratamiento de pacientes con
hipercolesterolemia. Este efecto estd bien documentado tanto en animales como en humanos.
La administracidn de L.plantarum y L.acidophilus, a determinadas dosis y durante un tiempo
determinado, reduce significativamente los niveles de colesterol total y los triglicéridos
comparados con el control, en ratones y ratas, respectivamente (Nguyen et al. 2007;
Fukushima et al. 1999). En humanos, las cepas L.acidophilus y Bifidobacterium longum han
demostrado que disminuyen significativamente la concentracion de colesterol total, en varios
estudios control-placebo. Uno de estos ensayos, describe que B.longum aumenta los valores
de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), en comparadén con el control (Anderson &

Gilliand, 1999; Xiao et al. 2003).
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Los distintos estudios que examinan la eficacia de los probidticos no aportan mucha
informacién acerca de los mecanismos a través de los cuales los probidticos modularian los

niveles de colesterol. Se han propuesto varias estrategias (Ooi & Liong, 2010):

- Desconjugacion enzimatica de sales biliares mediante una hidrolasa presente en

probidticos (Jones et al. 2004).

- Que sean capaces de unir colesterol. Se ha descrito que Lactobacillus gasseri es capaz
de unir esta molécula asu superficie celular in vitro. Esta capacidad es especifica de cepa y de

su fase de credmiento (Usman 1999; Kimoto et al. 2002) (Figura 8).

Figura 8

Lactobacillus gassen' es capaz de unir colesterol a su superficie
invitro

- Conversidn de colesterol en coprostanol, molécula que se elimina directamente por las
heces. lye et al. (2010) evaluaron esta transformacidon en coprostanol utilizando distintas
cepas de Lactobacillus. La concentracién de colesterol disminuye como resultado de la
fermentaddn por parte de los probidticos acompafada de un incremento de la concentracién

de coprostanol.

- La degradacién de los probidticos en el intestino conduce a la produccién de acidos
grasos de cadena corta en cantidades importantes, principalmente, acetato, propionato y
butirato, los cuales son absorbidos a través de la circulacidon o excretados. Mientras que el
butirato es metabolizado por los enterocitos, el acetato y el propionato alcanzan intactos el
higado, ya que ambos estan implicados en la sintesis de colesterol (Floch, 2010). El propionato
sirve como sustrato para la gluconeogénesis e inhibe la sintesis de colesterol, mientras que el

acetato participa en la produccién de acidos grasos de cadena larga (De Preter et al. 2011).

La mayoria de estos mecanismos estan comprobados in vitro, por lo que seria necesario

estudios posteriores que demostraran este efecto in vivo (Ooi & Liong, 2010).
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Probioticos y cancer

La etiopatogenia del cancer incluye varias rutas mediadas por el sistema inmunitario

(Vollmers et al. 2007), especialmente, enla mucosa epitelial (Lan et al. 2008).

El cancer de colon es una enfermedad multifactorial y compleja, que incluye factores
genéticos y ambientales. Parece ser que existe una estrecha reladén entre este cancer, la dieta
y la microbiota intestinal. La ruptura de la homeostasis intestinal, consecuencia de una mala
dieta, incrementa el riesgo de desarrollar este tipo de enfermedad (Bosscher et al. 2009).
Recientemente, se ha descrito que estos pacientes presentan un aumento de las poblaciones
Bacteroides/Prevotella y/o células inmuno-reactivas IL-17 en la mucosa, pudiendo ser estos

dos parametros buenos marcadores del cancer de colon (Sobhani et al. 2011).

En el colon, ciertas bacterias producen sustancias nocivas que se han correlacionado con
elinicio del cancer. Ademas, este cancer se ha asocdiado a dietas ricas en grasas, ya que el colon
aumenta los niveles de acidos biliares para ayudar a digerirlas. Las sales biliares liberadas en el
intestino delgado son re-absorbidas en ese mismo lugar, pero algunas llegan a nivel del colon.
Los productos de degradacién de la bilis pueden tener un efecto téxico en las células que
revisten esta zona, aumentando la proliferacién celular y un posible cancer (lannetti &
Palmieri, 2010). Las bacterias probidticas que crecen en el colon desempeiian distintas
fundiones, induyendo el control del crecimiento de bacterias potencialmente dafiinas, unién a
mutdgenos, prevencién de la actividad nociva de enzimas en el intestino (B-glucuronidasa,
nitroreductasa) (Liong, 2008; Gupta & Garg. 2009) y formcién de acido linoleico conjugado,
compuesto con propiedades anti-inflamatorias que puede inhibir el desarrollo del cancer.
Asimismo, incrementan los niveles de addo butirico en el colon, fuente de energiay regulador
del credmiento de los colonocitos, estimulando la actividad de enzimas que inactivan
carcinégenos (glutation-S-transferasa), y al sistema inmunitario, generando productos
benefidosos para las células del colon (Kumar et al. 2010). Asi, Lactobacillus y Bifidobacterium
producen acido lactico y acidos grasos de cadena corta que incrementan la acidez del lumen

intestinal (lannetti & Palmieri, 2010).

Para potenciar esta actividad beneficiosa se ha utilizado la combinacidn simbiética de
probidticos y prebidticos, que se define como “ingrediente de la dieta que no es digerible y el
cual beneficia y estimula el crecimiento de bacterias intestinales que mejoran el balance
intestinal del huésped”, tanto en experimentos in vitro como in vivo. La administracion de
Bifidobacterium vy oligofructosa conjuntamente retarda la carcinogénesis en ratas en

comparacion con su aplicacién individual (Liong, 2008).
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Los estudios relacdonados con el consumo de probidticos y su posible efecto en el cancer
parecen muy prometedores, ya que distintos trabajos in vitro e in vivo indican que las bacterias
probidticas reducen el riesgo, laincidenda y el nimero de tumores en el colon, higado y vejiga
(Kumar et al. 2010). En general, los estudios in vitro demuestran que las bacterias probidticas
poseen una gran actividad antimutagénica (Wollowski et al. 2001). Por ejemplo, se ha
demostrado que varias cepas de Lactobacillus y Lactococcus son resistentes a ocratoxina A,
una micotoxina carcinégena, genotdxica e inmunosupresora. Mas aun, este mismo estudio
describe que L.rhamnosus GG es capaz de redudir la cantidad de esta toxina a mas de la mitad
(Piotrowska & Zakowska, 2005). Por otra parte, los efectos beneficiosos de las bacterias
probidticas frente al cancer pueden ser atribuidos a su capaddad de estimular y potenciar el
sistema inmunitario (Murosaki et al. 2000). Asi, Takeda & Okumura (2007) sugieren que la
administracién diaria de L.casei sub shirota proporciona un estimulo positivo en la actividad de
las células NK, las cuales desempefian un papel dave en la proteccién del organismo frente al

cancer.

En el caso del cdncer de mama, se han realizado varios estudios para entender los
factores moleculares implicados en su desarrollo. Algunos factores, como una dieta rica en
lacteos, puede inhibir el desarrollo de algunos tipos de céncer, incluido el de mama (De
Moreno de Le Blanc, 2005). Las leches fermentadas pueden poseer componentes no
bacterianos que contribuyen a sus propiedades inmunoldgicas y actividad antitumoral (Matar,
2003). Pequeiias fracciones de péptidos liberadas durante la fermentacion de la leche con
Lactobacillus helveticus R389 estimulan el sistema inmunitario e inhiben el crecimiento de

fibrosarcoma inmunodependiente en un modelo de ratén (Leblanc et al. 2002).

Mecanismos de accion de los probidticos

Los probidticos son cruciales para el bienestar y la salud del hospedador. Estas bacterias
representan una herramienta efectiva en el control y prevendon de enfermedades (Kim et al.
2006), ya que son capaces de interferir en el crecimiento y la virulencia de patdégenos (Basu et

al. 2007; Lee et al. 2005).

Se han propuesto varios mecanismos por los que estas bacterias, que se encuentran
mayoritariamente alojadas en el tracto gastrointestinal, podrian ser capaces de tratar y
prevenir desérdenes intestinales, como la reducciéon del pH, potendar la reparacién de la
mucosa (Hickson et al. 2007), un aumento de la proliferacidon de anaerobios (Apostolou et al.

2001), competicion con patégenos, secrecion de sustancias antimicrobianas y la estimulacion
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del sistema inmunitario (Servin, 2004). Estos mecanismos de interaccion huésped-bacteria
incluyen un contacto fisico entre la bacteria y el epitelio intestinal (adhesién a la mucosa y
células epiteliales, estimulacion de la secreddn de mucus, produccién de moléculas de defensa
y refuerzo de la barrera intestinal); interaccién sistema inmunitario-bacteria (modulacién y
regulacién de la respuesta inmunoldgica); y, también, un contacto bacteria-bacteria (exclusién
e inhibicddn de patdgenos gracias a la prevencién de la adhesidn, secrecion de sustancias
antimicrobianas, competicidon por los nutrientes y efectos antitoxina) (Collado et al. 2010).

Estas interacciones se encuentran detalladas en la Figura 9.
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Adhesion intestinal

Los probidticos son capaces de colonizar el intestino, aunque sea transitoriamente,
adhiriéndose a la mucosa intestinal. Varios estudios concluyen que las bacterias probidticas
ingeridas no llegan a ser miembros estables de la microbiota pero persisten durante cortos

periodos de tiempo (Gardiner et al. 2004; Klingberg & Budde, 2006).

La adhesion bacteriana al epitelio intestinal es un requisito indispensable en la seleccién

de una cepa como probidtica, ya que afecta al periodo de residencia de esa bacteria en el
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tracto intestinal (Servin & Coconnier, 2003), evitando que sean eliminadas por los
movimientos peristélticos intestinales y/o por otras bacterias que componen la microbiota; y
es antagdnica frente a patogenos (Reid et al. 2002). Las bacterias probidticas ya adheridas
pueden prevenir la adhesion de patdgenos, tanto de bacterias coliformes como de dostridios,
y estimulan la renovacdién del tracto intestinal (Forestier et al. 2001; Lee et al. 2003; Alemka et
al. 2010). En un estudio reciente, Romeo et al. (2010), han descrito que dos cepas de
Lactobacillus, reuteri y rhamnosus, son capaces de prevenir la colonizacén intestinal de
especies de Candida y reducir los sintomas de la infeccidn, en neonatos. Esta propiedad de las
cepas probidticas de inhibir la colonizaciéon e invasion de microorganismos patdgenos reside en
su capacidad de adherencia al epitelio intestinal (Servin & Coconnier, 2003). Varios estudios
han demostrado que diversas proteinas celulares de superficie, como la proteina MapA de
L.reuteri (Miyoshi et al. 2006) y EF-Tu de L.johnsonii, son factores importantes implicadosen la
adhesioén de estas cepas al trato intestinal (Granato et al. 2004). Asimismo, se ha descrito que
los lactobadilos poseen adhesinas superficiales similares a las patogénicas (Neeser, 2000), lo
gue sustenta que determinadas cepas de este género pueden ser usadas como agentes en la

prevencddn de lainvasién de patdgenos y el tratamiento de la infeccidn (Horie et al. 2002).

De manera similar alas bacterias probidticas, la adhesion a la superficie intestinal es un
factor clave en la patogeniddad de las enterobacterias (Laparra & Sanz, 2009), y es un paso
previo a la colonizadén e infeccidon del tracto intestinal (Salminen et al. 2010). Después de
causar la infeccidn, las bacterias patdgenas atraviesan el mucus intestinal y se adhieren a los
enterocitos. El paso inicial en el caso de Salmonella estd mediado por fimbrias, que reconocen
receptores en las células eucariotas. Las bacterias 4cido-lacticas previenen este acoplamiento
de los patégenos, en consecuendia, se reduce la colonizacién y protege frente a la infeccion

(Coconnier et al. 2000; Servin, 2004).

Produccion de compuestos antimicrobianos

Las cepas probidticas producen una gran variedad de compuestos, incduyendo acidos
organicos, como el acido lactico, acético y fenil-lactico, perdxido de hidrégeno, acidos grasos.
Estos compuestos son los que se producen mayoritariamente durante el crecimiento de los
probidticos y provocan una disminucién de pH en el tracto gastrointestinal que posee un
efecto bactericida o bacteriostdtico. Estos componentes se han descrito como potentes

inhibidores de bacterias patégenas Gram negativas (O’hara et al. 2007).
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Los probidticos, como otras bacterias del addo-lactico, pueden producir bacteriocinas y
péptidos antimicrobianos, efectivos frente a otras bacterias, bien de la misma espedie o de
distintos géneros (amplio espectro). La generacién de estos compuestos antimicrobianos

parece estar estimulada por la presencia de patdgenos (Rossland et al. 2005).

Exclusion competitiva de patogenos

La exclusion competitiva de los microorganismos patégenos es el mecanismo mas
importante del efecto beneficioso de los probidticos (Adlerbeth et al. 2000). Este mecanismo
esta basado en una interaccién bacteria-bacteria y mediado por la competicién de los
nutrientes disponibles y los sitios de adhesidn a la mucosa. Las bacterias son capaces de
modificar el ambiente para que sea mas inhdspito para sus competidores. La produccion de
sustandas antimicrobianas, como 4cido lactico o acético, es un ejemplo claro de este cambio
ambiental. Varios estudios demuestran que cepas probidticas especificas inhiben
competitivamente la adhesion de patdgenos y los desplazan (Lee et al. 2003; Gueimonde et al.
2006). Los lactobacilos y las bifidobacterias comparten receptores de unién a glicidos con
algunos enteropatdgenos, esto hace que puedan competir por los sitios de unién de los
receptores del huésped con los patégenos (Nesser et al. 2000; Todoriki et al. 2001). Asimismo,
los probidticos pueden redudir la colonizacién y la invasidn, disminuyendo la viabilidad de los
patdégenos por la generacidn de inhibidores del crecimiento. Esta exclusion competitiva se ha
demostrado tanto in vitro como in vivo (Genovese et al. 2000). Hirano et al. (2003), observaron
que Lactobacillus rhamnosus, bien adherido a células epiteliales intestinales, era capaz de

inhibir la penetracién de E.coli enterohemorragica (EHEC).

Se han desarrollado numerosos estudios de adhesidn de bacterias acido-lacticas y la
exdusién competitiva de bacterias patdgenas (Todoriki, 2001; Sanz, 2007; lzquierdo, 2008;
Sanchez, 2008). Diversos ensayos describen un efecto antagdnico de cepas de bacterias acido-
lacticas, como L.acidophilus, L.rhamnosus, L.casei, Bifidobacterium breve y Enterococcus
faecium frente a Salmonella typhimurium, incluyendo la inhibicidn en el crecdmiento de este
patégeno y su invasion, tanto in vitro como in vivo (Lin et al. 2007; Tsai et al. 2005); v,
Escherichia coli, Listeria  monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile vy
Clostridium perfringens, en los que se observa que el probiético es capaz de inhibir, competiry

exduir a estos patégenos (Collado et al. 2007; Collado et al. 2005; Gueimonde et al. 2006).
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Inmunomodulacion

La microbiota intestinal normal a través del contacto y la interaccién con el tejido
linfoide de la mucosa intestinal desempeifia un papel fundamental en el desarrollo y
maduracién del sistema inmune competente. En los Ultimos afios, se ha descrito que los
probidticos poseen funciones semejantes a la microbiota residente, pudiendo modular los
mecanismos de defensa inmunitarios innatos y adaptativos (Borchers et al. 2009). Las
propiedades inmunomoduladoras actian a distintos niveles: producen enzimas hidroliticas y
disminuyen la inflamaddn intestinal (Ferre Lorente & Dalmau Serra, 2001); modifican las
respuestas a antigenos, potenciando respuestas Thl y atenuando respuestas Th2 (Hua et al.
2010); inducen la migraciéon de las células B y aumentan la secrecidon de Ig A especifica via
modulacién de las células dendriticas intestinales (Galdeano et al. 2004; Mora et al. 2006); y

facilitan la captacion de antigenos enlas Placas de Peyer.

Probidticos e inmmunidad innata

La colonizacion por enterobacterias del tracto gastrointestinal induce la activacién de la
cascada inflamatoria que da como resultado la secreciéon de IL-8 y otras moléculas pro-
inflamatorias y, como consecuencia, se produce el reclutamiento de neutréfilos y otras células
inflamatorias. En muchos casos, una infiltracion masiva y prolongada de neutrdfilos provoca
una inflamacién crénica que conduce al daifio celular, disfunciéon de la barrera epitelial y
diarrea. Algunas cepas probidticas, como Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium longum,
pueden inhibir la produccién de IL-8 de las células epiteliales intestinales inducida por la
presencia de enteropatégenos (Frick et al. 2007; Candela et al. 2008), a través de la
modulacién de la sefializacién de NF-kB (Sokol et al. 2008). Recientemente, se ha descrito que
la inflamacidon producida por la infeccién de enteropatdgenos provoca cambios en la
microbiota, reduce la resistenda a la colonizacién y potencia el crecimiento de patégenos
(Stecher & Hardt, 2008). Alternativamente, los probidticos liberan factores solubles que en si
mismos activan estas cascadas a nivel del epitelio o de las células del sistema inmunitario

(Hoarau et al. 2006).

En otros casos, la asociacdn de los probidticos con las células epiteliales intestinales es
suficiente para activar lainmunidad innata, potenciando la secrecidon de mucinas y defensinas
(Caballero-Franco et al. 2007; Schlee et al. 2008), evitando procesos apoptdéticos (Yan et al.
2007), o bien, desencadenando cascadas de sefializacién que finalmente activan a las células

del sistema inmunitario de la ldmina propia. Debido a esta interaccion, la liberacién de
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citoquinas pro-inflamatorias se encuentra notablemente disminuida (Elmadfa et al. 2010). Asi,
la infeccién de las células epiteliales intestinales Caco-2 con la bacteria Shigella flexneri
normalmente induce una respuesta pro-inflamatoria, pero si estas células son previamente
incubadas con el probidtico Lactobacillus casei DN-114 01, se reduce esta respuesta gracias a
la inhibicidn de la activacion de NF-kB (Shida & Nanno, 2008). Por el contrario, otros autores
proponen que los probidticos promueven el bienestar intestinal a través de mecanismos que
estimulan las respuestas innatas epiteliales, en lugar de suprimir el estado inflamatorio, es
decir, que activarian la via de NF-kB y la produccion de TNF-a en el epitelio intestinal, y, por
tanto, estos efectos beneficiosos estarian asociados a procesos de inmuno-estimuladén y no
de inmuno-supresiéon (Mizoguchi et al. 2008; Pagnini et al. 2010). Asi, Bifidobacterium lactis
BB12 induce la activacién de RelA, lo que supone un incremento en la secrecidon de IL-6. La
expresion de esta citoquina esta ligada a la ruta de sefalizacién del TLR2. Otro ejemplo es
Bacteroides vulgatus, bacteria comensal que activa la ruta de NF-kB a través de la via IL-

1R/TLR4 (Thomas & Versalovic, 2010).

Algunos probidticos son capaces de estimular la inmunidad innata, por ejemplo,
incrementando la capacidad fagocitica (Bezirtzoglou & Stavropoulou, 2011). Los probidticos
estan dotados de propiedades antiviricas, que aumentan el potencial citotéxico de las células

NK (Moretta et al. 2008) y la capacidad de fagocitar de los macréfagos (Delcenserie et al.

2008).

Por otra parte, componentes de |la pared de los probidticos pueden interaccionar con
receptores del huésped, PRR, que reconocen determinados patrones, MAMP, generando una
respuesta rapida frente a numerosos microorganismos, incluyendo patégenos potenciales. El
contacto MAMP-PRR induce cascadas de sefializadén, que afectan a las rutas del NF-kB y MAP-
guinasas. El resultado final depende del tipo de microorganismo (Lebeer et al. 2010; Strober et
al. 2006). Al igual que con las células epiteliales intestinales, | os probidticos interaccionan con
las células dendriticas a través de TLR (figura 10), promoviendo una cascada de sefiales que

conduce alainmunotolerancia (Gomez-Uorente et al. 2010).
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Figura 10

Vision esquematica del potencial mecanismo de accion por el cual las bacterias comensales y patdgenas interactian con
los TLR provocando diferentes respuestas inmunes. Adaptado de Gomez-Llorente et al. 2010.

Probidticos e inmmnidad adaptativa

Componentes antigénicos de los probidticos son capaces de cruzar la barrera intestinal,
a través de las células epiteliales intestinales y las células M hasta las Placas de Peyer, donde
son procesados y presentados al sistema inmunitario, modulando las respuestas innata y
adaptativa (Gourbeyre et al. 2011). Se ha demostrado que la pared de los lactobacilos contiene
componentes, como polisacaridos, peptidoglucanos y bacteriocinas, que pueden activar la

respuestainmune adaptativa (Vinderola et al. 2006, Forchielli & Walker, 2005).

Varias dtoquinas estan implicadas en la modulacidn del sistema inmunitario (Corr et al.
2010). TNF-a e IL-6 son dtoquinas pro-infamatorias, que participan en la inflamacién sistémica
y en lafase de reaccién aguda. IL-12, junto con IFN-y, produce un cambio hada una respuesta
Th1, lo que favorece el desarrollo de la inmunidad citotéxica o celular. La prostaglandina E,
(PGE,), junto con IL-4, induce la produccddn de una respuesta tipo Th2, lo que ayuda a la
sintesis de anticuerpos e induccdn de Ig E y respuestas alérgicas. La respuesta inmunitaria Th2

involucra a IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13, e induce inmunidad humoral (Borchers et al. 2009). IL-10,
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citoquina antiinflamatoria, potenda la generacidn de células T reguladoras. La funcién de estas
células parece estar bloqueada/regulada por la produccién de citoquinas, como IL-10 y TFG-B
(Hua et al. 2010). Los probidticos parecen disminuir el estado inflamatorio mediante la
elevadon de Ig A, Ig E e IL-10 (lannitti & Palmieri, 2010). El efecto antiinflamatorio mas
marcado se ha demostrado en bifidobacterias, las cuales aumentan la produccién de IL-10 por
parte de las células dendriticas y disminuyen la expresion de moléculas co-estimulatorias,
como CD80 y CD40 (Hart et al. 2004). Ademas, se ha descrito que Lactobacillus rhamnosus GG
provoca la sintesis de IL-10 y disminuye la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-
v, IL-6 y TNF-a, en células T CD4" (Wohlgemuth et al. 2010). Se ha descrito que el probidtico
S.thermophilus es un inductor mas potente de citoquinas tipo Th1, como IL-12 e INF-y, que las

bacterias pertenecientes al género Lactobacillus (Kekkonnen et al. 2008).

Algunas especies de lactobadilos parecen generar células dendriticas “semimaduras”,
un fenotipo que se caracteriza por una expresion elevada de marcadores co-estimulatorios y
una baja produccién de citoquinas pro-inflamatorias. Este tipo de células dendriticas parece
contribuir a la sintesis de células T reguladoras y, en consecuencia, a la toleranda in vivo (Lutz

& Schuler, 2002).

Por otra parte, se ha descrito que la microbiota comensal es capaz de activar la

proliferacion de las células T (Feng & Elson, 2011).

Modulacion de Ia expresion génica en células intestinales

Aungue el epitelio intestinal es inmunolégicamente quiescente, cuando entra en
contacto con bacterias probidticas éstas ejercen efectos inmunomoduladores en las células
intestinales que median las respuestas del sistema inmunitario gastrointestinal (O'Hara et al.
2006). Asi, tras laingestién, los probidticos son capaces de proteger al hospedador a través de
numerosos mecanismos, entre los que se incluye la modulacién de genes implicados en la
defensa de la inmunidad intestinal de la mucosa (Collado et al. 2009). De igual forma, las
bacterias comensales son capaces de modificar la expresidon génica de procesos de distinta
indole como el metabolismo, absorcidn, la funcion de barrera y la maduracién de las células

epitelialesintestinales (Zeuthen et al. 2010).

Existen evidencias de que la interaccién de los probidticos y los enterocitos es la
responsable de las modificaciones complejas que sufre el epitelio. Asi, la bacteria L.acidophilus

produce una expresion diferencial de los genes relacionados con la adhesién en células Caco-2
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(Han et al. 2011). Por otra parte, la administracion de probidticos incrementa la expresidn de
los genes muc, responsables de la produccién de mucinas, componentes fundamentales del
mucus que recubre el epitelio (Dykstra et al. 2011). Ademas, se ha descrito que determinadas
cepas probidticas aumentan la expresion de defensinas in vitro (Schlee et al. 2008). Un trabajo
reciente demuestra que la bacteria probidtica L.plantarum potencia la expresion de 19 genes
reladonados con las uniones estrechas o impermeables que se forman entre las células
epiteliales (tight junctions), evitando que se rompan y fortaleciendo la integridad de la
membrana (Anderson et al. 2010). Por tanto, gracias a la moduladén de determinados genes
de la mucosa, las bacterias probidticas son capaces de potenciar la funcién de barrera del

epitelio intestinal y limitar el acceso de patdgenos (Dykstra et al. 2011).

En el intestino, las respuestas inflamatorias e inmunitarias se hallan bajo el control de
NF-kB. Esta proteina de unién al DNA es el regulador central de la activacidn de la transcripcion
de un gran nimero de genes, que abarcan distintos procesos como adhesién celular, respuesta
inmunitaria y pro-inflamatoria (expresion de citoquinas y quimioquinas), apoptosis,
diferenciacién y crecimiento (Lakhdari et al. 2010). Estudios recientes demuestran que la
sefializacion de NF-kB es un elemento critico en la funcién homeostatica pro-inflamatoria en el
intestino (Hayden et al. 2006) y tanto la deficiencia como la sobreexpresidon de este factor

genera patologias como IBD crdnica y obesidad (Lakhdari et al. 2010).

Como ya hemos mencionado, NF-kB en su estado inactivo se localiza en el citoplasma
unido a una molécula inhibidora, IkB. Bajo condiciones pro-inflamatorias, IkB se fosforila y deja
libre a NF-kB, que es capaz de migrar al nudeo y activar la transcripcion de genes efectores.
Los probidticos pueden interaccionar con esta ruta a distintos niveles (Figura 11) (Tabla 3):
inhibir la fosforilacion de IkBa, como L.rhamnosus GG (Zhang et al. 2005); otros evitan la
degradacion del proteosoma, como L.plantarum (Petrof et al. 2009); o impiden la
translocacidn de NF-kB al nadeo, como L.reuteri (Ma et al. 2004). Gracias a estos mecanismos
previenen la activacién de NF-kB y atendan la expresidn de citoquinas (Thomas & Versalovic,
2010). De igual forma, el probidtico Saccharomyces boulardii modula las cascadas de
sefializacion pro-inflamatorias en respuesta a E.coli ETEC, inhibiendo la activacién de las MAP-
quinasas y NF-kB (Zanello et al. 2011). En este trabajo, la inhibicién de los genes pro-
inflamatorios se correlaciona con una disminucién de la MAP-quinasa ERK 1/2 y fosforilacién

de p38.

Sin embargo, no todos los probidticos actian de la misma forma. Asi, se ha puesto de

manifiesto que otras bacterias probidticas parecen tener efectos opuestos a la via NF-kB, es
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decir, que activan esta ruta para incrementar la liberacion de citoquinas (Thomas & Versalovic,
2010). Asi, B.lactis BB12 y L.casei desencadenan la fosforilacidn de la subunidad p65 de NF-«kB y

MAP-quinasa p38, activando la respuesta inmunitariainnata (Kim et al. 2006; Ruiz et al. 2005).
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Figura 11

Otras bacterias probidticas producen cambios a nivel de las MAP-quinasas, mediadores

clave en las respuestas celulares frente a PAMP reconocdidos por los PRR (Putaala et al. 2010),
que afectan alos niveles de expresién de citoquinas y procesos apoptoticos. Este es el caso de
todas las cepas del género Lactobacillus, que activan las MAP-quinasas ERK 1/2, INKy p38 e
inician respuestas pro-inflamatorias epiteliales como la produccion de IL-8 (Schlee et al. 2007;
Segawa et al. 2011). Por otra parte, se ha descrito que el tratamiento de células epiteliales
intestinales con el DNA de la combinacién de probidticos VSL#3 es capaz de suprimir la
fosforilacién de p38, disminuyendo la secredén de IL-8, por una ruta independiente al sistema

NF-kB (lijon et al. 2004).
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Tabla 3. Modulacién de las cascadas de sefializacién en células epiteliales intestinales por distintas cepas probiéticas.

Probidtico Ruta Efecto
B.lactis BB12 NF-kB Activa RelA

MAPK Aumenta fosforilacion de p38 (Ruiz et al. 2005)
B.longum NF-kB Disminuye la translocacion de p65 (Bai et al. 2006)
F.prausnitzii DSMZ 17677 NF-kB Inhibe Ia activacion de NF-kB (Sokol et al. 2008)
Lacidophilus ATCC 4356 MAPK Activa ERK1/2 y p38

NF-kB Disminuye la fosforilacion de IKBa (Resta-Lenert et al. 2006)
L.bulgaricus NF-kB Disminuye la translocacion de p65 (Bai et al. 2004)
L.casei DN-114001 NF-kB Previene la degradacion de IkBa (Tien et al. 2005)
L.casei PPARY Incrementa el mRNA PPARy (Eun et al. 2007)
Lfermentum DSMZ 20052 NF-kB Bloguea la activacion de NF-kB

MAPK Disminuye la activacion de p38 (Frick et al. 2007)
L.plantarum NF-kB Inhibe proteosoma (Petrof et al. 2009)
Lrhamnosus GG ATCC 53103  MAPK Aumenta la fosforilacion de p38 y JNK (Tao et al. 2006)

Apoptosis Aumenta la expresion de los genes de MAPK (Lin et al. 2008)
Activa AKT/PI3K (Yan et al. 2007)
Previene la ubiquitinacion y degradacion de IkBa (Kumar et al. 2007; Lin et al. 2009)

Saccharomyces boulardii Apoptosis Previene la activacion de casp-3 (Czerucha et al. 2000)

! )

Los receptores TLR son indispensables en el funcionamiento de la maquinaria de la
respuesta inmunitaria, tanto innata como adaptativa (Lavelle et al. 2010), ya que su
estimulacion genera sefiales intracelulares que desencadenan la activaddn de distintos
factores de transcripcion, entre los que se encuentra el NF-kB, que culmina en la expresién de
distintas citoquinas. Al igual que en el caso anterior, los probiéticos pueden regular de forma
diferente la expresién de los TLR y de sus adaptadores, pudie ndo manifestar efectos opuestos,

pro- y anti-inflamatorios (Thomas & Versalovic, 2010).

El TLR2 reconoce peptidoglicano, componente principal de las bacterias Gram positivas,
como el género Lactobacillus. Varios trabajos describen que los probidticos incrementan la
expresion de los TLR2 y TLR9, activando la inmunidad innata (Kim et al. 2006; Tao et al. 2006;
Vizoso Pinto et al. 2009; Voltan et a/.2007). La estimulacion de TLR2 no sdélo se limita a un
aumento en la produccién de citoquinas, sino que ademas potencia la barrera epitelial, ya que
se ha demostrado que la activacidn de este TLR desempefa un papel importante en la

resistencia frente a la invasidn bacteriana (Abreu et al. 2005).

El TLR4 es capaz de reconocer LPS, presente en la pared de bacterias Gram negativas

(Lavelle et al. 2010). Este TLR juega un papel fundamental en la defensa frente a Salmonella.
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Un trabajo describe como la administracidn de L.casei a ratones aumentala expresidn de TLR4,
lo que podria ser utilizado como mecanismo de vigilancia contra bacterias patégenas como

Salmonella (Castillo et al. 2011).

Por otra parte, el TLR5 es un mediador dave en las respuestas pro-inflamatorias frente a
la flagelina de bacterias patdgenas y comensales. Varios trabajos han demostrado que la
administracién de lactobadilos incrementa la expresién de este TLR en respuesta a Salmonella
(Vizoso Pinto et al. 2009; Castillo et al. 2011). Ademas, esta descrito que la flagelina activa la

ruta de las MAP-quinasas en células epiteliales intestinales (Zanello 2011).

Varios trabajos describen un aumento de la expresion del TLR9 cuando se administran
probidticos, como L.johnsonii y L.casei (Kingma et al. 2011; Castillo et al. 2011). Este TLR es
necesario para mediar en el efecto anti-inflamatorio inducido por los probiéticos (Lavelle et al.
2010). Recientemente, se ha propuesto que la estimulacén apical de TLR9 en células
epiteliales intestinales conduce a un estado de mayor vigilanda inmunolégica (Kingma et al.

2011).

Un hecho importante es que cuando se utilizan sobrenadantes probidticos libres de
células el nimero de genes regulados es bajo, lo que sugiere que estas sustancdas no son tan
potentes como las bacterias intactas en la regulacién de la expresién génica. Sin embargo,
cabe destacar que estos metabolitos son capaces de inducir cambios bioldgicos y génicos en el
epitelio intestinal, por tanto, estos factores secretados por los probidticos, presentes en el

medio, participan en el efecto beneficioso que éstos producen (Putaala et al. 2010).

Igualmente, es importante sefalar que los efectos que se observan son cepa-
dependientes y que no se debe asumir que todas las cepas de una especie bacteriana

comparten los mismos efectos (Thomas & Versalovic, 2010).

Por ultimo, cabe destacar que actualmente, gracias a las nuevas tecnologias, es posible
el analisis de una matriz de genes, lo que proporciona un nuevo enfoque para evaluar los
efectos de los probidticos en células inmunitarias, aportando una visién global de los cambios
de los patrones de expresidn de los genes seleccionados en las distintas rutas (Van Baarlen et
al. 2011). Este hecho supone un gran avance y ayudard a entender los mecanismos de

actuacion de los probidticos en el epiteliointestinal.
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MATERIAL Y METODOS

“El cientifico no es aquella persona que da las respuestas
correctas, sino aquel que formula las preguntas adecuadas.”

Claude Lévi-Strauss, antropdlogo francés
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MATERIALES Y METOPOS

MATERIALES

El proyecto “Identificacidn, aislamiento y caracterizacién
de microorganismos probidticos”, suscrito entre HERO Espafia S.A, el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular Il de la Universidad de Granada y la Fundacidn Empresa-
Universidad de Granada (Referencia A2659), finalizd con el aislamiento e identificacion de tres
cepas bacterianas: Lactobacillus rhamnosus HERO 22A, Lactobacillus paracasei HERO 7 vy
Bifidobacterium breve HERO 15B. Estas tres cepas se enviaron a la Coleccién Nacional de
Cultivo de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur para su proceso de registro y su

patentado con la siguiente referencia PCT AX090006WO.
Las tres cepas de bacterias fueron aceptadas como cepas innovadoras y se les asignod la

siguiente denominacién:

e Lactobacillus paracasei CNCM |-4034
e Bifidobacterium breve CNCM 1-4035
e Lactobacillus rhamnosus CNCM [-4036

Posteriormente, estas bacterias probidticas han dado lugar a un segundo proyecto,

“Caracterizacion de la actividad probidtica de las bacterias Lactobacillus rhamnosus CNCM |-
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4036, Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 y Bifidobacterium breve CNCM 1-4035”, dentro del

cual se incluye la presente tesis.

Bacterias

&R Origen de las cepas probiodticas de estudio

Como ya hemos mencionado, para que una cepa bacteriana pueda ser considerada un

potencial probidtico debe cumplir las siguientes premisas:

* Formar parte de la microbiota del intestino humano

No ser patdgeno ni toxigénico

* Mantenerse viable en medio 4cido del estdmago y en contacto con la
bilis del duodeno

*  Poseer capacidad de adhesidn a las células epiteliales intestinales

*  Adaptarse a la microbiota intestinal sin desplazar a la ya nativa o
existente

* Produdir sustancias antimicrobianas

#  Tener capacidad para aumentar de forma positiva las funciones

inmunes y las capacidades metabdlicas (West et al. 2009).

En nuestro caso, se seleccionaron lactantes alimentados con leche matema
exdusivamente, ya que la microbiota intestinal de estos lactantes es muy rica en
bifidobacterias (Boesten et al. 2010) y lactobacilos (Nakamura et al. 2009), a los que se
atribuyen parte de las propiedades protectoras de la leche materna en relacién con la menor
incidencia de enfermedad en los lactantes, comparados con los alimentados con lactanda
artificial. Se aislaron tres cepas a partir de las heces de estos nifios y se les realizaron pruebas
esenciales para evaluar su capacidad como probidticos. Estos microorganismos fueron capaces
de resistir las condiciones de la digestion gastrica e intestinal, la acidez gastrica (prueba de pH)
y las sales biliares (Oxgall®). Se demostré que eran capaces de adherirse a las células del
epitelio intestinal, en concreto, a células HT29 (Vieites et al. PCT AX090006WO). Esta
capacidad de supervivencia de estas bacterias podria suponer una ventaja selectiva en cuanto
a la colonizacién y mantenimiento de las bacterias en el tracto gastrointestinal humano.

Ademas, la informaciodn filogenética de sus RNA 16s, clasifican a estas nuevas bacterias como
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cepas individuales: Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036, Lactobacillus paracasei CNCM |-

4034y Bifidobacterium breve CNCM 1-4035.

& Obtencion del sobrenadante probiotico libre de células

En este trabajo, se han utilizado sobrenadantes del medio de cultivo de crecimiento de

las bacterias probidticas sometidas a estudio, ensayados frente a enterobacterias.

Estos sobrenadantes fueron suministrados porla empresa Biopolis S.L., bajo el protocolo

gue se detalla a continuacidn.

Las cepas probidticas del género Lactobacillus se cultivaron en medio liquido Man,
Rogosa & Sharpe (MRS) (Oxoid) durante 17 h o 24h, a 37 °C, mientras que la cepa de
Bifidobacterium se cultivd en medio MRS adicionado con disteina 0.05%. Transcurrido este
tiempo, el sobrenadante de cada una de las cepas se recogioé por centrifugacion, se liofilizé y se
diluyé para concentrarlo diez veces su volumen, se neutralizé el pH hasta un valor de 6.0y se
esterilizé con un filtro Millipore de 0.22 um de diametro. Alicuotas del sobrenadante

neutralizado y esterilizado se almacenaron en congelacién a -80 ° C, hasta su uso.

@ Patégenos ensayados

Las bacterias patdgenas fueron obtenidas de la Coleccidon Espafiola de Cultivos Tipo

(CECT).

Debido al efecto cepa descrito en numerosos trabajos (Salminen et al. 2010) vy
atendiendo al estudio de patégenos con distinto mecanismo de patogenicidad, se estudiaron
las tres bacterias probidticas frente a enteropatdgenos (tabla n2 4): tres cepas de E.coli
enterotoxigénica (ETEC), tres cepas de E.coli enteropatégena (EPEC) y tres cepas de Salmonella

enterica.
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Tabla 4. Bacterias patogenas ensayadas, pertenecientes a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo

(CECT)
Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) Bacteria patdgena
CECT 443 Salmonella enterica sub typhimurium
CECT 4594
CECT 725 Salmoneila enterica sub typhi
CECT 727
CECT 729 Escherichia coli Enteropatogena EPEC
CECT 742
CECT 434
CECT 501 Escherichia coli Enterotoxigénica ETEC
CECT 515

Lineas celulares

& Células epiteliales intestinales Caco-2

Se utilizaron células epiteliales intestinales Caco-2, procedentes de cdncer de colon
(tumor de cancer de colon primario de un hombre caucasiano de 72 afios, pase 42), obtenidas

del Centro de Instrumentacion Cientifica de la UGR.

Estas células se cultivaron en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma
Aldrich), 10% suero fetal bovino (Invitrogen), 1% glutamax (Invitrogen) y 1% de una solucion de
antibidticos (penidlina G (10 1U/ml), estreptomicina sulfato (100 pg/ml) y anfotericina B
(250ng/ml); Invitrogen), hasta su confluendia en condidones estandar (37°C, 5% CO, y 95% de
humedad). Después de una semana de post-confluenda, donde es bien conoddo que los

enterocitos se encuentran diferenciados, se realizaron los ensayos.

@ Células dendriticas de Langerhans
Se utilizaron las células dendriticas de Langerhans, derivadas de células progenitoras

CD34" (células madre hematopoyéticas), obtenidas a partir de sangre del cordén umbilical, y

comercializadas por MatTek Corporation (Ashland, MA).
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Para su cultivo se siguieron los protocolos descritos por MatTek Corporation. Estas
células expresan CD1a, HLA-DR, CD80, CD86, CD40, CD11c, CD54, CD206, granulos de Birbeck,
asi como distintos TLR: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR6, TLR7 y TLRO.

Como particularidad, estas células crecen en suspension. Ademas, después de un dia del
proceso de descongelacidn, se realizaron los experimentos, ya que la viabilidad de estas

células disminuye con el transcurso de los dias.

El medio en el que se realizaron los experimentos, también fue suministrado por MatTek
Corporation. Basicamente, esta compuesto de medio RPMI-1640, suero fetal bovino y
antibioticos (penicilina y estreptomicina). Para nuestros ensayos, se utilizé el medio DC-MM y
DC-BAS, en los que la Unica diferencia es la presencia o no de una combinacidn de citoquinas,

respectivamente.

@ Células T

En los ensayos de proliferacion, se utilizaron células T autdlogas, es dedir, procedentes
del mismo individuo a partir del cual se han obtenido las células dendriticas, comercializadas

por MatTek corporation.

Al igual que en el caso anterior, para su cultivo se siguieron los protocolos descritos por
la casa comercial. En este caso, el medio utilizado para los experimentos fue TC-MM y TC-BAS,
suministrados por el fabricante. La particularidad del medio TC-MM es la presencia de

citoquinas en su composicién.

@R Preparacion de las células dendriticas y células T

El protocolo de descongelacién de las células dendriticas/células T es el recomendado

por el fabricante.

Brevemente, se descongelael vial a 37 °C, durante 1-2 minutos.

Se transfiere la suspensién celular de 2 ml a un tubo cénico de 15 ml y se lleva a un

volumen de final de 10 ml de medio DC-BAS, para las células dendriticas, y TC-BAS, para las
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células T. Este procedimiento es extremadamente delicado asi que, para no dafar las células,

no se debe re-pipetear y es necesario realizarlo lentamente.

Se centrifuga a 200-300 g, a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Se descarta el sobrenadante con cuidado dejando un volumen de 0.5 ml. Se resuspende
el precipitado en 2 ml de medio adecuado, DC-MM y TC-MM, medio de mantenimiento para

las células dendriticas y células T, respectivamente.

Se cuentan las células con una camara de Neubauer. Basicamente, se trata de un
portaobjetos que tiene dos zonas ligeramente deprimidas y que en el fondo posee una
cuadricula de dimensiones conocidas. Luego, se prepara una solucén con 50 ul de la
suspension celular y el mismo volumen de una solucién de azul tripan (trypan blue), colorante
vital. Las células vivas con la membrana intacta no son coloreadas. Sin embargo, es capaz de
atravesar la membrana de las células muertas. Por tanto, bajo el microscopio, las células
viables son incoloras y las células muertas presentan un distintivo color azul. Se cuentan 4

campos y se aplica la siguiente férmula:
N2 de células=n2de células contadas x factor de dilucién x factor de correccién x n2 de ml totales

En nuestro caso, el factor de dilucidn es 2, porque la solucidn se prepara con el mismo

volumen de células y azul tripan. El factor de correccién viene dado por el fabricante de

acuerdo a la profundidad de la cdmara y en nuestro caso es de 10°.

Posteriormente, se ajusta el volumen a 1-2 x 10° células/ml y se incuban a 37 ° C,

durante toda la noche.
Después de este periodo, las células estan listas para proceder con el ensayo.

Es importante sefialar que estas células son “ready-to-use”, por lo que no se multiplican.
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DISENOS EXPERIMENTALES

Experimento 1: Contacto directo de las células dendriticas en presencia de las cepas
probidticas

Objetivos.

A Determinacion de la maduracion de las células dendriticas
A Produccion de citoquinas de las células dendriticas
A Determinacion del cambio de expresion de genes implicados en la respuesta

inmunitaria

Método de ensayo.

Para este experimento se siguid el protocolo utilizado por Vossenkdmper et al. (2010).

Se cultivaron las bacterias patdgenas en aerobiosis y agitacion durante 8h en el medio
de cultivo recomendado por la CECT, es decir, en Tryptone Soya Broth (TS) (Cultimed), en
condidones estandar (37 °C, 5% CO,). Posteriormente, se realizaron diluciones 1/500 de cada
patégeno en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich) y suero fetal bovino (Invitrogen) al 10% y se
incubaron bajo las mismas condiciones durante una noche. Transcurrido este tiempo, se
centrifugaron a 4000 x g durante cinco minutos. Se retiré el sobrenadante y el precipitado se
resuspendié en 1 ml de PBS estéril (Invitrogen). Se determind la densidad dptica (DO) de cada
bacteria a 620 nm y se diluyeron en medio RPMI-1640, a una concentradén de 1-2 x 10°

unidades formadoras de colonias (UFC)/ml.

Tras el protocolo de descongelacion, las células dendriticas se centrifugaron a 200-300 g.
Se eliminé el medio DC-MM (MatTek) y se resuspendieron en medio RPMI-1640, a una

densidad de 2 x 10> células dendriticas por pocillo.

Las células dendriticas se incubaron con las bacterias, patdgenas o probiéticas, o sus
sobrenadantes durante un periodo de cuatro horas, a 37 °C y atmésfera controlada. Los
distintos grupos ensayados se encuentran detallados en el siguiente apartado. Como control

positivo se usé lipopolisacarido (LPS; Sigma Aldrich) a una concentracion de 20 ng/ml.
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Transcurrido el tiempo de incubacién, se centrifugaron las placas a 200-300 g, durante
10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se guardé a -80 °C para su uso posterior.
Las células se resuspendieron en medio DC-MM y se incubaron durante 20 h, en condiciones

estandar.

Después de este periodo, se centrifugaron las placas a 200-300 g y se recogieron las
muestras. El sobrenadante se recogié para valorar la presencia de determinadas citoguinas. Se
afiadié 600 ul del buffer de lisis al precipitado celular para conservarlo hasta la extraccién del
RNA a -80 °C. Asimismo, otros pocillos se utilizaron para comprobar el fenotipo de distintos

marcadores de maduracion y su viabilidad.

El desarrollo de este trabajo experimental se encuentra resumido enlafigura n2 12.

Células Dendriticas (DC)
Medio RPMI-1640

@ 4 horas
37°C, 5% C02

Ensayo MTT:
Viabilidad Celular

Valoracion de Citoquinas:
Luminex Expresion génica TLRs:
PCR Array

‘esquematizada del experimento 1.

LRy
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Grupos de ensayo

Se seleccionaron tres sobrenadantes probiéticos, neutralizados, concentrados diez veces
y cultivados 24 h, suministrados por la empresa Biopolis, en los que previamente ya se habia
observado un efecto inhibitorio de la actividad de las enterobacterias en un modelo in vitro
utilizando células epiteliales intestinales Caco-2. Asimismo, se emplearon las tres bacterias
probidticas directamente, crecidas durante 18h, en condiciones de anaerobiosis, a37Cy 5 %

de CO,.

De estos grupos, se ensayaron distintas combinaciones con los patdgenos de interés,

ademas de los respectivos controles. Las mezclas detalladas se muestran en las tablas n25y 6.

La suspensidn bacteriana se afiadid al 7% v/v.

Tabla 5. Patogenos y bacterias probidticas aisladas, empleados en el experimento 1.

Bacteria Probiotica Patogeno

L.paracasei CNCM 1-4034 Saimonella typhimurium CECT 4594

Saimonelia typhi CECT 725

B.breve CNCM 1-4035 Salmonello typhi CECT 725

L.rhamnosus CNCM 1-2036 E.coli ETECCECT 515

Ecoli EPECCECT 729

Salmonelia typhimurium CECT 45394

— —

Tabla 6. Patégenos y sobrenadantes de las bacterias probidticas aisladas
(24h de cultivo, neutralizados), empleados en el experimento 1.

Probidtico Patogeno

Sob. L. paracasei CNCM 1-4034, 24h Salmonelia typhi CECT 725

Sob. B. breve CNCM 1-4035, 24h

0w

almonellatyphi 725

L.rhamnosus CNCM 1-4036, 24 h E coli EPECCECT 742
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Determinacion de citoquinas

Principio del ensayo

En respuesta a la deteccidn por parte de las células dendriticas de antigenos o estimulos
inflamatorios, se produce la activacion de mecanismos de secrecidon de citoquinas, las cuales

dirigirdn que tipo de respuesta inmunitaria se genera (Lépez et al. 2010).

El fundamento de esta técnica es el uso de microesferas, idénticas entre si en cuanto a
tamafio, pero cada una tefiida de una forma diferente, tapizadas con un anticuerpo de captura
especifico. Cuando un analito es capturado por una microesfera, se introduce un anticuerpo de
deteccién, unido a biotina. La mezcla de reaccién se incuba con un conjugado de
estreptavidina-ficoeritrina (PE), la molécula reporter o indicadora. Las microesferas pasan a
través un laser, que excita a la PE. La cantidad de citoquina presente en la muestra se

determina midiendo la intensidad de fluorescencia de la PE del anticuerpo de deteccion.

Procedimiento

Se determind en el sobrenadante la presenciay la cantidad de las siguientes citoquinas:
IFN v, IL-10, IL-13, IL-12 (p70 y p70+p40), IL-6, IL-8, TNF-at, IP-10, MCP-1, MIP-1a, RANTES vy
TGF-3, utilizando los kits de ensayo LINCOPlex (Linco Research Inc, Mo, USA), tal y como

describe el fabricante, y la metodologia de detecddn Luminex XMap.

Brevemente, la placa se bloquea con 200 ul de la solucién de ensayo o assay buffer. A
continuacién, se incorpora el anticuerpo. Se anade el estandar, controles y muestra en los
pocillos apropiados. Posteriormente, se afiade medio RPMI-1640 a los pocillos del estandar y
controles, asi como el buffer de ensayo alos pocillos de las muestras. Se incuba entre 16-18 h
a 4 °C en oscuridad. Tras este periodo, se lava dos veces con el reactivo de lavado. A

continuacioén, se afiade el anticuerpo de deteccidn.

Tras una hora de incubacién en agitacidn, a temperatura ambiente y en oscuridad, se
incorpora el conjugado de estreptavidina-ficoeritrina. Se incuba nuevamente en las mismas

condidones, durante media hora.

Finalmente, se lava dos veces con la solucién de lavado y se afade el liquido de sistema
a cada pocillo. Se agita suavemente durante 5 minutos a temperatura ambiente y se procede a

su lectura en el aparato Luminex (Luminex Corporation).
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FE'studio de Ia viabilidad celular

Principio del ensayo

Para valorar la viabilidad celular se escogié un método colorimétrico. El método MTT
permite evaluar la viabilidad celular mediante la metabolizacidon de un compuesto cuyo
producto resultante es medible colorimétricamente. El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT) es un reactivo de oOxido-reduccion que, en condiciones de
disminucién de la concentracidon de oxigeno, cambia de color: de amarillo (estado oxidado) a
purpura (estado reducido) (Figura 13). El producto generado se conoce como sal de formazan.
Esta reduccién sélo tiene lugar cuando las reductasas estdn activas, por ello, las células no

viables no pueden metabolizar el MTT.
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_Flgura 13

Reduccién de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

(MTT) a sal de formazan

Procedimiento

Se siguid el protocolo empleado por Ayehunie et al. (2009).

Brevemente, se afiadio 200 ul de la solucién de MTT (1mg/ml en medio RPMI-1640;

Sigma Aldrich) a cada pocillo y se incubé durante 4 h en condiciones estandar y oscuridad.

Tras este tiempo, se centrifugaron 10 minutos a 300 g. A continuacidn, se afiadié 200 pl
de 0,04N de HCI en isopropanol (acidic isopropanol, IPA; Sigma Aldrich). Para evitar

evaporaciones, se sellé la placa. Se incubd 1 h en agitacién y oscuridad a 37 °Cy 5% CO.,.

Posteriormente, se centrifugd la placa 10 minutos a 300g y se transfirid la solucién a una
placa de 96 pocillos. Se leyd la absorbandia a 570 nm en un lector de placa multipocillos

(Thermo Scientific Multiskan FC, NY, USA).
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Los resultados de viabilidad se expresan como porcentaje de densidad dptica con
respecto alos controles (células dendriticas sin tratar) considerando que estos ultimos poseen

un 100% de viabilidad.

Expresion de genes implicados en Ia respuesta inmunitaria

Principio del ensayo

Los receptores tipo Toll (TLR) forman una familia de receptores que detectan bacterias

patdgenas a través de patrones moleculares especificos, por lo que ocupan un lugar esencial

dentro de la respuesta inmunitaria.

Procedimiento

A partir de las células dendriticas tratadas con los distintos probidticos, se extrajo el RNA
total mediante el kit de extraccién RNaqueous (Ambion), de acuerdo a las especificaciones del

fabricante.

Tras este procedimiento, se aplicd un tratamiento con la TurboDNAsa (Ambion), para

eliminar cualquier contaminacién de DNA gendmico presente en las muestras.

Posteriormente, se cuantificé mediante el Kit Rediplate 96 Ribogreen RNA Quantitation

(Invitrogen).

Por otra parte, se comprobod su integridad, utilizando el kit RNA 6000 Pico (Agilent) y el
aparato Bioanalyzer 2100 (Agilent), el cual nos da la informacion necesaria para conocer el

estado de degradacién del RNA de las muestras.

De igual forma, se evalud la calidad del RNA utilizando Human RNA QC PCR Array
(SABiosciences), el cual contiene distintos controles de PCR, que valoran la integridad del RNA,

inhibidores de la transcripcion inversa, asi como contaminacién por DNA gendmico.

Una vez comprobada la calidad de las muestras, el RNA fue transcrito a cDNA,
empleando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), usando

hexdmeros al azar en lugar de oligodT.
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Los genes housekeeping o constitutivos se seleccionaron mediante Human
Housekeeping Genes Profiler PCR Array (SABiosciences). Estos genes se expresan de forma

constante y se utilizan para normalizar la expresion relativa de los genes estudiados.

Para cuantificar la variacién de la expresion génica se utilizd el siguiente array, TLR
Signaling Pathway PCR Array (SABiosciences). Usando la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) a tiempo real y siguiendo las indicaciones del fabricante, se analizd la expresion de 20
genes de los 84 disponibles, incluyendo genes de inicio y final de la ruta de la cascada de
sefalizaciéon de los TLR, asi como aquellos implicados en la regulacién. La ruta completa se

muestra en lafigura 7.

Los 20 genes de estudio fueron los siguientes: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLRSY,
MYD88, TNF, IRAK-1, IRAK-4, TOLLIP, CASP8, IL-10, TAK-1, JNK, NFKBIA, NFKB-1, TBK-1,
MAPK14 e IRF-3.

Experimento 2: Co-cultivo de células Caco-2 y células dendriticas en presencia de

las cepas probiodticas

O bjetivo.

A Estudio de la influencia de las cepas probidticas sobre las células Caco-2 cultivadas en

presencia de las células dendriticas.

Método de ensayo.

Para este procedimiento, utilizamos el modelo de un cultivo tipo transwell, es decir, dos

compartimentos separados por una membrana (Figura 14).
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Figura 14

Placa transwell.

— —!

Primero, las células epiteliales intestinales, Caco-2, se cultivaron en la parte apical de
una membrana o transwell (poro de 3 um, diametro de 6,5 mm; Corning) durante 15-21 dias,
hasta que alcanzd una resistencia trans-epitelial de aproximadamente 1000 Qcm’
(Vossenkamper et al. 2010; Mileti et al. 2009). Después de este tiempo de cultivo, las células

Caco-2 estan totalmente diferenciadas en enterocitos.

Para el cultivo de las bacterias, patdgenas y probidticas, se siguid el protocolo de
Vossenkamper et al. (2010). Se cultivaron las bacterias patdégenas en aerobiosis y agitacién
durante 8h en el medio de cultivo recomendado por la CECT, en Tryptone Soya Broth (TS)
(Cultimed), en condiciones estandar (37 °C, 5% CO.,). Posteriormente, se realizaron diluciones
1/500 de cada patdgeno en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich) y suero fetal bovino (Invitrogen)
al 10% vy se incubd bajo las mismas condiciones toda la noche. Transcurrido este tiempo, se
centrifugaron a 4000 x g durante cinco minutos. Se retird el sobrenadante y el precipitado se
resuspendié en 1 ml de PBS estéril (Invitrogen). Se determind la densidad dptica (DO) de cada
bacteria a 620 nm y se diluyeron en medio RPMI-1640, a una concentracén de 1-2 x 10°
UFC/ml. Las bacterias probidticas siguieron este mismo protocolo pero se cultivaron en

condiciones anaerdbicas y la concentracidn final fue de 1-2 x 10" UFC/ml.

Las células dendriticas se prepararon de acuerdo con las especificaciones del fabricante

(detallado en el apartado Preparacidn de las células dendriticas / células T).

El proceso se llevd a cabo de la siguiente manera detallada a continuacion (Figura 15). Se
siguid el protocolo usado por Rimoldi et al. (2005), con ligeras modificaciones. Los transwells
se invirtieron en una placa de 6 pocillos. Se pipeted un volumen de 50 pul, con una

concentracion de 50000 células dendriticas, en medio RPMI-1640. Se incubaron durante 4
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horas, a 37°C y 5% de CO,, para pemitir que se adhiriesen a la membrana. Transcurrido este
periodo, se volted de nuevo el transwell y se colocd en una placa de 24 pocillos. En la parte
basolateral del transwell, se pipetearon 250000 células dendriticas por podillo en un volumen

de 600 pl de medio RPMI-1640.

Se trataron los co-cultivos con las bacterias probidticas, asi como distintas
combinaciones con bacterias patdgenas. En la parte apical, se pipetearon 100 ul de cada uno
de los tratamientos. Asimismo, se incluyeron controles negativos y positivos, en este ultimo
caso, LPS (20 ng/ml) (Sigma Aldrich). Se incubaron durante 4 h en condiciones estandar. Se
retird el transwell. Se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos. Se recogié el sobrenadante.
Se sustituyé el medio RPMI-1640 por medio DC-MM (que ya posee antibidticos) (MatTek). El
transwell se lavd con una solucién de PBS al 1% de PSN (Invitrogen), que contiene
estreptomicina, anfotericina y penincilina, para eliminar los posibles restos bacterianos. Se
incubaron durante 20 h, en condiciones estandar. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron a
300 g durante 10 minutos. El sobrenadante se congeld a -80 °C y se guardd para la valoracién
de distintas citoquinas. Las células dendriticas fueron utilizadas para la cuantificacién de la
expresién génica, ensayos de viabilidad celular y marcadores de superfide. Las células caco-2

se reservaron para el estudio de cambios en la expresién génica.

' Células dendriticas (@) Estimulaciéon
- » probiéticos/enterobacterias

1 i ®an (3 Lavado ; Cambio a
‘ ol g 37°C é ' medio DC-MM

o 'S
estimulacién é !
------------------- > i
élulas Caco-2 R
[Células -

Células Caco-2

transwell _§° v | deemmwsnessd >
t transwell

invertido

dendriticas

(D Transwell invertido:
adhesién de células dendriticas

Viabilidad

Figura 15

Representacion esquematizada del experimento 3: co-cultivo de células epiteliales intestinales Caco-2 y células dendriticas e!t

|i resenciade las cepas probidticas de estudio y enterobacterias.
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Viabilidad celular

Procedimiento

Se siguid el protocolo empleado por Ayehunie et al. (2009). Se afiadié 200 pl de la
soludén de MTT (Sigma Aldrich; 1mg/ml en medio RPMI-1640) a cada podllo. Se incubd
durante 4 h en condiciones estandar. Se centrifugaron 8-10 minutos a 200-300 g. Se afadid
200 pl de 0,04N de HC en isopropanol (Sigma Aldrich; acidic isopropanol, IPA) y se pipeted
varias veces. Para evitar evaporaciones, se sellé la placa. Se incubd 1 h en agitadén. Se
centrifugd la placa y se transfirié la solucion a una placa de 96 pocillos. Se leyé la absorbancia a

570 nm en un lector de placa multipodllos (Thermo Scientific Multiskan FC).

Los resultados de viabilidad se expresan como porcentaje de densidad dptica con

respecto a los controles considerando que estos ultimos poseen un 100% de viabilidad.

Determinacion de citoquinas

Procedipriento

Se determind en el sobrenadante la presenciay la cantidad de las siguientes citoquinas:
IFN v, IL-10, IL-1B, IL-12 (p70 y p70+p40), IL-6, IL-8, TNF-o, IP-10, MCP-1, MIP-1a, RANTES y
TGF-f3, utilizando los kits de ensayo LINCOPlex (Linco Research Inc), tal y como describe el

fabricante, y la metodologia de deteccidn Luminex XMap.

Expresion de genes implicados en la respuesta inmunitaria

Procedimiento

A partir de las células dendriticas tratadas con los distintos probidticos, se extrajo el RNA
total mediante el kit de extraccién RNaqueous (Ambion), de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Posteriormente, se cuantific6 mediante el Kit Rediplate 96 Ribogreen RNA

Quantitation (Invitrogen) y se comprobd su integridad, utilizando el kit RNA 6000 Pico (Agilent)
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y el aparato Bioanalyzer 2100 (Agilent). A continuacion, el RNA fue transcrito a cDNA,
empleando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), usando

hexameros al azar en lugar de oligodT.

Las células epiteliales intestinales Caco-2 se recogieron de la siguiente manera. Se
agrego 150 pl de Tripsina-EDTA (Sigma Aldrich) y se incubaron de cinco a diez minutos a 37 °C.
Se recogi6 toda la superfide celular a un Eppendorf®y se siguié el protocolo de extraccién de
RNA del kit RNeasy (Qlagen). EIl RNA se cuantifico en el Nanodrop (Fisher Sdentific). Se
comprobd su integridad utilizando el Kit Nano 6000 (Agilent) en el aparato Bioanalyzer 2100
(Agilent). Se transcribié a cDNA, empleando el kit High Capadty cDNA Reverse Transcription

(Applied Biosystems).

Para cuantificar la variacién de la expresion génica se utilizd el siguiente array, TLR
Signaling Pathway PCR Array (SABioscences). Usando la PCR a tiempo real, se analizé la
expresion de 20 genes de los 84 disponibles, induyendo genes de inicio y final de la ruta de la
cascada de senalizacién de los TLR, asi como aquellos implicados en la regulacién. Los 20 genes
seleccionados fueron los siguientes: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR9, MYD88, TNF, IRAK-1,
IRAK-4, TOLLIP, CASPS, IL-10, TAK-1, INK, NFKBIA, NFKB-1, TBK-1, MAPK14 e IRF-3.

Experimento 3. Ensayo de proliferacion de las células T

O bjetivo.

A Determinacion de la proliferacion de las células T autdlogas, en presencia de las células

dendriticas, pre-tratadas con las cepas probidticas aisladas.

Meétodo de ensayo.

Se siguid el protocolo descrito por Mohamadzadeh et al. (2005), con algunas

modificaciones.
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Inicdialmente, se estimularon las células dendriticas con las bacterias probidticas aisladas,

a 37 °C por un periodo de 4h. Después de la incubaciodn, se lavaron las células con DC-BAS.

Posteriormente, se trataron con mitomicina C (Sigma Aldrich) durante 30 minutos a

37°C. Se lavaron las células dendriticas con DC-BAS.

Se ajustd la concentracion a 100000 células dendriticas / 100 pl. Para este ensayo se

utilizé un ndmero variable de células dendriticas: 1000, 10000, 50000 y 100000, y un nimero
fijo de 100000 TC/ 100 ul a cada pocillo.

Como controles negativos se utilizaron cultivos de células dendriticas, células Ty un co-
cultivo de ambas, sin tratar, mientras que como control positivo se utilizé fitohemaglutinina

(PHA; Sigma Aldrich).

Se co-cultivaron las células dendriticas y células T por un periodo de 48 h, a 37°C y

atmosfera controlada.

Tras este tiempo, se centrifugd la placa, se retird 100 pul de medio de cada podillo y se

anadiola misma cantidad de medio TC-MM fresco.

Posteriormente, después de 30 horas de incubacion, se utilizd un kit de 5Bromo-2'-
deoxiuridina (BrdU; Cell Proliferation ELISA Kit, Roche Applied Science), para valorar la
proliferacion celular, siguiendo las recomendaciones del fabricante. La incorporacién de Brd U
se valord por espectrofotometria a 450 nm. El indice de estimulacién se calculé6 mediante el

ratio:

indice de estimulacion: Abs 450 nm TC + DC estimuladas
ADbS 4500m TC+DC sin tratar

Abs =absorbancia
DC: células dendriticas
TC:células T

La figura 16 representa de forma esquematizada este experimento.
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Analisis estadisticos

Expresion de los resultados

Los valores del andlisis de citoquinas y quimioquinas producidas por las células dendriticas y/o
células caco-2 en presencia de las bacterias probidticas, o sus sobrenadantes, vy
enterobacterias, una vez transformados en porcentaje en tanto por 1 con respecto a la
cantidad de dtoquinas producida por estas células en ausencia de estimulo (control), se
expresaron como la media % el error estdndar de la media (EEM), de tres experimentos
independientes para los ensayos de contacto directo (experimento 1), o dos experimentos

independientes, paralos co-cultivos en transwell (experimento 2).

Por otra parte, la expresion génica se cuantificd con el programa RT2 Profiler PCR Array Data
Analysis versién 3.4, de SABiosciences. Aquellos valores con un valor C;> 35, fueron eliminados.
La eficiencia de cada muestra se considerd aceptable si AC; (AVG RTC - AVG PPC) <5, siendo
RTC el control de retrotranscripcion y PPC el control positivo. Todas aquellas muestras que no

cumplieron este criterio fueron exduidas. A pesar de realizar tres experimentos
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independientes para el ensayo de contacto directo y dos para los co-cultivos de células
dendriticas y caco-2, tras este cribado, el nimero de datos no fue suficiente para realizar

analisis estadisticos.

Andlisis estadistico

Para contrastar los efectos de los probiéticos Lparacasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM [-4035 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036, o sus sobrenadantes frente a enterobacterias en células
dendriticas y/o caco-2 en la produccidn de citoquinas y quimioquinas se realizd un test no
paramétrico de comparacdn de medias de dos muestras independientes, la prueba U de
Mann-Whitney o de Mann-Whitney-Wilcoxon, con un valor de significacion p< 0.05, mediante

el programa NCSS 2007.

Algoritmos de agrupamiento

Con objeto de conocer el grado de ordenacidn de nuestros resultados, se construyd un
dendrogramay un heat map para cada tratamiento a partir de los valores de expresidn génica,
utilizando el programa estadistico NCSS 2007. Este tipo de andlisis permite apreciar la

asociacion entre grupos con perfiles de expresion similares.

Un dendrograma o cluster es un diagrama que organiza los datos en subcategorias, de acuerdo
al grado de homogeneidad. En su parte superior, muestra la distancia euclidea, representando
las similitudes en los patrones de expresion entre los casos individuales, en nuestro caso las
correspondientes a diferentes tratamientos con enteropatdgenos, probidticos o sus
sobrenadantes. Asimismo, se representa un heat map que no es mds que un grafico en el que
los valores de los datos son representados por colores con diferentes intensidades. El cddigo
de colores utilizado para reflejar los cambios de expresion génica es el siguiente: el color verde
representa la minima expresién génica, mientras que el color rojo representa el maximo de

expresion.
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RESULTADOS

“Duda siempre de ti mismo, hasta que los datos no dejen lugar a
dudas.”

Louis Pasteur, quimico francés


http://www.literato.es/autor/erwin_schrodinger/




RESULTADOS

Experimento 1: contacto directo de las células dendriticas en presencia de las cepas
probidticas

Determinacion de citoquinas

Las citoquinas pro-inflamatorias secretadas por Ias células dendriticas disminuven tras 4

horas de incubacion estimuladas con enteropatogenos en presencia de las bacterias
probidticas L.paracasei CNCM I-4034, B.breve CNCM I-4035 y L.rhamnosus CNCM I-
4036, o de sus sobrenadantes

Se determinaron las concentraciones de las siguientes ditoquinas: IFN vy, IL-10, IL-1[3, IL-
12 (p70 y p70+p40), IL-6, IL-8, TNF-o, IP-10(CXCL10), MCP-1(CCL2), MIP-1a (CCL3), RANTES
(CCL5), MDC (CCL22) y TGF-B, en el sobrenadante recogido tras cuatro horas de incubacién en
cultivos de células dendriticas en presencia de las bacterias probidticas de estudio (o de sus
sobrenadantes tras 24 horas de cultivo, liofilizados, concentrados diez veces y neutralizados) y

enterobacterias.

Las graficas 17 a 23 representan la concentracion de citoquinas liberadas porlas células
dendriticas cuando se estimulan durante 4 h con los distintos sobrenadantes y bacterias
probidticas, asi como los patdgenos. Los valores representan la cantidad de dtoquinas
liberadas, respecto al control (en tanto por uno). Para cada tratamiento, las citoquinas se
dividen en tres graficos: A, enel que se representan las interleuquinas IL-1[3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12 (p70 y p70+p40) y TNF-a; B, en el que se representan IFN-y, y las quimioquinas MCP-
1(CCL2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10(CXCL10); v C, en el que se
representan TGF-B1, TGF-B2y TGF-3.
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Las citoquinas pro-inflamatorias liberadas por las células dendriticas aumentaron tras 4
horas de incubacidn con los enteropatégenos Salmonella enterica y Escherichia coli (figuras 18-
22) o en presencia de lipopolisacarido (LPS; figura 17). Sin embargo, cuando fueron
estimuladas conjuntamente con los probidticos o sus sobrenadantes disminuyeron en la

mayoria de los grupos estudiados.

Es importante sefialar que la disminudon de las citoquinas producidas por las células
dendriticas en presencia de enterobacterias no fue igual en todos los grupos estudiados y
depende tanto de la cepa probidtica como del uso del sobrenadante o la bacteria. Asi, el
probidtico L.paracasei CNCM 1-4034 manifestd la mayor capacidad para limitar la liberacion de
las citoquinas estudiadas, disminuyendo drasticamente su produccion frente a Salmonella
typhimurium CECT 4594 (figura 21) y Salmonella typhi CECT 725 (figura 23), mientras que la
bacteria L.rhamnosus CNCM [-4036 ejercié un leve efecto en las mismas en respuesta a
Escherichia coli CECT 729 (figura 19) y CECT 515 (figura 20), incluso, aumentd la produccién de
IL-6, IL-1B, CCL3/ MIP-1a y TNF-a frente a Salmonella typhimurium CECT 4594 (figura 21). La
bacteria B.breve CNCM 1-4035 no ejerci6 efecto en la secrecidn de las citoquinas estudiadas, a
excepcidon de CCL3/ MIP-1a, que aumenta ligeramente, e IL-10, que incrementa su produccion
de forma significativa (figura 23). Los resultados obtenidos para el TGF-B, mostraron
claramente que los lactobacilos son potentes inductores de TGF-B2. L.rhamnosus CNCM |-4036
ademas aumentd la liberacion de TGF-$1, al igual que B.breve CNCM 1-4035 (figuras 19, 20, 21

y 23). No se pudo detectar la presenda de TGF-B3 con ninguno de los tratamientos.

Los sobrenadantes probidticos presentaron un mayor efecto en la disminucién de las
citoquinas estudiadas y esta disminuciéon fue significativa en muchos de los casos. De esta
forma, el sobrenadante perteneciente a la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036 disminuyé
notablemente la liberaddn de las citoquinas pro-inflamatorias por parte de las células
dendriticas en respuesta a Escherichia coli CECT 742 (figura 18), al igual que los sobrenadantes
de Lparacasei CNCM |-4034 y B.breve CNCM |-4035 frente a Salmonella typhi CECT 725 (figura
22). En relacién al TGF-B, cabe sefialar que los tres sobrenadantes aumentaron la liberacién de

TGF-B1 respecto al patégeno (figura 18y 23).

De acuerdo con los resultados, cabe sefalar que aunque el probidtico B.breve CNCM |-
4035 no ejercid ningun efecto en la secrecién de citoquinas de las células dendriticas en
respuesta a Salmonella typhi CECT 725, su sobrenadante si fue capaz de producir una

disminucién importante enla mayoria de dtoquinas estudiadas, a excepcién de TNF-a.
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Resultados

Citoguinas liberadas por las DC en presencia de lipopolisacarido (LPS)y los
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C Citoquinas liberadas por las DC en presencia de lipopolisacdrido (LPS)y los
sobrenadantes probioticos Lparacasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y
Lrrhamnosus CNCM 1-4036
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Figura 17. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), IFN-y y
quimioquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10 (B), asi
como de TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3 (C), respecto al control (en tanto por uno), de las células

dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con lipopolisacarido (LPS) y los sobrenadantes

probidticos.
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Resultados

Citoquinas liberadas por las DC en presencia de Escherichia coli CECT 742
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Citoquinas liberadas por las DC en presencia de E.coli CECT 742
C y el sobrenadante probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036
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Figura 18. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), IFN-y y
quimiogquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10 (B), asi
como de TGF-B1, TGF-B2y TGF-B3 (C), normalizados frente al control (en tanto por uno), de las
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 742 y el sobrenadante

de Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036. (*, p< 0.05, en comparacion con la bacteria

patdgena).
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Resultados

A Citoquinas liberadas por las DC en presencia de Escherichia coli CECT 729
y el probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036
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C Citoquinas liberadas por las DC en presencia de E.coli CECT 729
y el probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036
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Figura 19. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), IFN-y y
quimiogquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10 (B), asi
como de TGF-B1, TGF-B2y TGF-B3 (C), normalizados frente al control (en tanto por uno), de las
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 729, en presendia de la

bacteria probiética Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036. (*, p< 0.05, en comparacién con la

bacteria patdgena).
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Resultados

A Citoquinas liberadas por las DC en presencia de Escherichia coli CECT 515
y el probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036
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C Citoquinas liberadas por las DC en presencia de E.coli CECT 515
y el probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036
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Figura 20. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), IFN-y y
quimioquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10 (B), asi
como de TGF-B1, TGF-B2y TGF-B3 (C), normalizados frente al control (en tanto por uno), de las

células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 515, en presencia de la

bacteria probidtica Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036.
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Resultados

A Citoquinas liberadas por las DC en presencia de Salmonella typhimurium CECT 4594
y los probidticos L paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM |-4036
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C Citoquinas liberadas por las DC en presencia de Salmonella typhimurium CECT 4594y
los probiéticos L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM 1-4036
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Figura 21. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), IFN-y y
quimiogquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10 (B), asi
como de TGF-B1, TGF-B2y TGF-B3 (C), normalizados frente al control (en tanto por uno), delas
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Salmonella typhimurium CECT 4594, en

presencia de las bacterias probidticas L.paracasei CNCM 1-4034 y L. rhamnosus CNCM 1-4036.

(*, p<0.05, en comparacion con la bacteria patégena).
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Resultados

A Citoquinas liberadas por las DC en presencia de Salmonella typhi CECT 725 y los
sobrenadantes de los probicticos Lparacasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM |-4035
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¢ Citoquinas liberadas por las DC en presencia de Salmonella typhi CECT 725 y los
sobrenadantes de los probicticos Lparacasei CNCM |-4034 y B.breve CNCM 1-4035
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Figura 22. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), IFN-y y
quimiogquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10 (B), asi
como de TGF-B1, TGF-B2y TGF-B3 (C), normalizados frente al control (en tanto por uno), delas
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Salmonella typhi CECT 725 y los
sobrenadantes probidticos de L.paracasei CNCM |-4034 y B.breve CNCM 1-4035. (*, p< 0.05, en

comparacioén con la bacteria patogena).

124



Resultados

A Citoquinas liberadas por las DC en presencia de Sa/monella typhi CECT 725
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Citoquinas liberadas por las DC en presencia de Salmonella typhi CECT 725

C y los probidticos Lparacasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035
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Figura 23. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), IFN-y y
quimioguinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10 (B), asi
como de TGF-B1, TGF-B2y TGF-B3 (C), normalizados frente al control (en tanto por uno), delas
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Salmonella typhi CECT 725, en presenda de

las bacterias probidticas Lparacasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035. (*, p< 0.05, en

comparacioén con la bacteria patogena).
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FEstudio de Ia viabilidad celular

La viabilidad de Ias células dendriticas se mantiene en presencia de los probidticos o sus

sobrenadantes

El método MTT permite evaluar la viabilidad celular mediante la metabolizacién de un
compuesto cuyo producto resultante es medible colorimétricamente. El ensayo se realiza tras
cuatro horas de incubacion de las células dendriticas con el probidtico, su sobrenadante y la
enterobacteria Salmonella typhi CECT 725. Se selecciond este tiempo porque todos los

experimentos tienen cuatro horas de incubacion con los distintos tratamientos.

Los resultados de viabilidad se expresan como porcentaje de densidad dptica a 570 nm
con respecto a los controles (células dendriticas sin tratar) considerando que estos ultimos

poseen un 100% de viabilidad.

Como se observa en la figura 24, la presencia en el medio de los probidticos o de sus
sobrenadantes, asi como de la bacteria patégena Salmonella typhi CECT 725 no afectd la
viabilidad celular, que se mantuvo cercana al 80% en la mayoria de los casos, respecto al
control. La menor viabilidad se registrd cuando se incuban las células dendriticas con

lipopolisacarido (LPS).

Ensayo de MTT: viabilidad celular

Salmonella 725+ Prob 4034

Salmonella 725

Sob 4034

LPS

Control

0 20 40 60 80 100

% Viabilidad celular

Figura 24. Porcentajes de viabilidad celular de las células dendriticas en presencia de
lipopolisacarido (LPS), el sobrenadante L.paracasei CNCM 1-4034, Salmonella typhi CECT 725y
una mezcla del probidtico Lparacasei y Salmonella typhi. Los valores se representan en
porcentaje de viabilidad respecto al control (100%), células dendriticas sin tratar.
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Expresion génica

La presencia de los probidticos o sus sobrenadantes en el medio produce una

sobreexpresion de TLRY, TOLLIP, CASPS e IL-10

Para investigar el mecanismo de accién de las bacterias probidticas L.paracasei CNCM I-
4034, B.breve CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM |-4036 en la respuesta inmunitaria intestinal
se ha estudiado la expresién de distintos genes implicados en la cascada de sefializacidn de los
Toll-like receptors (TLR): los receptores TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 y TLR9; la molécula
adaptadora MYD8S8; IRAK4, IRAK1 y TOLLIP como moléculas mediadoras de accién intermedia;
y genes de accion final como CASP8, MAPK14, TAK1 (MAP3K7) y JNK, NF-kB1 y NF-kBIA (1kBA),
TBK1e IRF3,y finalmente TNF-a e IL-10.

La expresidn génica se cuantificéd con el programa RT2 Profiler PCR Array Data Analysis
version 3.4, de SABiosciences. Aquellos valores que no cumplian los criterios de eficienda

fueron eliminados, como todos aquellos con un valor C;> 35.

Las figuras 25, 27, 29, 31, 33y 35 representan el cambio de expresion o fold change para
cada uno de los genes analizados experimentado por las células dendriticas en presencia de las
bacterias probidticas o sus sobrenadantes y enteropatégenos. El nombre de cada gen se
representa en el eje X. Asimismo, se muestra un dendrograma y un grafico en el que los
valores de las variables son representados por colores o heat map para cada tratamiento
utilizado, para conocer el grado de ordenacién de los resultados, realizados con el programa

NCSS 2007 (figuras 26, 28, 30, 32, 34y 36).

La exposicion de las células dendriticas a enterobacterias, E.coli o Salmonella, durante
cuatro horas origina patrones similares de expresién (figuras 27 a 35). Un efecto caracteristico
es la extraordinaria sobreexpresion de TLR9 (figuras 27A-35A), acompafiada de un aumento de
la expresion de los genes TAK1, IRAK4 e IRF3. Ademas, todas las bacterias patdgenas regularon
a la baja el gen NF-kBIA (figuras 27E, 29E, 31E, 35E), a excepcién de Salmonella typhimurium
CECT 4594 (figura 33E). Por otra parte, se aprecdd que las bacterias pertenecientes al género
Escherichia provocaron una ligera sobreexpresion del gen CASP8 (figuras 27C, 29C y 31C),
mientras que las bacterias del género Salmonella regularon ala baja su expresion (figuras 33C

y 35C).

Cuando las células dendriticas se estimularon exclusivamente con los sobrenadantes

probidticos la sobreexpresion de TLR9 continud siendo patente (figura 25A). Ademas, se
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detectd un aumento en la expresién de los genes TOLLIP e IL-10 (figuras 25B y 25F), con
cualquiera de los sobrenadantes utilizados. Sin embargo, el sobrenadante de L.paracasei
CNCM 1-4034 parece que es el que produce un mayor cambio en la expresion de estos genes.
Por tanto, y en virtud de los resultados, no es de extrafiar que el dendrograma muestre dos
grupos, uno para los sobrenadantes de las bacterias B.breve CNCM [-4035 y L.rhamnosus

CNCM |-4036 y otro para el sobrenadante de L.paracasei CNCM 1-4034 (figura 26).

La estimulacion de las células dendriticas con los sobrenadantes probidticos y las
enterobacterias condujo a una altisima expresién de TLR9 (figuras 27A y 35A). Asimismo,
dieron lugar a patrones de expresiéon semejantes para los genes IRAK4, CASP8, NF-kB1,
fuertemente sobreexpresados (figuras 27B, 27C, 27E; 35B, 35C y 35E), y TNF-ay TAK1 con una
expresion moderada (figuras 27D, 27F, 35D y 35F). Por otra parte, se detectd una expresién
diferencial para los genes TOLLIP e IL-10, que se expresaron al alza cuando se utilizaron los
sobrenadantes pertenedentes a L.paracasei CNMC 1-4034 y L.rhamnosus CNCM [|-4036 (figuras
278, 27F, 35B y 35F) pero que fueron inhibidos con el sobrenadante de B.breve CNCM [-4035
(figuras 35B y 35F).

La exposicidn de las células dendriticas a E.coli CECT 515 o CECT 729 con el probidtico
L.rhamnosus CNCM [-4036 generd un patron de expresion idéntico para los genes implicados
en la ruta de los TLR, e incluso del mismo orden de magnitud. Ademas, si atendemos a los
dendrogramas, ambos se distribuyeron de la misma forma, ordenandose en dos grupos: uno
constituido por el patdgeno y la combinacidon de patédgenoy probidtico y otro formado por el
probidtico (figuras 30 y 32). Estos tratamientos produjeron un incremento muy marcado de la
expresion de los genes TLR9, TOLLIP, IRAK4, MYD88, CASP8, INK, TAK1, IRF3, NF-kB1 y NF-«kBIA
e IL-10 (figuras 29 y 31). Por el contrario, este mismo probidtico en presencia de Salmonella
typhimurium CECT 4594 reprimio los genes CASPS8, INK, NF-kBIA y TNF-a (figura 33C, 33D, 33E
y 33F), aunque la sobreexpresién de TLR9 continud siendo del mismo orden que en los casos
anteriores (figura 33A). Ademas, en este caso, se detectd una ligera expresion al alza de los
genes TOLLIP e IL-10 (figuras 33B y 33F). Si cotejamos los resultados con el dendrograma,
resulta interesante destacar que, al igual que en los casos anteriores, el agrupamiento
jerarquizado mostré dos grupos: uno constituido exdusivamente por el probidtico
L.rhamnosus CNCM 1-4036 y otro dividido en subgrupos, para Salmonella typhimurium CECT

4594 y las combinaciones con este probidtico y L.paracasei CNCM 1-4034 (figura 34).

La comparacion de los genes regulados por el probiético Lrhamnosus CNCM 1-4036 en

presenda de los patdgenos puso de manifiesto que se expresa un mayor nimero de genes en
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presendia de bacterias E.coli que en presencia de aquellas pertenecientes al género Salmonella

y, ademas, la respuesta fue de mayor intensidad.

Tras laincubacién de las células dendriticas con el probiético L.paracasei CNCM [-4034 y
los patdgenos Salmonella typhimurium CECT 4594 o Salmonella typhi CECT 725, la expresion al
alza de TLR9 se mantuvo, al igual que en los casos anteriores, pero la intensidad fue
sensiblemente menor (figuras 33A y 35A). Asimismo, se obtuvo un patrén de expresién similar
para los genes IRAK4 y TBK1 (figuras 33B, 33E, 35B y 35E), con un ligero aumento en su
expresion, y MAPK14, IRAK1, NF-kB1 y NF-kBIA, que permanecieron inhibidos (figuras 33B,
33C, 33E; 35B, 35C y 35E). No obstante, se detectd una expresion diferencial para los genes
TOLLIP, IRF3 y TAK1, reprimidos en presencia de Salmonella typhimurium CECT 4594 (figuras
33B, 33D y 33E) y expresados levemente al alza cuando se incub6 con Salmonella typhi CECT
725, y el probidtico (figuras 35B, 35D y 35E). Por otra parte, es interesante sefialar que cuando
se estimulan las células dendriticas con el probidtico B.breve CNCM |-4035 y en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 (figura 35), el patron de expresidon de los genes fue similar al del
tratamiento de L.paracasei CNCM 1-4034 con este mismo patdgeno, observdndose una Unica
diferencia de expresién a nivel del gen CASP8, inhibido cuando se utilizé B.breve CNCM [-4035
y expresado con L.paracasei CNCM |-4034 (figura 35B). Este hecho se confirma si analizamos el
dendrograma de Salmonella typhi CECT 725, que muestra grandes similitudes en la expresion
génica cuando se utilizan estos probidticos, L.paracasei y B.breve, englobados en el mismo

subgrupo (figura 36).

Cabe destacar que la comparadon de los genes regulados por los distintos probidticos y
en presencia de los patdégenos puso de manifiesto que la intensidad transcripcional o de la
expresion génica fue mayor con el probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036 que con los otros dos
probidticos de estudio. Si se analiza los niveles de expresién génica mediados por este
probidtico en relacién a su sobrenadante, la intensidad fue del mismo orden. Sin embargo,
resulta destacable que la expresidon génica fue mucho mayor en presencia de E.coli que de

Salmonella.

De igual forma, al contrastar la actividad de los probidticos Lparacasei CNCM 1-4034 y
B.breve CNCM 1-4035 con la de sus sobrenadantes, en presencia de Salmonella typhi CECT 725
(figura 35), se observd que los sobrenadantes tuvieron mayor capacidad de regulacidn,
expresando fuertemente la mayoria de los genes implicados en la cascada de sefalizacidon de

los TLR.
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A Cambio de expresion génica de las DCen presencia de lipopolisacarido y
los sobrenadantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
W sob 4036
W sob 4035
e T| R3 = s0b 4034
B LPS
-5 0 5
10 10 10 10 fog change
B Cambio de expresion génica de las DCen presencia de lipopolisacarido y

los sobrenadantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
TOLLIP

M sob 4036
¥ sob 4035
M sob 4034
HLPS

102 10° 102 104 106 Fold change

C Cambio de expresion génica de las DCen presencia de lipopolisacarido y

los sobrenadantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
MAPK14
M s0b 4036
®'sob 4035
M sob 4034
CASP8 W LPS
102 10° 102 10* 10° Fold change

Resultados
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D Cambio de expresion génica de las DCen presencia de lipopolisacarido y los
sobrenadantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
JNK
M sob 4036
¥ sob 4035
W sob 4034
_ W LPS
101! 100 10! 102 103 104 105 106 Fold change
E Cambio de expresion génica de las DCen presencia de lipopolisacarido y

los sobrenadantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
IRF3 [
M sob 4036
© sob 4035
M s0b 4034
B LPS
Fold change

104 1072 0 102 104 106

F Cambio de expresion génica de las DCen presencia de lipopolisacarido y los
sobrenadantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
IL10
M s0b 4036
H sob 4035
N s0b 4034
TNF B LPS
6 4 2 0 2 4 6 8 Fold change

Figura 25. Valores de los cambios de expresién para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
o e IL-10 (F), de las células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con lipopolisacarido (LPS) y los
sobrenadantes probidticos 4034, 4035 y 4036.
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Variables

Distance
140

1,05

0,70

035

0,00
TLR1

TLRS
IRAKS
IRAKI

IL10
TOLUP
CASPE

MAPK1G
JHK
NFKB1
NFKBLA
TNF

LPS Sob 4034 Sob 4035 Sob 4036

Magnitud de la expresion génica

Min Avg Max

Figura 26. Visualizacion del Heat Map y dendrograma y para los genes Toll-like receptors (TLR), MYDS8S,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-o e IL-10, de las
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con lipopolisacarido (LPS) y los sobrenadantes probidticos
4034, 4035 y 4036.
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A Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el
sobrenadante L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
TLR9
TLR5
TLR4 M E.coli 742+Sob 4036
—TLR3 Sob 4036
M E.coli 742
TLR2
TLR1
104 1072 100 102 104 108 108 Fold change

Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el
sobrenadante L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
TOLLIP
IRAK1
M E.coli 742+Sob 4036

Sob 4036
IRAK4

= ® E.coli 742
MYD88

10-2 100 102 104 106 Fold change

C Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el
sobrenadante L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
MAPK14
M E.coli 742+Sob 4036
Sob 4036
M E.coli 742
CASP8
102 10° 102 104 106 Fold change
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D Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el
sobrenadante L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
JNK
M E.coli 742+Sob 4036
Sob 4036
M E.coli 742
TAK1
0 10 100 1000 10000 Fold change
E Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el
sobrenadante L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
IRF3
M E.coli 742+Sob 4036
Sob 4036
s NFKB1
M E.coli 742
s NFKBIA
102 100 102 104 Fold change

F Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el
sobrenadante L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
IL10
M E.coli 742+Sob 4036
Sob 4036
- .
TNF E.coli 742
0 10 100 1000 Fold change

Figura 27. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
a e IL-10 (F), de las células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 742 y el
sobrenadante L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Variables

Distance
140 [

1,05

0,70

035

E.coli 742 Sob 4036 E.coli 742
+Sob 4036

Magnitud de la expresiéon génica

Min Avg Max

Figura 28. Visualizacidon del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYDS8S,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 742 y el sobrenadante
L.rhamnosus CNCM [-4036.
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A Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 729y la
bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM 1-4036

M E.coli 729+Prob 4036

Prob 4036
M E.coli 729
105 100 105 1010 Fold change
B Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 729 y la

bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes

TOLLIP

M E.coli 729+Prob 4036

Prob 4036
W E.coli 729
102 100 102 104 106 Fold change
C Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 729y la
bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
MAPK14
B E.coli 729+Prob 4036
Prob 4036
B E.coli 729
CASP8
102 10 102 10 106 Fold change

Resultados
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D Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 729y la

bacteria probiética L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes

JNK
M E.coli 729+Prob 4036
Prob 4036
e M E.coli 729
100 102 10 106 10

8 Fold change

1072

E Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 729y la
bacteria probiética L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
- i
TBK1 I‘ B E.coli 729+Prob 4036
Prob 4036
NFKB1
M E.coli 729
—_— '
104 102 100 102 104 106 Fold change
F Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 729y la
bacteria probiética L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
IL10
M E.coli 729+Prob 4036
Prob 4036
M E.coli 729
TNF
-10 0 10 100 1000 10000  foldchanee

Figura 29. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
a e IL-10 (F), de las células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 729 y el

probioti colL.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Distance
1,40

Variables

1,05
0,70
035
0,00
TLR1

CASP8
IRAKS

TLRS
MYDES
IRAKT
ToLuP
MAPK14
TAK1
JNK
NFKBIA
NFKB1
TBKA
IRF3
TNF
IL10

E.coli 729 E.coli 729 Prob 4036
+ Prob 4036

Magnitud de la expresiéon génica

Min Avg Max

Figura 30. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYDS8S,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 729 y el probidtico L.rhamnosus

CNCM 1-4036.
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Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 515y la

A
bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes

M E.coli 515+Prob 4036

Prob 4036
M E.coli515
Fold change
1072 100 102 104 106 108
B Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 515y la
bacteria probiética L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
TOLLIP
IRAK1
M E.coli515+Prob 4036
Prob 4036
IRAK4
M E.coli515
MYD88
100 102 104 106 Fold change
C Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 515y la
bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
MAPK14
B E.coli515+Prob 4036
Prob 4036
M E.coli515
CASP8
Fold change

101 100 10?1 102 103 104 10°
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Resultados

D Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 515y la
bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
INK
MW E.coli515+Prob 4036
Prob 4036
M E.coli 515
TAK1
107 100 102 10% 106 108 Fold change
E Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 515y la
bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
IRF3
TBK1 B E.coli 515+Prob 4036
Prob 4036
NFKB1
| M E.coli515
NFKBIA
L - I I I
101 100 10! 102 103 104 10° Fold change
E Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 515y la
bacteria probiética L.rhamnosus CNCM 1-4036
Genes
M E.coli 515+Prob 4036
Prob 4036
B E.coli 515
Fold change
10 109 101 102 103 104 8

Figura 31. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
o e IL-10 (F), de las células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 515 y el

probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Distance Variables
1,50 | ]

1,13

0,75

NFKB1
IRAKS
IRAKA

TOLUP
CASFS
IRF3
MAPK1G
TAKY
NFEKBLA
JHNK
TBKA
THNF
IL1o

E.coli 515 E.coli 515 Prob 4036
+ Prob 4036

Magnitud de la expresion génica

Min Avg Max

Figura 32. Visualizacidn del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYDS8S,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 515 y el probidtico L.rhamnosus

CNCM 1-4036.
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A Cambio de expresion génica de las DCen presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias probiéticas
L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM 1-4036

B Salm 4594+Prob 4036
M Salm 4594+Prob 4034
M Prob 4036
H Prob4034

B Salmonella 4594

103 100 10° 1010 Fold change

Cambio de expresion génica de las DCen presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias probiéticas
L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
TOLLIP
B Salm 4594+Prob 4036

B Salm 4594+Prob 4034
" Prob 4036

B Prob 4034

B Salmonella 4594

104 102 100 102 104 106 Fold change

C Cambio de expresion génica de las DCen presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias probiéticas
L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes

R M Salm 4594+Prob 4036
M Salm 4594+Prob 4034
¥ Prob 4036
B Prob 4034

CASP8
B Salmonella 4594
104 102 100 102 104 106  Fold change

Resultados
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D Cambio de expresion génica de las DCen presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias probiéticas
Genes L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM 1-4036
INK B Salm 4594+Prob 4036
B Salm 4594+Prob 4034
W Prob 4036
TAKL W Prob 4034
B Salmonella 4594
102 100 102 104 106 10%  Fold change
E Cambio de expresion génica de las DCen presencia de

Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias probidticas
L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
IRF3
M Salm 4594+Prob 4036
TBK1 B Salm 4594+Prob 4034
M Prob 4036
NFKB1
B Prob 4034
-
NFKBIA B Salmonella 4594

104 102 100 102 104 106 108 Fold change

F Cambio de expresion génica de las DCen presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias probidticas
L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM 1-4036

Genes
IL10 M Salm 4594+Prob 4036
M Salm 4594+Prob 4034
® Prob 4036
TNF N Prob 4034
B Salmonella 4594
-100 0 100 10000 Fold change

Figura 33. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
a ell-10 (F),delas células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Salmonella typhimurium CECT 4594

y los probidticos Lparacasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM [-4036.
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Distance Variables
1,50 | 1

ToLUP
CASFS
MAPK1G
TAK
JNK

NFKBLA
NFKB1
TBKA
TNF
Salmonella Prob 4034 Salm 4594 Salm 4594 Prob 4036
4594 + Prob 4034 + Prob 4036

Magnitud de la expresiéon génica

Min Avg Max

Figura 34. Visualizacidn del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYDS8S,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Salmonella typhimurium CECT 4594 y los probidticos

L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Cambio de expresion génica de las DCen presencia de

Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias probiéticas

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

Genes | |
- —

TLR5
TLR4

Salm 725+Prob 4035
M Salm 725+Prob 4034
 Salm 725+s0b 4035
B Salm 725+s0b 4034
M Prob 4035
M Prob 4034
M Sob 4035
H Sob 4034

M Salmonella 725

10 1072 100 102 10 108 108
Fold change
Cambio de expresion génica de las DCen presencia de
B Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias probidticas
L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035
Genes |
Salm 725+Prob 4035
M Salm 725+Prob 4034
W Salm 725+s0b 4035
W Salm 725+s0b 4034
N Prob 4035
H Prob 4034
¥ Sob 4035
N Sob 4034
H Salmonella 725
102 101 100 10! 102 103 104 10°
Fold change
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Resultados

Cambio de expresion génica de las DCen presencia de

¢ Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias probidticas
L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035
Gene5|
Salm 725+Prob 4035
M Salm 725+Prob 4034
MAPK14,
M Salm 725+sob 4035
M Salm 725+sob 4034
M Prob 4035
M Prob 4034
W Sob 4035
CASP8
M Sob 4034
M Salmonella 725
102 10t 10° 10t 102 103 10 10° 106
Fold change
D Cambio de expresion génica de las DCen presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias probiéticas
L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035
Genes
Salm 725+Prob 4035
INK M Salm 725+Prob 4034
W Salm 725+s0b 4035
M Salm 725+s0b 4034
B Prob 4035
H Prob 4034
TAK1 H Sob 4035
B Sob 4034
B Salmonella 725

100 101 102 103 104 10° 108
Fold change
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E Cambio de expresion génica de las DCen presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias probiéticas
L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035

Genes
IRF3 Salm 725+Prob 4035

M Salm 725+Prob 4034

W Salm 725+sob 4035
TBK1
M Salm 725+s0b 4034
B Prob 4035

NFKB1 M Prob 4034

H Sob 4035

I H Sob 4034

NFKBIA
M Salmonella 725

102 102 101 100 101 102 103 104 10°
Fold change

Cambio de expresion génica de las DCen presencia de
F Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias probidticas
L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM [-4035
Salm 725+Prob 4035
M Salm 725+Prob 4034
@ Salm 725+s0b 4035
H Salm 725+sob 4034
M Prob4035
N Prob4034
TNF M Sob 4035
H Sob 4034
B Salmonella 725
1072 10?1 10° 10! 102 103 10
Fold change

Figura 35. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
a e IL-10 (F), de las células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Salmonella typhi CECT 725 y los
sobrenadantes/bacterias probidticas L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035.
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Variables

Distance
2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

Magnitud de la expresiéon génica

Min Avg Max

Figura 36. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYDS8S,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC) estimuladas 4 horas con Salmonella typhi CECT 725 vy los
sobrenadantes/bacterias probidticas L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035.
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Experimento 2: Co-cultivo de células Caco-2 y células dendriticas, en presencia de
las cepas probidticas

Determinacion de citoquinas

Las citoquinas pro-inflamatorias secretadas por Ias células dendriticas v células caco-2

aumentan muy_fuertemente en presencia de LPS v tras 4 horas de incubacion con

enteropatogenos en presencia_de las bacterias probidticas L.paracasei CNCM I-4034,
B.breve CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM I-4036, o de sus sobrenadantes. Los

aumentos tienen un rango de variacion amplio y son dependientes de cepa

Se determinaron las concentraciones de las siguientes citoquinas y quimioquinas: IFN v,
IL-10, IL-1B, IL-12 (p70 y p70+p40), IL-6, IL-8, TNF-o, IP-10(CXCL10), MCP-1(CCL2), MIP-1a
(CCL3), RANTES (CCL5) y MDC (CCL22), en el sobrenadante recogido tras cuatro horas de
incubacion en co-cultivos de células dendriticas y células caco-2, en presendia de las bacterias
probidticas de estudio (o de sus sobrenadantes tras 24 horas de cultivo, liofilizados,

concentrados diez veces y neutralizados) y enterobacterias.

Las graficas 37 a 43 representan la concentracion de citoquinas liberadas por las células
dendriticas y células caco-2 cuando se estimulan durante 4 h con los distintos sobrenadantes y
bacterias probidticas, asi como los patégenos. Los valores representan la cantidad de
citoquinas liberadas, con respecto al control en tanto por uno. Para cada tratamiento, las
citoquinas se dividen en dos gréficos: A, en el que se representan las interleuquinas I1L-1[3, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12 (p70 y p70+p40) y TNF-ot; y B, en el que se representan las quimioquinas MCP-
1(CCL2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10(CXCL10). En este caso, no se

pudo detectar la presencia en el sobrenadante de la citoquina IFN y.

Las citoquinas pro-inflamatorias secretadas por las células dendriticas y las células caco-
2 aumentaron tras 4 horas de incubacién especialmente en presencia de LPS (figura 37).
Asimismo, se produjeron aumentos, aunque mdas moderados, con los enteropatdgenos

Salmonella enterica y Escherichia coli (figuras 38-42).

Todos los tratamientos provocaron un aumento en la liberacién de citoquinas pro-
inflamatorias por parte de las células dendriticas y caco-2. Este incremento fue muy marcado a
nivel para las interleuquinas, sobre todo, IL-6 y TNF-a. Sin embargo, cabe sefialar que este
aumento no fue igual en todos los grupos estudiados y que varié en funcion del patégeno y de

la cepa probidtica utilizada.
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IL-6 v TNF-x son las citoquinas pro-inflamatorias mds alteradas secretadas por Ias

células dendriticas v células caco-2 en respuesta a los probidticos, o sus sobrenadantes, y a

enterobacterias

El uso del sobrenadante pertenedente a la bacteria L.paracasei CNCM [-4034 en
presencia de Salmonella typhi CECT 725 fue el que menos efecto tuvo en la liberaciéon de
citoquinas, afectando exclusivamente ala secrecén de IL-6 e IL-8 (figura 42). Por otra parte, el
sobrenadante de L.rhamnosus CNCM 1-4036 en presencia de E.coli CECT 742 aumentd al doble
la liberacién de todas las citoquinas pro-inflamatorias (figura 38), mientras que el
sobrenadante de B.breve CNCM 1-4035 frente a Salmonella typhi CECT 725 parecié ser el mas
activo, incrementando drasticamente la produccidn de todas las citoquinas estudiadas (figura
42). Ademas, este sobrenadante fue el que generd la mayor liberacion de IL-10, incluso en

comparacion con los probidticos.

El probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036, en presencia de los distintos patdgenos: E.coli
CECT 729 (figura 39), E.coli CECT 515 (figura 40) y Salmonella typhimurium CECT 4594 (figura
41), origind patrones similares en la secrecién de dtoquinas por parte de las células dendriticas
y caco-2. En todos los casos, aumentaron las citoquinas pro-inflamatorias, sobre todo, IL-6 y
TNF-a. Ademas, los valores de liberacién de las citoquinas fueron muy semejantes a los
producidos por el probiético B.breve CNCM I-4035 en presenda de Salmonella typhi CECT 725
(figura 43).

El probidtico L.paracasei CNCM |-4034 mostré una dinamica variable en la liberacion de
citoquinas por parte de las células dendriticas y caco-2 en funddn del patégeno utilizado,
Salmonella typhi CECT 725 (figura 43) o de Salmonella typhimurium CECT 4594 (figura 41). Asi,
cuando Salmonella typhi CECT 725 estuvo presente en el medio produjo una liberacién de
todas las citoquinas pro-inflamatorias similar a la producida por el probiético B.breve CNCM I-
4035 con esta misma bacteria patégena. Sin embargo, cuando interaccioné con Salmonella

typhimurium CECT 4594 sélo afectd a la secrecidon de IL-6 e IL-8, ademas de RANTES/CCLS.
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A Citoquinas liberadas por las DC y Caco-2 en presencia de lipopolisacarido (LPS)y los
sobrenadantes probidticos de Lparacasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM |-4035 y
Lrhamnosus CNCM 1-4036
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Figura 37. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), asi
como de las quimioquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10
(B), normalizados frente al control (en tanto por uno), de las células dendriticas (DC) y células

Caco-2, estimuladas 4 horas con lipopolisacarido (LPS) y los sobrenadantes probidticos.
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Resultados

A Citoquinas liberadas por las DC y Caco-2 en presencia de Escherichia coli CECT 742
y elsobrenadante probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036
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Figura 38. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), asi
como de las quimioquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10
(B), normalizados frente al control (en tanto por uno), de las células dendriticas (DC) y células
Caco-2, estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 742 y el sobrenadante L.rhamnosus

CNCM 1-4036.
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A Citoquinas liberadas por las DCy Caco-2, en presencia de Escherichia coli CECT 729
y el probiético L.rhamnosus CNCM 1-4036
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Figura 39. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), asi
como de las quimioquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10
(B), normalizados frente al control (en tanto por uno), de las células dendriticas (DC) y células
Caco-2, estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 729 y el probiético L.rhamnosus CNCM
1-4036.
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A Citoquinas liberadas por las DC y Caco-2, en presencia de
Escherichia coli CECT 515 y el probictico L.rhamnosus CNCM 1-4036
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Figura 40. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), asi

como de las quimioquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10

(B), normalizados frente al control (en tanto por uno), de las células dendriticas (DC) y células

Caco-2, estimuladas 4 horas con Escherichia coli CECT 515 y el probiético L.rhamnosus CNCM

1-4036.
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A Citoquinas liberadas por las DC y Caco-2, en presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y los probidticos
Lparacasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM |-4036
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Figura 41. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), asi
como de las quimioquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10
(B), normalizados frente al control (en tanto por uno), de las células dendriticas (DC) y células
Caco-2, estimuladas 4 horas con Salmonella typhimurium CECT 4594 y los probidticos

L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM [-4036.
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A Citoquinas liberadas por las DC y Caco-2, en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes probidticos
Lparacasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035
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Figura 42. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), asi
como de las quimioquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10
(B), normalizados frente al control (en tanto por uno), de las células dendriticas (DC) y células
Caco-2, estimuladas 4 horas con Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes de las

bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM [-4035.
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A Citoquinas liberadas por las DC y Caco-2, en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y las bacterias probidticos
L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035
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Figura 43. Valores de la liberacion de citoquinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a (A), asi

como de las quimioquinas MCP-1 (CCL-2), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MDC (CCL22) e IP-10
(B), normalizados frente al control (en tanto por uno), de las células dendriticas (DC) y células
Caco-2, estimuladas 4 horas con Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes de las

bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM [-4035.
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FEstudio de Ia viabilidad celular

La viabilidad de Ias células dendriticas se mantiene en presencia de los probidticos o sus

sobrenadantes

El método MTT permite evaluar la viabilidad celular mediante la metabolizacién de un
compuesto cuyo producto resultante es medible colorimétricamente. El ensayo se realiza tras
cuatro horas de incubacidn de las células dendriticas co-cultivadas en transwell en presencia
de los tres probidticos de estudio: Lparacasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 vy
L.rhamnosus CNCM 1-4036. Se selecciond este tiempo porque todos los experimentos tienen

cuatro horas de incubaddn con los distintos tratamientos.

Los resultados de viabilidad se expresan como porcentaje de densidad dptica a 570 nm
con respecto a los controles (células dendriticas sin tratar) considerando que estos ultimos

poseen un 100% de viabilidad.

Como se observa en la figura 44, la presencia en el medio de los probidticos no pone en
peligro la viabilidad celular, que se mantiene cercana al 80% en la mayoria de los casos,

respecto al control.

Ensayo MTT: viabilidad celular

Prob4036 —

Prob403s |
Prob 4034 ﬁ

control | (NS

% Viabilidad celular

Figura 44. Ensayo de MTT para las células dendriticas co-cultivadas en transwell en presendia
de Lparacasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM [|-4035 o L.rhamnosus CNCM 1-4036, tras 4 horas
de incubacion. La viabilidad se representa en porcentaje, respecto al control, siendo las células

dendriticas sin tratamiento el 100% de viabilidad.
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Expresion génica

La presencia de los probidticos L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM I1-4035 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036, o sus sobrenadantes, en el medio produce una expresion
diferencial en Ias células dendriticas y células caco-2 de los genes implicados en la cascada
de sefializacion de los Toll-like receptors (I'LR)

Para investigar la participacion de las bacterias probidticas L.paracasei CNCM [-4034,
B.breve CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM [-4036 en la respuesta inmunitaria intestinal se ha
estudiado la expresidon de distintos genes implicados en la cascada de sefializacion de los Toll-
like receptors (TLR): los receptores TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 y TLR9; la molécula
adaptadora MYD8S8; IRAK4, IRAK1 y TOLLIP como moléculas mediadoras de accién intermedia;
y genes de accion final como CASP8, MAPK14, TAK1 (MAP3K7)y JNK, NF-kB1y NF-kBIA (IkBA),

TBK1 e IRF3,y finalmente TNF-a e IL-10, en co-cultivos de células caco-2.

La expresidon génica se cuantificd con el programa RT2 Profiler PCR Array Data Analysis
version 3.4, de SABiosciences. Aquellos valores que no cumplian los criterios de eficiencia

fueron eliminados, como todos aquellos con un valor C;> 35.

Las figuras 45, 49, 53, 57, 61y 65 representan el cambio de expresion o fold change para
cada uno de los genes analizados experimentado por las células dendriticas en presenda de las
bacterias probidticas o sus sobrenadantes y enteropatdgenos, mientras que las figuras 47, 51,
55, 59, 63y 67 detectan el cambio de expresidon en células caco-2. El nombre de cada gen se
representa en el eje X. Asimismo, se muestra un dendrograma y un grafico en el que los
valores de las variables son representados por colores o heat map para cada tratamiento
utilizado, con objeto de conocer el grado de ordenacidn u homologia de los resultados
obtenidos para los diferentes enteropatdgenos, los probidticos y sus sobrenadantes, realizados

con el programa NCSS 2007 (figuras 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66 y 68).

La exposicidn del sistema transwell a enterobacterias produjo una expresién diferencial
en los dos tipos celulares. Mientras en las células dendriticas aumenté extraordinariamente la
expresion de TLRI (figuras 49A, 53A, 57A, 61A y 65A), al igual que ocurria en el experimento 1
(figuras 27A-35A), en las células caco-2 se inhibid la expresidn de este gen (figuras 51A, 55A,
59A, 63A y 67A). De hecho, es interesante destacar que en las células caco-2 se reprimid la
expresion de todos los TLR en presencia de los patégenos, a excepcidn de E.coli CECT 515, en
el que la expresidn de los TLR4, TLR3, TLR2 y TLR1 fue muy alta (figura 59A) y E.coli CECT 729

qgue conservd la expresion de TLR4 (figura 55A). De igual forma, las células caco-2 regularon a
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la baja la expresion del gen TOLLIP, mientras que aumentaron la expresion de CASP8y MYDSS,
en presencia de las enterobacterias estudiadas (figuras 51, 55, 59, 63, 67: B-C). Por su parte,
las células dendriticas presentaron una expresion leve/moderada de estos genes. Un efecto
similar se observé analizando la expresion del gen /L-10, ya que mientras en las células
dendriticas su expresién estaba fuertemente activada (figuras 49F, 53F, 57F, 61F y 65F), las
células caco-2 manifestaron una notable represion de este gen (figuras 51F, 55F, 63F y 69F), a

excepcién de E.coli CECT 515 (figura 59F).

Cuando se estimularon las células dendriticas y caco-2 exclusivamente con los
sobrenadantes probidticos la expresidon diferencial continud siendo patente. En las células
dendriticas, se observé un aumento muy marcado de la expresién de TLR9, mientras que en las
células caco-2 la expresidn de este gen fue inhibida (figura 45A y 47A). Los genes TOLLIPy TNF-
o originaron patrones similares de expresién en ambos tipos celulares (figuras 45B, 45F, 47B y
47F), regulados a la baja, a excepddn del sobrenadante L.rhamnosus CNCM [-4036 que
aumento la expresion de TOLLIP en células dendriticas (figura 45B), pero no asi en células caco-

2 (figura 47B).

A lavista de los resultados, los sobrenadantes L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM
1-4035 ejercieron un efecto similar en la regulacién de los genes de la cascada de los TLR
(figuras 45y 47). Asi, por ejemplo, ambos inhibieron los genes IRAK4, IRAK1, TBK1 e IL-10 en
células dendriticas y caco-2, asi como manifestaron una expresiéon diferencial para los genes
MYD8S8, CASP8 y TAK1, reprimiendo su expresion en células dendriticas y regulados al alza en
células caco-2. Por otro lado, si se comparan con el sobrenadante de L.rhamnosus CNCM |-
4036, éste mostrd la mayor capacidad en términos de niveles de expresion génica, siendo
notablemente superior al considerar la magnitud del cambio. Ademas, con este sobrenadante
se detectd un patron de expresion claramente distinto para los genes IRAK4, IRAK1 e IL-10,
sobreexpresados en células dendriticas y reprimidos en las células caco-2. Esta dualidad en la
expresion génica se observé claramente al analizar los dendrogramas: mientras que en las
células caco-2 los tres sobrenadantes se agruparon dentro del mismo grupo (existiendo un
subgrupo formado por los sobrenadantes B.breve CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM [-4036),
en las células dendriticas el sobrenadante de L.rhamnosus constituyd un grupo Unico, y los

sobrenadantes de L.paracaseiy B.breve pertenecieron al mismo subgrupo (figuras 46y 48).

La exposicion del co-cultivo de células dendriticas y caco-2 a los probidticos o sus
sobrenadantes en presencia de E.coli desencadend una desmesurada expresidon de TLR9 a nivel

de células dendriticas y su inhibicion en las células caco-2 (figuras 49A, 51A, 53A, 55A, 57Ay
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59A). En presencia de Salmonella la sobreexpresion de TLR9 fue patente en ambos tipos
celulares, pero la magnitud del cambio fue mayor en las células dendriticas (figuras 61A, 63A,

65Ay 67A).

Si se analiza cada tratamiento, se observd que tanto la exposicdn a E.coli CECT 729
como E.coli CECT 515 en presencia del probidtico L.rhamnosus CNCM [-4036 originaron
patrones similares de expresion génica, en ambos tipos celulares (figuras 53, 55, 57 y 59),
resultados que no extrafian a tenor de lo observado en el experimento 1, descrito
anteriormente. Asi, por ejemplo, indujeron la sobreexpresion de los genes MYD88, CASP8 e IL-
10 en células dendriticas, mientras que en las células caco-2 la expresion de estos genes fue
moderada (figuras 53, 55, 57, 59: B, Cy F). Para los genes TAK1, TBK1 e IRF3 |la expresidn en
células dendriticas fue escasa, estando reprimidos en las células caco-2 (figuras 53, 55, 57, 59:
D-E). Para el TNF-a ocurre la situacidn contraria, es decir, su expresion se reguld al alza en las
células caco-2, mientras que fue nula o permanecé ligeramente inhibida en las células
dendriticas (figuras 53F, 55F, 57F y 59F). En este caso, si se observaron diferencias si se atiende
a los dendrogramas, ya que para E.coli CECT 729 uno de los grupos estaria constituido por el
probidtico L.rhamnosus, en la linea de lo observado en el experimento 1; mientras que para

E.coli CECT 515 el grupo Unico es el patégeno (figuras 54, 56, 58 y 60).

Por otra parte, la incubacion de las células dendriticas y caco-2, con el probidtico
L.rhamnosus pero en presencia de Salmonella typhimurium CECT 4594, aunque hay dertas
semejanzas los patrones de expresion fueron claramente diferentes a los anteriores (figuras 61
y 63). Asi, los genes MYD88 y CASP8 mostraron una expresion diferendal, ya que fueron
inhibidos en las células dendriticas, y sobreexpresados en las células caco-2 (figuras 61B, 61C,
63B y 63C). El gen /L-10 se expresd en ambos tipos celulares, pero la intensidad fue contraria a
lo observado cuando se incubaba con la bacteria E.coli, ya que en este caso |la mayor expresion
se origind en las células caco-2 (figura 63F). De forma similar, el gen TNF-a se halld
fuertemente expresado en las células caco-2 y ligeramente inhibido en las células dendriticas
(figuras 61F y 63F). Por otra lado, si se analiza la actividad del probiético L.rhamnosus CNCM I-
4036 respecto a su sobrenadante resulta interesante que, en presencia del patdégeno E.coli
CECT 742 (figura 49 y 51), el patrén de expresién fue muy similar al observado con E.coli 515 y
729 (figuras 53, 55, 57 y 59), aunque la magnitud del cambio fue notablemente superior
cuando se utilizé el sobrenadante probidtico. Asimismo, la comparacion de los genes regulados
por este probidtico en presencia de los patégenos puso de manifiesto que el probidtico
L.rhamnosus CNCM [|-4036 condujo a la expresion de un mayor nimero de genes en presenda

de E.coli que de Salmonella.
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La estimulacidon de las células dendriticas y caco-2 con el probidtico L.paracasei CNCM I-
4034 y el género Salmonella se caracterizd por la sobreexpresion de TLR9, asi como de TLR2 y
TLR4 en menor medida en células dendriticas y la expresién moderada de TLR4, TLR3y TLR1 en
células caco-2 (figuras 61A, 63A, 65A y 67A). Los patrones de expresion producidos por
Salmonella typhi CECT 725y S. typhimurium CECT 4594 fueron muy similares en presencia del
probidtico Lparacasei CNCM 1-4034 (figuras 61, 63, 65 y 67). Asi, ambos tratamientos
indujeron un aumento de la expresién de todos los genes estudiados en las células dendriticas.
De igual forma, en las células caco-2 la mayoria de los genes se hallaron sobreexpresados,
aunque no con la misma intensidad que en el otro tipo celular, a excepcidon de los genes
TOLLIP, IRAK4 y TBK1, que fueron inhibidos. En presenda del patégeno Salmonella
typhimurium CECT 4594 los genes JNK, NFkB1 e NFkBIA también se encontraron reprimidos
(figuras 63D y 63E). Los dendrogramas de ambos patégenos confirmaron estos resultados, ya
gue la asociacién de este probidtico con Salmonella, typhi o typhimurium, fue elevada (figuras

62, 64, 66y 68).

Si se comparan estos resultados con los obtenidos utilizando el sobrenadante de este
probiodtico, Lparacasei CNCM 1-4034, en presencia de Salmonella typhi CECT 725 se
observaron grandes diferencias en la mayoria de genes analizados (figura 65 y 67). Con este
tratamiento, a nivel de las células dendriticas se desencadend la sobreexpresion de TLRY,
siendo del mismo orden que cuando se utilizé el probidtico, pero ademas se indujo la
expresion de TLR5. Al igual que con el probidtico, en las células caco-2, la expresién de ambos
TLR fue reprimida, pero se activd la expresion de TLR4, TLR3 y TLR1. Asimismo, este
tratamiento produjo la inhibicidon de los genes IRAK1 y JNK en células dendriticas y caco-2. Sin
embargo, se detecté una expresion diferencial para los genes TOLLIP, TBK1 y NFkBI1,
reprimidos en las células caco-2 y activos en las células dendriticas. Para los genes MYDS8S,
CASP8, TAK1 y NFkBIA ocurrié el efecto contrario, ya que se expresaron activamente en las
células caco-2 y fueron inhibidos en las células dendriticas. Las diferencias consideradas entre
el probidtico L.paracasei y su sobrenadante se observaron en el dendrograma, donde este

probiético formé un grupo Unico (figura 66y 68).

Por ultimo, la exposicidn de las células dendriticas y caco-2 con el probiético B.breve
CNCM 1-4035, en presencia de la bacteria Salmonella typhi CECT 725, estuvo acompafiada de |la
sobreexpresiéon de TLR9, y en menor medida TLR5, TLR4 y TLR2, en células dendriticas,
manteniendo activa la expresién de TLR3y TLR2 en células caco-2 (figura 65A y 67A). El patrén
de expresién génica originado por este tratamiento fue muy similar al del probidtico

L.paracasei CNCM [-4034 en presencia de este mismo enteropatdgeno, tanto en las células
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dendriticas como en las caco-2, induso en términos de intensidad del cambio de la expresion
génica (figuras 65y 67). Asimismo, si se compara la expresion de estos genes cuando se utilizé
el sobrenadante de B.breve CNCM |-4035 el patrén se conservd, a excepddn del gen TNF-a que
con el sobrenadante se encontré ligeramente reprimido (figuras 65F y 67F). Si se observa
Unicamente la intensidad, al contrario que ocurria en el experimento 1, los probiéticos
tuvieron una mayor capacidad de inducir un cambio en la expresiéon génica, hecho que se
corrobord si se analizan los dendrogramas (figuras 66 y 68), donde los probidticos o las
mezcas con los patdgenos presentaron la mayor coloracion, lo que da idea de su gran

actividad.

Cabe destacar que la comparacion de los genes regulados por los distintos probidticos y
en presencia de los patdgenos puso de manifiesto que la intensidad transcripcional o de la
expresion génica fue mayor con el probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036 que con los otros dos
probidticos de estudio. Ademas, resulta interesante indicar que la expresién génica de las
células caco-2 y células dendriticas mediada por E.coli fue mucho mayor que la provocada por

Salmonella.

Finalmente, es interesante resaltar que, a tenor de los resultados, los tratamientos
estimularon de distinta forma a las células dendriticas que a las células caco-2, indudendo por

lo general una respuesta masintensaen las primeras.
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Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de

A
lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
TLR9
W sob 4036
W sob 4035
N sob 4034
B LPS
105 10° 1ot0 Foldchange
B Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
M s0b 4036
M sob 4035
M s0b 4034
H|PS
-4 -2 0 2 6
10 10 10 10 104 10 Fold change
C Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
MAPK14
B s0b 4036
© sob 4035
B sob 4034
HLPS
104 102 10° 102 104 106  Foldchange

Resultados
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D Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
JNK
M sob 4036
¥ sob 4035
M sob 4034
TAK1
M LPS
-40 -20 0 20 40 60 Fold change
E Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de

lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

M sob 4036
M sob 4035

M sob 4034

HLPS

-1000 -100 -10 0 10 100 Fold change

F Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
IL10 M sob 4036
¥ sob 4035
M s0b 4034
TNF
HLPS
-100 -50 0 50 100 150 200 250 Fold change

Figura 45. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
aelL-10 (F), delas células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2 , estimuladas 4
h con lipopolisacdrido y los sobrenadantes probiéticos L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Figura 46. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYD88,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4 h con
lipopolisacarido (LPS) y los sobrenadantes probidticos Lparacasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y

L.rhamnosus CNCM 1-4036.

167



Tesis doctoral Miriam Bermiidez Brito

A Cambio de expresion génica de las células Caco-2 en presencia de
lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
W Sob 4036
W Sob 4035
W Sob 4034
N LPS
-10000 -1000 -100 -10 0 10 100  fqiq change
B Cambio de expresion génica de las células Caco-2 en presencia de

lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

M Sob 4036
' Sob 4035
B Sob 4034
M LPS
-10000  -1000 -100 -10 0 10 Fold change
C Cambio de expresion génica de las células Caco-2 en presencia de

lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
MAPK14
M Sob 4036
' Sob 4035
N Sob 4034
H|PS
-300 -250 -200 -150 -100 -50 0 50 Foldchange
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D Cambio de expresion génica de las células Caco-2 en presencia de
lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
M Sob 4036
M Sob 4035
W Sob 4034
mLPS
-10000 -1000 -100 -10 0 10 Fold change
E Cambio de expresion génica de las células Caco-2 en presencia de

lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
IRF3
H Sob 4036
TBK1
¥ Sob 4035
NFKB1 B Sob4034
H|PS
NFKBIA
-500 -400 -300 -200 -100 0 Fold change
F Cambio de expresion génica de las células Caco-2 en presencia de

lipopolisacarido y los sobrenandantes L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

H Sob 4036
[ Sob 4035
B Sob 4034
W LPS

-10000 -1000 -100 -10 0 Fold change

CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM [-4036.

Resultados

Figura 47. Valores de los cambios de expresidon para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYD8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
a e IL-10 (F), de las células Caco-2, co-cultivadas en transwell con las células dendriticas (DC),

estimuladas 4 h con lipopolisacarido y los sobrenadantes probidticos L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve
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Distance
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Figura 48. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYD88,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células Caco-2, co-cultivadas en transwell con las células dendriticas (DC), estimuladas 4 h con
lipopolisacdrido (LPS) y los sobrenadantes probidticos L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el

A sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
MW E.coli 742+Sob 4036
Sob 4036
M E.coli 742
10 100 105 1010 Fold change
B Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el
Genes sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
TOLLIP
IRAK1
M E.coli 742+Sob 4036
Sob 4036
IRAK4 .
M E.coli 742
MYD88
10° 102 104 106 Fold change
C Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el
sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
MAPK14
M E.coli 742+Sob 4036
Sob 4036
M E.coli 742
CASP8
100 102 104 106 Fold change

Resultados
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D Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el
sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
JNK
M E.coli 742+Sob 4036
Sob 4036
M E.coli 742
TAK1
102 100 102 104 106 108 Fold change
E Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el
sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes

M E.coli 742+Sob 4036

Sob 4036
M E.coli 742
Fold ch
10 0 10 100 1000 ~OCcnanee
F Cambio de expresion génica de las DCen presencia de E. coli CECT 742 y el

sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

—

Genes

M E.coli 742+Sob 4036
Sob 4036
B E.coli 742

10-2 100 102 104 106 108 Foldchange

Figura 49. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S8,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-

a ell-10 (F), delas células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4

h con E.coli CECT 742 y el sobrenadante probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Variables

Oistance
150

1,13

0,75

038

0,00
TLRY
TAKY

MAPKIG

MYOGR
1RAKG
RAKY

ToLLP

CASP3

N
ToK1
NFKBLA
NFRBY
IRF3
INF

E.coli 742 Sob 4036 E.coli 742
+ Sob 4036

Magnitud de la expresion génica

Min Avg Max

Figura 50. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYD88,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4 h con E.coli CECT

742 y el sobrenadante probiético L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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A Cambio de expresion génica de las caco-2 en presencia de E. coli CECT 742y
el sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
| Genes
TLR9
TLR5,
=TLR4: M E.coli 742+ sob 4036
TLR3 Sob 4036
M E.coli EPEC 742
TLR2
TLR1
-4000 -3000 -2000 -1000 0 Fold change
B Cambio de expresion génica de las caco-2 en presencia de E. coli CECT 742y
el sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
M E.coli 742+ sob 4036
Sob 4036
M E.coli EPEC 742
-10000  -1000 -100 -10 0 10 Foldchange
Cc Cambio de expresion génica de las caco-2 en presencia de E. coli CECT 742y
el sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
I
| Genes
MAPK14
M E.coli 742+ sob 4036
Sob 4036
W E.coli EPEC 742
CASP8
-50 0 50 100 150 200 250 Fold change
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D Cambio de expresion génica de las caco-2 en presencia de E. coli CECT 742y
el sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
JNK
M E.coli 742+ sob 4036
Sob 4036
M E.coli EPEC 742
TAK1 col
-100 0 100 200 300 Fold change
E Cambio de expresion génica de las caco-2 en presencia de E. coli CECT 742y
el sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes

M E.coli 742+ sob 4036
Sob 4036
M E.coli EPEC 742

-1000 -100 -10 0 10  Fold change

F Cambio de expresion génica de las caco-2 en presencia de E. coli CECT 742y
el sobrenandante L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
IL10
B E.coli 742+ sob 4036
Sob 4036
W E.coli EPEC 742
TNF coli C
-10000 -100 0 100 10000 Fold change

Figura 51. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYD8S8,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
a ell-10 (F), delas células caco-2, co-cultivadas en transwell con células dendriticas (DC), estimuladas 4

h con E.coli CECT 742 y el sobrenadante probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Figura 52. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-ike receptors (TLR), MYD88,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células Caco-2, co-cultivadas en transwell co-cultivadas en transwell con células dendriticas (DC),

estimuladas 4 h con E.coli CECT 742 y el sobrenadante probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

M E.coli 729+Prob 4036

Prob 4036
M E.coli 729
102 100 102 104 106 108 Foldchange
B Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de

E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

TOLLIP

M E.coli 729+Prob 4036

Prob 4036
M E.coli 729
TMYD88
-100 -10 0 10 100 1000 Fold change
C Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de

E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

MAPK14

M E.coli 729+Prob 4036

Prob 4036

W E.coli 729
CASP8

102 100 102 10 106 Fold change

Resultados
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D Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
NK
M E.coli 729+Prob 4036
Prob 4036
TAKL M E.coli 729
-4 ) 0 2 4 6 Fold change
E Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de

E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

M E.coli 729+Prob 4036

Prob 4036

M E.coli 729
-8 -6 -4 2 0 2 Fold change
F Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de

E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
IL10
M E.coli 729+Prob 4036
Prob 4036
- .
TNE E.coli 729

101 100 10! 102 103 104 105  Fold change

Figura 53. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S8,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E); y TNF-

a ell-10 (F), delas células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4

h con E.coli CECT 729 y la bacteria probiética L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Figura 54. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYD88,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4 h con E.coli CECT

729 yla bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM [-4036.
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A Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
TLRY,
TLRS
TLR4 M E.coli 729+Prob 4036
TLR3 Prob 4036
M E.coli 729
TLR2
TLR1
-10000 -100 0 100 10000 Fold change
B Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de

E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

M E.coli 729+Prob 4036

Prob 4036
M E.coli 729

-10000 -100 0 100 10000 Fold change
C Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de

E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
MAPK14
M E.coli 729+Prob 4036
Prob 4036
W E.coli 729
0 10 100 1000

Fold change

180



D Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

M E.coli 729+Prob 4036

Prob 4036
M E.coli 729
20 -10 0 10 20 Foldchange
E Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de

E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

IRF3

SIS B E.coli 729+Prob 4036

Prob 4036

NFKB1
W E.coli 729

NFKBIAq

50 Fold change

o

-150 -100 -50

F Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
E. coli CECT 729 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
IL10
M E.coli 729+Prob 4036
Prob 4036
— W E.coli 729
-100  -10 0 10 100 1000 10000 Fold change

Figura 55. Valores de los cambios de expresiéon para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYD8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-«kBIA (E);y TNF-
o e IL-10 (F), de las células caco-2, co-cultivadas en transwell con las células dendriticas (DC),

estimuladas 4 h con E.coli CECT 729 y la bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Figura 56. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYD88,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células caco-2, co-cultivadas en transwell con las células dendriticas (DC), estimuladas 4 h con E.coli

CECT 729 y la bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM [-4036.
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Resultados

A Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

M E.coli515+Prob 4036
Prob 4036
M E.coli515
105 100 105 1010 Fold change
B Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de

E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes | I
TOLLIP
IRAK1
M E.coli515+Prob 4036

Prob 4036
IRAK4

W E.coli515
TMYD88

-100 -10 0 10 100 1000  Fold change

Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
MAPK14
M E.coli 515+Prob 4036
Prob 4036
M E.coli515
CASP8
100 102 104 106 Fold change
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D Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
B E.coli 515+Prob 4036
Prob 4036
W E.coli 515
-5 0 5 10 15 20  Foldchange
E Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Genes E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
IRF3
- M E.coli 515+Prob 4036
Prob 4036
NFKB1
M E.coli515
NFKBIA
|
102 100 102 104 106 108 10%0 Fold change
F Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
IL10
M E.coli515+Prob 4036
Prob 4036
TNE B E.coli515
105 10° 105 1010 1015 Fold change

Figura 57. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYD8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
a ell-10 (F),delas células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4

h con E.coli CECT 515 y la bacteria probiética L.rhamnosus CNCM 1-4036.
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Figura 58. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYD88,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4 h con E.coli CECT

515 yla bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM [-4036.
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A Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
TLR9
e TLRS
TLR4 M E.coli515+Prob 4036
TLR3 Prob 4036
M E.coli515
TLR2
TLR1
Fold change
104 102 100 102 10* 106
B Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
M E.coli515+Prob 4036
Prob 4036
M E.coli 515
104 106 Fold change
c Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
MAPK14
M E.coli515+Prob 4036
Prob 4036
M E.coli515
CASP8
101 100 101 102 103 10 105 Fold change
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D Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
s INK
M E.coli 515+Prob 4036
Prob 4036
TAKL M E.coli515
-10 0 10 100 1000 10000 Foldchange
E Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
M E.coli515+Prob 4036
Prob 4036
NFKB1 .
M E.coli515
NFKBIA
102 100 102 104 106 Fold change
F Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
E. coli CECT 515 y la bacteria L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
IL10 |
M E.coli515+Prob 4036
Prob 4036
TNE M E.coli515
0 200 400 600 800  Foldchange

Figura 59. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYD8S8,

IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E); y TNF-

o e IL-10 (F), de las células caco-2, co-cultivadas en transwell con de las células dendriticas (DC),

estimuladas 4 h con E.coli CECT 515 y la bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM [-4036.
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Figura 60. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYD88,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células caco-2, co-cultivadas en transwell con las células dendriticas (DC), estimuladas 4 h con E.coli

CECT 515 y la bacteria probidtica L.rhamnosus CNCM [-4036.
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Resultados

A Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

M Salm 4594+Prob 4036
M Salm 4594+Prob 4034
© Prob 4036
M Prob4034

B Salmonella 4594

Fold change
102 100 102 104 106 108
B Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
TOLLIP
M Salm 4594+Prob 4036
- M Salm 4594+Prob 4034
¥ Prob 4036
IRAK4
N Prob 4034
||
MYDSS Salmonella 4594
|
1072 101 0 10! 102 103 104 105 Fold change
C Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
MAPK14 M Salm 4594+Prob 4036
B Salm 4594+Prob 4034
¥ Prob 4036
N Prob 4034
CASPS8 o
H Salmonella 4594
102 100 102 104 106 Fold change

189



Tesis doctoral Miriam Bermiidez Brito

D Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes
M Salm 4594+Prob 4036
B Salm 4594+Prob 4034
¥ Prob 4036

B Prob 4034

B Salmonella 4594

-10 0 10 100 1000 10000  Fold change

E Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes

M Salm 4594+Prob 4036
M Salm 4594+Prob 4034

¥ Prob 4036
M Prob 4034
B Salmonella 4594
NFKBIA
-10 0 10 100 1000 10000 Fold change
F Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de

Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

M Salm 4594+Prob 4036

IL10
B Salm 4594+Prob 4034
© Prob 4036

TNF M Prob 4034

B Salmonella 4594

102 100 102 104 10° 10®8  Fold change

Figura 61. Valores de los cambios de expresidén para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-«kBIA (E);y TNF-
a ell-10 (F),delas células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4
h con Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM

1-4036.
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Figura 62. Visualizacién del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYD8S,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4 h con Salmonella

typhimurium CECT 4594 vy las bacterias probidticas L.paracasei CNCM 1-4034 y Lrhamnosus CNCM |-

4036.
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A Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM 1-4034
y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

TLR9
TLR5

M Salm 4594+Prob 4036
TLR4

M Salm 4594+Prob 4034
||

TLR3 Prob 4036
M Prob 4034

— B Salmonella 4594

TLR1

-10000 -100 0 100 10000  Foldchange
B Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de

Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM | 4034 y
L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes
TOLLIP
W Salm 4594+Prob 4036
i M Salm 4594+Prob 4034
© Prob 4036
E==I|RAK4
B Prob 4034
M Salmonella 4594
MYD88
-200 -100 0 100 200 300 Fold change
Cc Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de

Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM 14034
y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

MAPK14 W Salm 4594+Prob 4036
B Salm 4594+Prob 4034

© Prob 4036

B Prob 4034
CASP8
B Salmonella 4594

0 50 100 150 200 250 Fold change
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D Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM | 4034
y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

e INK M Salm 4594+Prob 4036
B Salm 4594+Prob 4034
© Prob 4036
M Prob4034

B Salmonella 4594

-20 -10 0 10 20 Fold change

E Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM | 4034
y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell

Genes

M Salm 4594+Prob 4036
M Salm 4594+Prob 4034

© Prob 4036
M Prob 4034
NEKBIA M Salmonella 4594
-1000 -100 -10 0 10 100 Fold change

F Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias L.paracasei CNCM | 4034
y L.rhamnosus CNCM 1-4036, en transwell
Genes . |
W Salm 4594+Prob 4036
IL10
B Salm 4594+Prob 4034
5 Prob 4036
e H Prob 4034
B Salmonella 4594
-10000 -100 0 100 10000  Fold change

L.rhamnosus CNCM 1-4036.

Rz:\\////z///m‘

Figura 63. Valores de los cambios de expresidon para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYD8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
a e IL-10 (F), de las células caco-2, co-cultivadas en transwell con las células dendriticas (DC),

estimuladas 4 h con Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias Lparacasei CNCM 1-4034 y
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Figura 64. Visualizacidon del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYDS8S,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células caco-2, co-cultivadas en transwell con las células dendriticas (DC), estimuladas 4 h con
Salmonella typhimurium CECT 4594 y las bacterias probiodticas L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus
CNCM [-4036.
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Resultados

A Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM | -4034
y B.breve CNCM 1-4035, en transwell

Genes

Salm 725+Prob 4035
W Salm 725+Prob 4034
 Salm 725+s0b 4035
M Salm 725+s0b 4034
B Prob 4035
H Prob4034
H Sob 4035
N Sob 4034

M Salmonella 725

105 100 10° 1010 Fold change
B Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 1-4034
y B.breve CNCM 1-4035, en transwell
frenes —
TOLLIP Salm 725+Prob 4035
M Salm 725+Prob 4034
W Salm 725+s0b 4035
fIRAK1
W Salm 725+s0b 4034
N Prob 4035
IRAK4 N Prob 4034
¥ Sob 4035
MYD88 H Sob 4034
B Salmonella 725
-100 -10 0 10 100 1000 10000 Fold change
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Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y

B.breve CNCM 1-4035, en transwell

MAPK14

-10000

Salm 725+Prob 4035
M Salm 725+Prob 4034
m Salm 725+s0b 4035
B Salm 725+s0b 4034
H Prob 4035
M Prob 4034
M Sob 4035
H Sob 4034

M Salmonella 725

-1000 0 1000 10000 Foid change

Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 1-4034

y B.breve CNCM 1-4035, en transwell

-10000

-100 0 100 10000

Salm 725+Prob 4035
M Salm 725+Prob 4034
M Salm 725+s0b 4035
H Salm 725+s0b 4034
M Prob 4035
N Prob4034
H Sob 4035
H Sob 4034

B Salmonella 725

Fold change
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Resultados

E Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
B.breve CNCM 1-4035, en transwell

Genes |
—

——

- Salm 725+Prob 4035

W Salm 725+Prob 4034

| |
TBK1 Salm 725+s0b 4035
M Salm 725+s0b 4034

B Prob 4035

NFKB1 B Prob 4034
M Sob 4035
B Sob 4034
NFKBIA
B Salmonella 725
-10 0 10 100

1000 10000 Fold change

-1000 -100

F Cambio de expresion génica de las células dendriticas en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
B.breve CNCM 1-4035, en transwell

Genes | |

Salm 725+Prob 4035

| | '
B0 i Salm 725+Prob 4034
H Salm 725+s0b 4035
B Salm 725+s0b 4034
I M Prob 4035

H Prob4034

— B Sob 4035
H Sob 4034
B Salmonella 725

0 0 10 100

-1

1000 Fold change

Figura 65. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
o ell-10 (F), delas células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4
h con Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias Lparacasei CNCM 1-4034 y B.breve
CNCM 1-4035.
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Figura 66. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYD8S,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células dendriticas (DC), co-cultivadas en transwell con células caco-2, estimuladas 4 h con Salmonella
typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias probidticas L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve CNCM |-

4035.
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Resultados

A Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
B.breve CNCM 1-4035, en transwell
Genes
~TLR9
— Salm 725+Prob 4035
e TLRS ® Salm 725+Prob 4034
W Salm 725+s0b 4035
TCR4  Salm 725+s0b 4034
= M Prob 4035
— H Prob 4034
F—
— W Sob 4035
— M Sob 4034
TLR1 M Salmonella 725
104 102 100 102 104 106 Foldchange
B Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
B.breve CNCM 1-4035, en transwell
Genes
Salm 725+Prob 4035
M Salm 725+Prob 4034
W Salm 725+s0b 4035
M Salm 725+s0b 4034
N Prob 4035
B Prob 4034
¥ Sob 4035
H Sob 4034
S B Salmonella 725
-10000 -100 0 100 10000 Fold change
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Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
B.breve CNCM 1-4035, en transwell

Genes

Salm 725+Prob 4035
A MAPK1 1 Salm 725+Prob 4034
M Salm 725+s0b 4035
M Salm 725+s0b 4034
B Prob 4035

H Prob 4034

CASP8 M Sob 4035
M Sob 4034

M Salmonella 725

104

] 0 6
102 10 102 104 10 Fold change

Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 1-4034 y
B.breve CNCM 1-4035, en transwell

Genes |

Salm 725+Prob 4035
@ Salm 725+Prob 4034
I Salm 725+s0b 4035
M Salm 725+s0b 4034
H Prob 4035
M Prob4034
H Sob 4035
H Sob 4034

B Salmonella 725

-10000

1000 -100 -10 0 10 100 fold change
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Resultados

E Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 14034 y
B.breve CNCM 1-4035, en transwell

Genes =

IRF3

Salm 725+Prob 4035
W Salm 725+Prob 4034

M Salm 725+sob 4035

TBK1
M Salm 725+s0b 4034

' B Prob 4035
B NFKB1 H Prob 4034

M Sob 4035

B Sob 4034

—
1
NFKBMi_ B Salmonella 725
-10000 -1000 -100 -10 0 10 100 1000 10000 Fold change
F Cambio de expresion génica de las células caco-2 en presencia de

Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 14034 y
B.breve CNCM 1-4035, en transwell

Salm 725+Prob 4035
© Salm 725+Prob 4034
H Salm 725+s0b 4035
M Salm 725+s0b 4034

H Prob 4035
M Prob4034
H Sob 4035
H Sob 4034

B Salmonella 725

-10000 -1000 -100 -10 0 10 100 1000

Fold change

Figura 67. Valores de los cambios de expresion para los genes Toll-like receptors (TLR) (A); MYDS8S,
IRAK4, IRAK1 y TOLLIP (B); CASP8 y MAPK14 (C); TAK1 y JNK (D); TBK1, IRF3, NF-kB1 e NF-kBIA (E);y TNF-
o e IL-10 (F), de las células caco-2, co-cultivadas en transwell con las células dendriticas (DC),
estimuladas 4 h con Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias L.paracasei CNCM 1-4034
y B.breve CNCM 1-4035.
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Figura 68. Visualizacion del Heat Map y dendrograma para los genes Toll-like receptors (TLR), MYDS8S,
IRAK4, IRAK1, TOLLIP, CASP8, MAPK14, TAK1, JNK, TBK1, IRF3, NF-kB1, NF-kBIA, TNF-a e IL-10, de las
células caco-2, co-cultivadas en transwell con de las células dendriticas (DC), estimuladas 4 h con
Salmonella typhi CECT 725 y los sobrenadantes/bacterias probidticas L.paracasei CNCM 1-4034 y B.breve

CNCM 1-4035.

202



Experimento 3. Ensayo de proliferacion de las células T

Los probidticos del género Lactobacillus estimulan Ia proliferacion de las células T

El objetivo de este experimento es determinar la proliferacdén de las células T, en
presencia de un nimero variable de células dendriticas, pre-tratadas con las cepas probidticas
de estudio, es dedir, Lparacasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM |-4035 y L.rhamnosus CNCM I-
4036. La estimulacidn de las células dendriticas con los probidticos se realiza por un periodo de

4 horas.

Los resultados expresan el indice de estimulacién de la proliferacién de células T,
calculado por el ratio de la absorbancia a 405 nm de las células pre-tratadas frente al control
(células células dendriticas y T sin tratar), utilizando un nimero variable de células dendriticas:
1000, 10000, 50000 y 100000 células dendriticas, y un nimero fijo de células T (100000 células

T). Como control positivo se pre-trataron las células con fitohemaglutinina (PHA).

Las figuras 69-71 representan el indice de estimulacién de cada probidtico. A la vista de
los resultados, el probidtico Lparacasei CNCM 1-4034 posee la mayor capacidad de
estimulacion de la proliferacién de las células T (figura 69), alcanzando su maximo con el
mayor numero de células dendriticas en el medio. Resulta interesante destacar que,
independientemente de la concentracién de células dendriticas en el medio, lainduccién de la

proliferacién de las células T es notablemente superior al control positivo en todos los casos.

Cuando se exponen las células dendriticas con el probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036
(figura 71) la mayor estimulacién de la proliferaciéon de las células T se registra al alcanzar la
concentracién de 100000 células dendriticas, al igual que sucedia con L.paracasei CNCM I-

4034.

El tratamiento previo de las células dendriticas con el probidtico B.breve CNCM 1-4035
ejerce un débil efecto en la proliferacién de las células T, siendo comparable al control positivo
con el mayor nimero de células dendriticas ensayadas (figura 70). Sin embargo, en este caso,
la variacidon del nimero de células dendriticas no provoca grandes diferencias en el indice de

estimulacion de la proliferacién de las células T.

Finalmente, el andlisis de los resultados, comparando los distintos tratamientos, arroja
laidea que las bacterias del género Lactobacillus presentan una dindmica de estimulacion de la
proliferacion de las células T similar, aunque la magnitud de este efecto es sensiblemente

mayor cuando se utiliza L.paracasei CNCM |-4034.
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Ensayo de proliferacion de las células T:
DC pre-tratadas con el probidtico L.paracasei CNCM 1-4034
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Figura 69. Ensayo de proliferacion de las células T autdlogas (TC), en presencia de un nimero variable de
células dendriticas (DC) (1000, 10000, 50000 y 100000), pre-tratadas con el probidtico Lparacasei
CNCM 1-4034. Los valores expresan el indice de estimulacion del tratamiento con respecto al control,

células DCy TC sin tratar.

Ensayo de proliferacion de las células T:
DC pre-tratadas con el probiético B.breve CNCM 1-4035
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Figura 70. Ensayo de proliferacion de las células T autdlogas (TC), en presencia de un nimero variable de
células dendriticas (DC) (1000, 10000, 50000 y 100000), pre-tratadas con el probiético B.breve CNCM |-
4035. Los valores expresan e indice de estimulacién del tratamiento con respecto al control, células DC

y TCsin tratar.
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Ensayo de proliferacion de las células T:
DC pre-tratadas con el probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036
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Figura 71. Ensayo de proliferacion de las células T autdlogas (TC), en presencia de un niumero variable de

células dendriticas (DC) (1000, 10000, 50000 y 100000), pre-tratadas con el probidtico L.rhamnosus

CNCM [-4036. Los valores expresan el indice de estimulacion del tratamiento con respecto al control,

células DCy TC sin tratar.
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DISCUSION

“La investigacion consiste en ver todo lo que el resto ha visto y
pensar lo que nadie antes ha pensado.”

Albert Szent Gyorgyi, Premio Nobel de Medicina en 1937


http://www.literato.es/autor/erwin_schrodinger/




DISCUSION

Para el correcto funcionamiento y defensa del organismo, es necesario que se

establezca un equilibrio entre el sistema inmunitario y la microbiota intestinales (Van den

Abbeele et al. 2011).

Los probidticos son microorganismos vivos que, ingeridos en cantidades suficientes,
modulan o actlan sobre determinadas funciones del organismo, produciendo un efecto
beneficioso, mas alld del puramente nutricional, como contribuir al equilibrio de la microbiota
intestinal del huésped y potenciar el sistema inmunitario (FAO, 2002). En los ultimos afios, se
ha descrito que los probidticos poseen funciones semejantes a la microbiota residente,
pudiendo modular los mecanismos de defensa inmunitarios innatos y adaptativos (Borchers et
al. 2009). Algunas bacterias, pertenedentes principalmente a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, presentes en alimentos fermentados, han demostrado su efecto probiético ya
gue modulan el GALT potenciando la producciéon de Ig A, la prevencién de algunas infecciones
intestinales, el control de la respuesta inmunitaria inflamatoria y la reduccién de niveles de

factores promotores de tumores (Gobbato et al. 2008; De Moreno De LeBlanc et al. 2010).

El conocimiento profundo de los mecanismos moleculares por los cuales los probidticos
interactian con el sistema inmunitario intestinal y regulan la respuesta frente a

enteropatdgenos es alin desconocido y constituye el objetivo fundamental de esta tesis.

Los probidticos ensayados han sido L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 vy

L.rhamnosus CNCM [-4036, aislados de las heces de nifios alimentados exdusivamente con
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leche materna. Las cepas patdgenas seleccionadas pertenecen a las bacterias Escherichia coli'y
Salmonella enterica. Estos patdgenos son responsables de la diarrea infecciosa, una de las
principales causas de muerte infantil en paises en desarrollo, especialmente durante el primer
afio de vida. Ademas, el género Salmonella puede producir un amplio rango de enfermedades,
desde gastroenteritis hasta fiebres tifoideas tanto en nifios como en adultos (Holoda et al.
2004; Kohler et al. 2009). Asimismo, las cepas patdgenas de E.coli tienen especial interés ya

gue son la mayor causa de diarreaen humanos y animales (Vu-Khac et al. 2004).

Varios tipos celulares son vitales en el control de las respuestas inmunitarias intestinales
y la conservacion de la homeostasis intestinal: células epiteliales intestinales, células
dendriticas y células T (Resdgno et al. 2008). Por esta razén, nuestro estudio se ha centrado en
un modelo de células dendriticas humanas; co-cultivo de células dendriticas humanas y células
epiteliales intestinales caco-2; y co-cultivo de células dendriticas humanas y células T

autodlogas.

Cabe destacar que es la primera vez que se realiza este tipo de estudio en este modelo
celular, es dedr, existen algunos trabajos en células dendriticas, pero la mayoria de ellos
utilizan células mononudeares de sangre periférica (PBMC) o células dendriticas murinas. En
nuestro afan por aproximarnos a la situacién intestinal real y conocer en profundidad el
mecanismo por el cual los probidticos son capaces de modular la respuesta inmunitaria frente
a enterobacterias en el ser humano, hemos decidido utilizar células dendriticas de Langerhans
humanas, obtenidas a partir de la sangre del cordén umbilical. Por todo ello, esta tesis es de
especial relevancia y pionera, tanto por el modelo celular elegido como por los experimentos
realizados, ya que aporta un nuevo enfoque en los trabajos hasta la fecha publicados de
células dendriticas y probidticos. Ademas, otro aspecto novedoso es la utilizacién de arrays, o
una matriz de genes, para evaluar los cambios de expresién génica, aportando una visién
global de los mecanismos por los que los probidticos son capaces de inmunomodular la

respuestaintestinal (Van Baarlen et al. 2011).

Contacto directo de células dendriticas, en presencia de probidticos y patégenos

Las células dendriticas son criticas en el inicio de la respuesta frente a bacterias,
patégenas y comensales. En un estado inmaduro, estas células muestrean el microambiente,

detectandola presencia de patdgenos y liberando, en consecuendia, citoquinas y quimioquinas
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para amplificar la respuesta inmunitaria. El papel regulador de las células dendriticas cobra
vital importanda en el intestino, ya que el sistema inmunitario se encuentra intimamente
asociado a la microbiota residente, incduyendo bacterias acido-lacticas (Rizzello et al. 2011).
Por ello, nuestro primer estudio se ha centrado en conocer las interacciones de las células
inmunitarias y los probidticos, asi como el efecto que produce en ellos la presencia de

enterobacterias.

Los resultados demuestran que los probidticos L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM
1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036 pueden modificar la liberacion de citoquinas por parte de
las células dendriticas, y que este cambio varia en funcién del patégeno y de la cepa
probidtica, o de su sobrenadante, hecho que no es de extrafiar ya que estd ampliamente
descrito que los efectos de los probidticos son altamente especificos y cepa-dependientes, por
lo que diferentes cepas de |la misma especie pueden ejercer distintos efectos en el hospedador

(Aureli et al. 2011; Thomas & Versalovic, 2010).

Si analizamos los perfiles de dtoquinas de las células dendriticas en presencia de los
probidticos exclusivamente, llama extraordinariamente la atencién que B.breve CNCM 1-4035
es un potente inductor de IL-10, IL-12p40 y TNF-a. Esta respuesta coincide con lo publicado
por otros autores que describen que la mayoria de cepas de Bifidobacterium estimulan la
produccién de IL-10, y, algunas son capaces de estimular IL-12 y TNF-a, siguiendo el mismo
patron que las bacterias Gram negativas, tal y como es nuestro caso (Borchers et al. 2009). Se
ha sugerido que el alto contenido de citosinay guanina (CG) de las especies pertenecientes al
género Bifidobacterium, que ronda el 60%, favorece la produccion de IL-10 (Medina et al.
2007). Ademas, en consonanda con otros trabajos, no estimula IL-12 p70, efecto caracteristico
de las bifidobacterias (Weiss et al. 2011). Asimismo, el probiotico L.rhamnosus CNCM |-4036
manifiesta el mismo comportamiento, descrito también por otros autores para L.plantarum
(Van Baarlen et al. 2009), pero no asi Lparacasei CNCM 1-4034, también de acuerdo con Mileti
et al. (2009). Nuestros resultados muestran, y tal y como se ha publicado, que las cepas del
género Lactobacillus presentan una gran heterogeneidad en la induccién de citoquinas en
células dendriticas, mientras que las del género Bifidobacterium siguen un patrén mas

uniforme (Evrard et al.2011).

Cuando se estimulan las células dendriticas y el probiético L.rhamnosus CNCM 1-4036
disminuye la mayoria de las citoquinas estudiadas en presencia de E.coli, CEC 515 o CECT 729,
mientras que frente al género Salmonella no es capaz de limitar la secrecion. Estos resultados

coinciden con Mileti et al. (2009), que indica que L.rhamnosus GG en términos de activacion de
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las células dendriticas presenta un patrén similar a Salmonella. Si lo comparamos con su

sobrenadante, éste es capaz de disminuir notablemente todas las citoquinas.

Por otra parte, el probidtico B.breve CNCM 1-4035 no manifiesta ningun efecto en
presencia de Salmonella typhi CECT 725, aunque resulta interesante destacar que su
sobrenadante si es capaz de produdr una disminucién importante en la mayoria de citoquinas,
a excepcion de TNF-a. Si nos fijamos en la liberacion de IL-12p40, esta citoquina disminuye con
todos los tratamientos ensayados, a excepcdén de B.breve CNCM |-4035 en presencia de
Salmonella typhi. Este detalle era previsible ya que esta descrito que la induccion de IL-12 se

correlaciona fuertemente con la produccion de TNF-a (Weiss et al. 2011).

Asimismo, el probidtico L.paracasei CNCM [|-4034 disminuye drasticamente Ia
produccién de todas las citoquinas en presencia del género Salmonella, al igual que su

sobrenadante, en consonancdia con lo publicado por Mileti et al. (2009).

Si se analizan los resultados obtenidos, se observa daramente que la exposicidn de las
células dendriticas alos patdgenos y los probidticos de estudio, origina la liberacion de TGF-§,
citoquina anti-inflamatoria, pero esta secrecién varia en funcdn del probidtico. Asi, L.paracasei
CNCM 1-4034 promueve la estimuladéon de TGF-B2, mientras que B.breve CNCM I-4035
produce la liberaddén de TGF-B1. Por su parte, L. rhamnosus CNCM 1-4036 es capaz de
aumentar notablemente la secrecidon de TGF-B1y TGF-B2, en presencia de E.coliy Salmonella
typhimurium. En cambio, los sobrenadantes de los probiéticos aumentan la liberacdn de TGF-
B1. Es bien conocido que el TGF-B1 juega un papel importante en la prevencidn de patologias y
el control de la homeostasis intestinal (Coombes & Maloy, 2007). Por tanto, el aumento de la
secrecidn de TGF-B1 producido por la estimulacion de los probidticos en células dendriticas
podria ser un mecanismo por el cual los probiéticos ejercen efectos anti-inflamatorios y
contribuyen al desarrollo de inmunotolerancia. De hecho, se ha sugerido que este factor de
crecimiento es clave en la maduracidn de células Th3 de caracter tolerogénico (Mesquita

Junior et al. 2010; Gomez-Llorente et al. 2010).

Finalmente, resulta paraddjico que asi como todos los sobrenadantes exhiben una
extraordinaria capacidad de reducir los niveles de IL-6 en presencia de los patdgenos, los
probidticos L.rhamnosus CNCM 1-4036 y B.breve CNCM 1-4035, aunque no L.paracasei CNCM I-
4034, no son capaces de disminuir su liberacidon. Ademas, la estimulacién de IL-6 por parte de
estos dos probidticos es patente en ausencia de patdgenos. Esta circunstanda coincide con
varios trabajos publicados en los cuales se apunta que los lactobadilos y bifidobacterias son

potentes inductores de IL-6 en células dendriticas murinas y que las bacterias acido-l4cticas
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muestran perfiles diferentes de citoquinas en respuesta a la estimulacddn (Weiss et al. 2011).
Ademds, también se ha descrito que, tras la infeccién con Salmonella typhimurium, L.casei CRL
431 mantiene la expresién de IL-6 en el intestino delgado, incluso dias después de la

incubacion (Castillo et al. 2011).

Analizando conjuntamente todos los resultados, se observa que los sobrenadantes
presentan mayor capacidad en la regulacidn de las citoquinas en respuesta a enteropatdgenos.
Estos datos sugieren que las bacterias probidticas liberan algln tipo de factor de naturaleza
desconocida de tipo antibacteriano, probablemente bacteriocinas, ya que en ausencia de
enterobacterias los sobrenadantes no producen grandes cambios en el perfil de dtoquinas
liberadas por parte de las células dendriticas. Ademads, es importante sefialar que estos
sobrenadantes estan concentrados diez veces, pero también, y por la misma razdén, cualquier
tipo de sustandia que exista en el medio de credmiento, por tanto, seria asumible que el
sobrenadante presentara una mayor actividad, como es el caso. Se descarta que la causa de
esta inhibicidn sea compuestos acidos, como acido lactico o acético, productos derivados de su

crecimiento, ya que los sobrenadantes utilizados se neutralizaron a pH 7.0.

Para conocer en profundidad el mecanismo por el que los probiéticos inducen esta
disminucién de citoquinas pro-inflamatorias y regulan la respuesta inflamatoria es necesario
analizar la via de los receptores tipo Toll (TLR). La estimulacidon de los TLR genera sefiales
intracelulares que desencadenan la activacidon de distintos factores de transcripcion, entre los
que se encuentra el NF-kB, que induce la expresidn de distintas citoquinas y quimioquinas
(Thomas & Versalovic, 2010; Lakhdari et al. 2010). Es importante sefialar que, al igual que en el
caso anterior, los probidticos pueden regular de forma diferente la expresién de los TLR y de
sus adaptadores, pudiendo manifestar efectos opuestos, pro- y anti-inflamatorios (Lavelle et

al. 2010).

Nuestros resultados revelan que los probidticos o sus sobrenadantes, en presencia de
las enterobacterias, expresan de forma muy marcada TLR9. De forma similar, varios trabajos
describen un aumento de la expresion del TLR9 cuando se administran probidticos, como
L.johnsonii y L.casei (Kingma et al. 2011; Castillo et al. 2011). Ademas, recientemente se ha
propuesto que la estimulacién apical de TLR9 en células epiteliales intestinales conduce a un

estado de mayor vigilanciainmunoldgica (Kingma et al. 2011).

Un analisis en profundidad de los resultados pone de manifiesto que, en términos de
magnitud, el cambio de expresién génica a nivel del TLR9 es notablemente superior cuando se

utilizan los sobrenadantes, del orden de cien veces mas, que con los probiéticos. En este
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sentido, no hay que olvidar que los sobrenadantes son mas efectivos en la disminucién de las
citoquinas pro-inflamatorias estudiadas, que los propios probiéticos. Por todo ello, estos
resultados parecen reflejar que el nivel de expresidn de este TLR es determinante para la
regulacién de las citoquinas pro-inflamatorias, y coincide con Lavelle et al. (2010) que indica
que este TLR es necesario para mediar en el efecto anti-inflamatorio induddo por los

probidticos.

Por otra parte, y de manera esperable, los probidticos son capaces de activar la
expresion de TLR2, ya que este TLR reconoce peptidoglicano, componente principal de las
bacterias Gram positivas, como el género Lactobacillus. Por esta razén, no sorprende que la
mayor activacién se produzca en presencia de L.rhamnosus CNCM I-4036. Un efecto similar ha
sido descrito por otros autores con los probidticos L.rhamnosus GG y L.plantarum BFE 1685,
que aumentan la expresidon de TLR2 en células epiteliales humanas (Vizoso Pinto et al. 2009), y
L.casei CRL 431, en un estudio de ratones (Castillo et al. 2011). Recientemente, Weiss et al.
(2010) ha descrito que este TLR desempefia un papel fundamental en la estimuladén de
células dendriticas y macréfagos en presencia de bacterias pertenecientes al género

Lactobacillus.

En consonancia con varios trabajos, nuestros resultados sugieren que los probidticos
incrementan la expresion de los TLR2 y TLR9, activando la inmunidad innata (Kim et al. 2006;
Tao et al. 2006; Vizoso Pinto et al. 2009; Voltan et al.2007). La estimulacion de TLR2 parece
que ademads potendia la barrera epitelial, ya que se ha demostrado que la activacién de este
TLR desempefia un papel importante en la resistencia frente a la invasion bacteriana (Abreu et

al. 2005).

En general, analizando la expresién de los todos los genes estudiados, es importante
sefialar que la intensidad del cambio es sustandalmente mayor en presencia de los
sobrenadantes que de las bacterias probidticas, por lo que, y acorde con los resultados de
citoquinas obtenidos, demuestra que los sobrenadantes tienen mayor actividad, o lo que es lo
mismo, mayor capaddad en la modulacién de la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias por
parte de las células dendriticas en respuesta a los patégenos. Quizés, lo mas revelador es el
hecho de que los sobrenadantes libres de células, debido a la existencia de algin factor
secretado por los probidticos, presente en el medio, sean capaces de indudr cambios en la
expresion génica del intestino, siendo responsables en parte del efecto beneficioso de los
probidticos, tal y como apuntan otros autores (Huang & Zheng, 2010; Imaoka et al., 2008;

Putaala et al., 2008; Tao et al., 2006; Yan et al., 2007). De igual forma, los resultados coinciden
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con lo publicado por Adams (2010), que indica que las bacterias probidticas vivas influencian la
respuesta inmunitaria intestinal, mientras que componentes de éstas ejercen efectos anti-

inflamatorios en el tracto gastrointestinal.

Si se comparan los niveles de expresion génica mediados por los sobrenadantes, se
observa que el dela bacteria L.rhamnosus CNCM I-4036 es el que induce una mayor expresion
de todos los genes implicados en la ruta estudiada, lo que, a tenor de los resultados
encontrados para la secreciéon de citoquinas, sugiere que es el que confiere una mayor
actividad. De igual forma, si se comparan los probidticos, resulta interesante destacar que esta
bacteria, L.rhamnosus CNCM 1-4036, es también la que, en niveles de intensidad, produce una
mayor expresiéon de los genes estudiados, lo que corrobora que sea la que genera la mayor
inhibicidn de las citoquinas liberadas en respuesta a la inflamaciéon. Ademas, esta bacteria es la
que produce la mayor liberacién de TGF-B, citoquina anti-inflamatoria. L.rhamnosus CNCM |-
4036, tanto la bacteria como su sobrenadante, es el que produce la mayor estimulacidon del
TLR9, por lo que, como ya se ha mencionado, indica que este TLR es necesario para mediar en
el efecto anti-inflamatorio inducido por los probidticos (Lavelle et al. 2010). Finalmente,
comparando los efectos entre patdgenos, los datos muestran que este probidtico es mas
activo en presencia de E.coli que de Salmonella, hecho que no extrafia ya que produce una

mayor expresion de TLR9, que se correlaciona con el patrdon de citoquinas observado.

Co-cultivo de células dendriticas y caco-2, en presencia de probiéticos y patégenos

El andlisis de los perfiles de dtoquinas y expresién génica produddos por las células
dendriticas en presencia de los probidticos y bacterias patdgenas proporciona unainformacién
muy interesante, pero si se desea conocer el mecanismo por el cual los probiéticos participan
en la respuesta inmunitaria ejerciendo efectos beneficiosos en el hospedador es necesario
disefiar estudios adicionales. En nuestro afdn por aproximarnos a la situacion intestinal real,
hemos simulado un sistema que simplifica la mucosa intestinal en tres elementos
fundamentales: células dendriticas, células epiteliales intestinales caco-2 y bacterias. Para ello,
se ha utilizado un modelo tipo transwell, en el que las células dendriticas humanas se cultivan
en el lado basolateral, mientras que en el lado apical se cultivan las células epiteliales caco-2 y
bacterias. Esta suficientemente descrito que la interaccidon de células epiteliales intestinales y
células dendriticas juega un papel crucial en la regulacion de la homeostasis intestinal

(Zoumpopoulou et al. 2009); por ello, la exposicion de este modelo celular a los distintos
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probidticos y enteropatdgenos aporta una nuevo enfoque de la funcién de los probidticos y su

efecto en la respuesta inmunitaria intestinal, objetivo primordial de esta tesis.

Es bien sabido que las células dendriticas humanas, derivadas de monodtos aislados de
sangre periférica no poseen las mismas propiedades que las células dendriticas de la mucosa
(Kellsal & Rescigno, 2004). Actualmente, los trabajos publicados utilizan células dendriticas
humanas derivadas de monocitos o células dendriticas murinas. Por ello, nuestro modelo, en el
gue las células dendriticas utilizadas son células de Langerhans humanas, le confiere especial
relevancia a esta tesis, ya que se asemeja a la situacion real y puede aclarar los mecanismos
por los que los probiédticos, células inmunitarias y células epiteliales participan en la respuesta

inmunitaria intestinal, hasta ahora desconoddos.

Si se analizan los perfiles de citoquinas liberadas de forma conjunta por células
dendriticas y caco-2 en presencia de los probiéticos y enterobacterias, los resultados globales
muestran que todos los tratamientos aumentan la secrecion de IL-6, IL-13, IL-8, IL-10, IL-12p40

y TNF-a, aunque de distintaforma seguin el tratamiento empleado.

El uso del sobrenadante perteneciente a la bacteria L.paracasei CNCM [-4034 en
presencia de Salmonella typhi CECT 725 es el que menor efecto tiene en la liberaciéon de
citoquinas, afectando exclusivamente a la secrecén de IL-6 e IL-8. Por otra parte, el
sobrenadante de Lrhamnosus CNCM 1-4036 en presencia de E.coli CECT 742 aumenta al doble
la liberacion de todas las citoquinas pro-inflamatorias, mientras que el sobrenadante de
B.breve CNCM [-4035 frente a Salmonella typhi CECT 725 parece ser el mas activo,
incrementando notablemente la produccién de todas las citoquinas estudiadas. Ademas, este
sobrenadante es el que genera la mayor liberacion de IL-10, incluso en comparacién con los

probidticos.

El probidtico L.rhamnosus CNCM 1-4036, en presencia de los distintos patégenos, E.coli
y Salmonella typhimurium, origina patrones similares en la secrecion de citoquinas por parte
de las células dendriticas y caco-2. En todos los casos, aumentan las ctoquinas pro-
inflamatorias, sobre todo, IL-6 y TNF-a. Ademas, los valores de liberacién de las citoquinas son
muy semejantes a los producidos por el probidtico B.breve CNCM 1-4035 en presencia de
Salmonella typhi CECT 725. Por su parte, el probidtico L.paracasei CNCM |-4034 muestra una
dindmica variable en la liberacién de citoquinas por parte de las células dendriticas y caco-2 en
funcién del patégeno utilizado. Asi, cuando Salmonella typhi CECT 725 esta presente en el
medio produce una liberacidn de todas las citoquinas pro-inflamatorias similar a la producida

por el probidtico B.breve CNCM [-4035 con esta misma bacteria. Sin embargo, cuando
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interacciona con Salmonella typhimurium CECT 4594 sélo ejerce su accidn sobre la secrecion
de IL-6 e IL-8, ademas de RANTES/CCLS5. Este patron diferencial no sorprende ya que no puede
olvidarse que los efectos que se observan son altamente especificos y cepa-dependientes, por
lo que no se debe asumir que todas las cepas de unaespecie bacteriana comparten los mismos

efectos (Thomas & Versalovic, 2010).

Valorando exdusivamente los resultados de las citoquinas, resulta destacable que la
variacion en el perfil de citoquinas producida por los sobrenadantes es sustancialmente
inferior a la de los probidticos, detalle que no ocurria en el experimento 1. Otro hecho que
[lama poderosamente la atencidén es que los patégenos no producen un aumento importante
en la liberacién de citoquinas, como seria previsible, comportandose igual que los

sobrenadantes de los probidticos.

Para poder interpretar estos resultados es necesario analizar la expresidn génica de la
cascada de sefializacdon de los TLR, ya que como se ha mendonado anteriormente, estos
receptores detectan determinados patrones en bacterias y generan sefiales intracelulares que
activan a distintos factores de transcripcidn, entre los que se encuentra NF-kB, que culminan

con la expresion de determinadas citoquinas y quimioquinas (Thomas & Versalovic, 2010).

La exposicién del sistema transwell a enterobacterias produce una expresion diferencial
en los dos tipos celulares. Mientras en las células dendriticas aumenta extraordinariamente la
expresion de TLRY, al igual que ocurria en el experimento 1, en las células caco-2 se inhibe la
expresion de este gen. De hecho, es interesante destacar que en las células caco-2 la expresion
de todos los TLR en presencia de los patdgenos esta reprimida, a excepddn de E.coli CECT 515
y CECT 729 que inducen laexpresion de TLR4. Este TLR es capaz de reconocer LPS, presente en
la pared de bacterias Gram negativas (Lavelle et al. 2010). De igual forma, las células caco-2
regulan ala baja la expresidon del gen TOLLIP, mientras que aumentan la expresién de CASP8 'y
MYDS88, en presencia de las enterobacterias estudiadas. Por su parte, las células dendriticas
presentan una expresion leve/moderada de estos genes. Un efecto similar se observa si se
analiza la expresion del gen IL-10, ya que mientras las células dendriticas tienen su expresion
fuertemente activada, las células caco-2 manifiestan una notable represidon de este gen, a

excepcdn de cuando estan en presencia E.coli CECT 515.

Cuando se estimulan las células dendriticas y caco-2 exdusivamente con los
sobrenadantes probidticos la expresion diferencial sigue siendo patente. En las células
dendriticas, se observa un aumento muy marcado de la expresién de TLR9, mientras que enlas

células caco-2 este gen se encuentra inhibido. Como ya se ha mencionado, varios trabajos
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describen un aumento de la expresidon del TLR9 cuando se administran probiéticos, como
L.johnsonii y L.casei, y sugieren que la estimulacidn de este TLR confiere resistencia frente a
una gran variedad de virus, bacterias y patégenos (Kingma et al. 2011; Castillo et al. 2011).
Ademads, la expresion del TLR9 es necesaria para mediar el efecto anti-inflamatorio de los
probidticos (Lavelle et al. 2010). A la vista de los resultados, los sobrenadantes L.paracasei
CNCM 1-4034 y B.breve CNCM 1-4035 ejercen un efecto similar en la regulacién de los genes de
la cascada de los TLR. Por otro lado, si los comparamos con el sobrenadante de Lrhamnosus
CNCM 1-4036, éste muestra la mayor capacidad en términos de niveles de expresidon génica,
siendo notablemente superior si se considera la magnitud del cambio. Si se cotejan estos
resultados con el patrén de citoquinas, se observa claramente que los sobrenadantes
interaccionan con las células dendriticas y caco-2, por los valores de expresién génica, pero en

ausencia de patégenos no lasinducen a producir ninguna citoquina.

De forma previsible, la exposicion del co-cultivo de células dendriticas y caco-2 a los
probidticos o sus sobrenadantes en presencia de E.coli o Salmonella desencadena una
desmesurada expresion de TLRI a nivel de células dendriticas, y su inhibicion en las células
caco-2. Este resultado, y tal y como se ha publicado, indica que la induccién de dtoquinas
depende fuertemente de la expresion de este TLR (Plantinga et al. 2011). Ademads, se observan
incrementos importantes a nivel del TLR5, TLR4 y TLR2. El TLR5 es un mediador dave en las
respuestas pro-inflamatorias frente a la flagelina de bacterias patdgenas y comensales. Varios
trabajos han demostrado que la administracdén de lactobacilos incrementa la expresion de
este TLR en respuesta a Salmonella (Vizoso Pinto et al. 2009; Castillo et al. 2011). Ademas, esta
descrito que la flagelina activa la ruta de las MAP-quinasas en células epiteliales intestinales
(Zanello et al. 2011). Por otra parte, como ya se ha mencionado, el TLR4 es capaz de reconocer
LPS, presente en la pared de bacterias Gram negativas (Lavelle et al. 2010) y juega un papel
fundamental en la defensa frente a Salmonella (Castillo et al. 2011). El TLR2, en cambio,
reconoce peptidoglicano, componente fundamental de la pared de bacterias Gram positivas,
como el género Lactobacillus. Su activacidn no sélo afecta a la liberacién de cdtoquinas, sino
que ademads se ha descrito que potendia la funcidn de barrera del epitelio intestinal, ya que

aumenta la resistendia transepitelial frente al ataque de patogenos (Abreu et al. 2005).

Con el fin de poder establecer una posible interpretacion, combinando los perfiles de
citoquinas y los cambios de expresion génica, a continuacion se analizan los resultados

expuestos en funcién del sobrenadante o la bacteria probiética utilizada.
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Por una parte, atendiendo tanto a los cambios de expresién génica como a las citoquinas
cuando se tratan las células con los sobrenadantes procedentes de los probidticos, en
presencia o ausencia de enterobacterias, resulta sorprendente que los sobrenadantes sélo
manifiestan su actividad, traducida en expresion de citoquinas, en respuesta a patégenos. Es
decir, aunque los sobrenadantes produzcan un cambio de expresion diferencial de los genes
involucrados en la respuesta inmunitaria, no inducen la produccién de citoquinas, pro- o anti-
inflamatorias. Este hallazgo es absolutamente relevante por distintos motivos, detallados a

continuacion.

Por una parte revela que los probidticos utilizados en el presente trabajo producen
alguna sustancia de naturaleza desconocida, liberada al medio, que estimula la respuesta
inmunitaria innata sélo en presenda de patégenos (Mileti et al. 2009), ya que activa la
expresion de los TLR9, TLR5, TLR4 y TLR2, que se traduce en un aumento de la produccion de
las citoquinas estudiadas. Por tanto, los sobrenadantes de los probidticos potencian la
respuesta inmunitaria a través de un mecanismo mediado por la ruta de sefializacién de los
TLR, que modula la inflamacién inducida por patégenos (Yan & Polk, 2011). Otro aspecto
importante es que ni las células dendriticas ni las caco-2 reconocen nuestros sobrenadantes
como patogénicos, ya que no liberan citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a ellos.
Finalmente, y quizéds el hallazgo mas importante, es que estos sobrenadantes, exentos de
células, presentan enormes ventajas clinicas frente al uso de bacterias vivas, ya que tienen una
vida media largay son mas seguros, por lo que pueden administrarse a sistemas inmunitarios
deprimidos, sin riesgo para la salud del paciente (Adams, 2010). Todos estos beneficios hacen
que estos sobrenadantes tengan espedial interés desde el punto de vista clinico y puedan
usarse con fines terapéuticos, ya que son capaces de inhibir la accién de E.coli y Salmonella.
Esta capacidad antibacteriana ha sido descrita por nuestro grupo de investigacién mediante
ensayos de competencia en medio liquido, demostrando que los sobrenadantes inhiben a
cepas de E.coliy Salmonella de manera altamente especifica y dependiente de cepa. Aunque
estos resultados aln no han sido publicados, se encuentran recogidos en la patente derivada
del aislamiento de las cepas probidticas, a partir de las heces de nifios alimentados
exdusivamente con leche matema, e identificadas como especies nuevas por el Instituto

Pasteur (Vieites et al. PCT AX090006WQ; Bermudez-Brito et al. 2011).

Como se ha mencionado, el sobrenadante de B.breve CNCM 1-4035 es el mas activo enla
produccién de citoquinas por parte de las células dendriticas y caco-2, en presencia de
Salmonella. Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos por Hoarau et al. (2006), que

describe que el sobrenadante de B.breve modula la actividad de las células dendriticas
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incrementando la produccidon de IL-10 e IL-12, por un mecanismo asociado a la estimulacién
del TLR2. Este autor sugiere que las células dendriticas manifestarian un perfil regulador, que

controlaria el balance de la respuesta Th1/Th2.

Cabe remarcar que este efecto inmunomodulatorio de los sobrenadantes sélo se
observa en presencia de patégenos. Por ello, y tal como apuntan varios autores, parece que es
necesario el uso de bacterias probidticas intactas para regular la produccién de citoquinas por

las células dendriticas (Putaala et al. 2010; Taverniti & Guglielmetti, 2011).

Por otra parte, si nos detenemos a nivel de los probidticos, tanto en presencia como en
ausencia de patégenos, exhiben un patréon de citoquinas similar, siendo B.breve CNCM [-4035
el que produce un efecto mas leve y Lrhamnosus CNCM [|-4036 el mas activo. A priori, estos
resultados parecen contradictorios a tenor de lo observado en el primer experimento ya que
seria previsible que los probidticos disminuyeran las citoquinas pro-inflamatorias en presencia
de enterobacterias. Sin embargo, en un andlisis profundo, los valores de citoquinas son muy
similares a los obtenidos anteriormente en cultivos de células dendriticas excdusivamente,
aunque en este caso la diferencia radica en que los patdgenos no exhiben ese patrén. Por eso,
parece que aumentan las citoquinas inflamatorias, cuando realmente no es asi. Por tanto, y en
virtud de los resultados, la activacidn de las células dendriticas es la responsable del patrén
de citoquinas observado y, por tanto, las que poseen un papel determinante en la respuesta

inmunitaria intestinal.

Como se ha descrito, un aspecto que llama la atencidn es que la presencia de los
patégenos no genera un patrén de citoquinas tipico, es dedr, un aumento de las dtoquinas
inflamatorias, tal y como ocurria en el experimento 1 y de acuerdo con lo publicado por otros
autores en un sistema tipo transwell (Vossenkdamper et al. 2010; Zoumpopoulou et al. 2009),
aunque no hay que olvidar que ninguno de ellos ha utilizado el mismo tipo celular que
nosotros. A tenor de lo observado en el primer experimento, las células dendriticas responden
aumentando considerablemente las citoquinas inflamatorias en respuesta a patégenos en
contacto directo. Ademas, nuestro grupo ha realizado experimentos previos en células
epiteliales intestinales caco-2 y los mismos tratamientos, dando como resultado el mismo
patrén, es decir, las células caco-2 liberan IL-8 y TNF-a en respuesta a E.coli y Salmonella
(Vieites et al. PCT AX090006WO; Mufioz et al. 2011). Por todo ello, los resultados sugieren que
la membrana de células epiteliales intestinales caco-2 actia como barrera e impide que los
patdégenos la atraviesen y activen a las células dendriticas, que sélo manifiestan actividad si

alguna de ellas se adhirié ala membrana y contacta directamente con el patégeno (Rimoldi et
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al. 2006). Otro detalle que corrobora esta hipdtesis es el hecho de que en presencia de los
patégenos no se libera ninguna citoquina tipicamente de células dendriticas, como CCL2 o
CCL3, por tanto, estoindica que los patdégenos no son capaces de cruzar la membranay activar
a las células dendriticas (Zoumpopoulou et al. 2009). En este sentido, serian las células
epitelialesintestinales caco-2 las Unicas responsables del patréon de dtoquinas que observamos
en presenda de patdgenos, lo que explicaria que el incremento no sea del orden esperado, ya
que, como se ha discutido, las células dendriticas no estarian activas. Asimismo, en otro
trabajo, Rimoldi et al. (2005b), describe que las células epiteliales intestinales en presencia de
patdgenos liberan factores que estimulan la activaciéon de las células dendriticas, pero que
depende de la invasividad bacteriana, lo que reitera la idea que los patdégenos estudiados no
son capaces de penetrar la membrana de células caco-2. Ademads, y de acuerdo a los
resultados de expresién génica, parece que las células epiteliales intestinales caco-2 estimulan
a las células dendriticas y guian la respuesta frente a patégenos hacia un proceso apoptdtico,
debido al aumento de la expresiéon del gen CASPS, o incrementando la expresion de NF-kBIA,
inhibidor de NF-kB, que no podria translocarse al nideo y desencadenar la expresién de

citoquinas y quimioquinas.

De acuerdo con estos criterios, las bacterias probidticas si activan a las células
dendriticas, bien porque ellas mismas sean capaces de atravesar la membrana de células
epiteliales intestinales caco-2, hecho bien descrito ya que las células dendriticas emiten
dendritas que llegan hasta el lumen intestinal (Rimoldi et al. 2006) o bien cualquier
componente que produzcan, incrementando la producciéon de IL-6 y en menor medida el resto
de las citoquinas estudiadas. Por esta razén, es patente que nuestros probidticos muestran
una gran actividad sobre las células inmunitarias, activando al sistema inmunitario intestinal

(Dogi et al. 2008).

Los datos reflejan que los probidticos inducen un patrén similar de la produccddn de
citoquinas en ausencia o presencia de los patdgenos. Este efecto se caracteriza por una
elevadisima produccion de IL-6, acompafiada en menor medida de IL-1B, IL-8, IL-10, IL-12p40 y
TNF-a. Se observa claramente que la produccén de IL-10 regula negativamente la liberacién
de IL-12p70 (Mileti et al. 2009). Estos resultados, en consonancia con un trabajo redente de
Evrard et al. (2011), sugieren que estos probidticos potencian respuestas pro-inflamatorias (IL-
8, TNF-a) y reguladoras (IL-6, IL-1B). En este mismo articulo, este autor propone que
L.rhamnosus Lcr35 potencia respuestas Thly Th17, aspecto que podriamos tener en cuenta en

estudios posteriores.
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Por otra parte, B.breve CNCM [-4035 no induce la produccién de IL-12 en ausencia del
patdgeno, mientras que los probidticos L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM 1-4036
si aumentan su liberadén. La secrecion de IL-12 indica un cambio en la polarizacién hacia una
respuesta Th1l. Este comportamiento ha sido demostrado en bacterias del género Lactobacillus
como L.casei, L.reuteri, L.rhamnosus GG, descritos como potentes inductores de una respuesta
Th1 (Christensen et al. 2002; Mohamadzadeh et al. 2005). En nuestro caso, L.rhamnosus CNCM
1-4036 es el que induce la mayor secrecidon de IL-12p40, como de TNF-q, algo previsible ya que
esta descrito que lainduccion de IL-12 se correlaciona fuertemente con la produccién de TNF-

o (Weiss et al. 2011).

Sin embargo, si se analizan las concentraciones de citoquinas, lainduccién de IL-6 es el
efecto mas importante, del orden de cien veces mas que las otras citoquinas liberadas. Por
tanto, esta citoquina debe tener un papel primordial en la respuesta y sugiere que los

probidticos estudiados manifiestan una respuesta reguladora.

Tal y como se ha publicado, las células dendriticas de la mucosa humana inducen
respuestas del tipo Th2. Ademsds, la produccidon constitutiva de IL-6 es caracteristica de las
células dendriticas de las Placas de Peyer, que ayuda al desarrollo de células plasmaticas
productoras de Ig A (Rimoldi et al. 2005). Varios trabajos en murinos apuntan que los
lactobacilos y bifidobacterias son potentes inductores de IL-6 en células dendriticas, asi como
en las Placas de Peyer (Weiss et al. 2011; Harata et al. 2009). Asimismo, se ha descrito la
mucosa intestinal parece mantener un estado “noinflamatorio” caracterizado por la liberacién
de citoquinas que favorecen el reclutamiento de células Th2 y T reguladoras, al igual que
monodtos, que secretan cdtoquinas como CCL2/MCP-1 y CCL22/MDC, acorde con nuestros
resultados, mientras evitan la polarizacion a respuestas del tipo Thl. Esta induccién en la
respuesta parece regular la homeostasis intestinal (Rimoldi et al. 2005b; Westendorf et al.
2010). Por todo ello, y a la vista de los resultados, los probidticos estudiados favorecen una
respuesta T reguladora, y no Thl, aunque también se liberen simultdneamente otras
citoquinas como IL-8 y TNF-a, ya que esta secrecién no es suficiente para contrarrestar la
produccién de IL-6 y generar una respuesta pro-inflamatoria. La ausendia total de IFN y parece

confirmar que estos probidticos no generan una respuesta Th1 (Akiho et al. 2011).

Asimismo, es bien sabido que las citoquinas anti-inflamatorias IL-6, IL-10 y TGF-B son
necesarias para mantener las poblaciones de células B productoras de Ig A (Castillo et al. 2011,
Feng et al. 2011). Ademas, esta molécula, Ig A, actia como agente inhibidor de patdgenos e

induce respuestas inmunitarias asociadas a la produccién de cdtoquinas antiinflamatorias
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(Corthesy et al. 2007). Sin embargo, a pesar de participar en la respuesta frente a infecciones,
el papel mas relevante de la Ig A es mantener una reladén simbidtica o mutualista no
inflamatoria entre el hospedadory la microbiota (Feng et al. 2011; Hansen et al. 2010). En este
sentido, nuestros resultados coinciden con lo publicado por Uematsu et al. (2008) que
describe que la presencia de la microbiota intestinal influenda la produccién de Ig A en el
intestino. Ademas, este autor propone que lainduccidn de Ig A ocurre través de un mecanismo
mediado por el TLR5. Si se analizan nuestros resultados, los probidticos aumentan
considerablemente la expresidn de este TLR, no asilos sobrenadantes, por lo que esto parece
indicar que los probidticos estudiados activan al TLR5, que ayuda a la produccidén de Ig Ay, por
tanto, estos probidticos no sélo median la respuesta inmunitaria innata, sino que ademas
potencian la respuesta inmunitaria adaptativa. Ademads, y en consecuencia, los probidticos
refuerzan la funcidn de barrera del epitelio intestinal, gracias a esta produccion de Ig A, que
limita el acceso de bacterias patdgenas (Hooper & Macpherson, 2010). En este contexto, un
trabajo reciente de Feng et al. (2011), propone que la Ig A secretada se une a las bacterias
luminales, evitando la penetracion de éstas o de sus componentes a través del epitelio
intestinal y, en consecuencia, previniendo asi que las bacterias circulen hasta tejidos linfoides
secundarios y desencadenen respuestas sistémicas. Por tanto, y de acuerdo con estos
investigadores, el sistema inmunitario intestinal produce grandes cantidades de Ig A frente ala
microbiota comensal intestinal; esta accién contribuye a que los antigenos bacterianos estén
limitados a nivel de la mucosa, evitando el reconocimiento por parte del sistema inmunitario
sistémico, y en consecuenda, el desarrollo de un estado inflamatorio (Feng et al. 2011).
Asimismo, la produccion de IL-10 observada contribuye a la generaciéon de células T
reguladoras (Rutella & Locatelli, 2011) y favorece una respuesta Th2 (Amrouche et al. 2006).
Por otra parte, la presencia de las otras citoquinas liberadas puede ayudar a, como apuntan
algunos autores, a mantener al sistema en un estado de vigilancia o para cuando el
hospedador las necesite (Castillo et al. 2011), asi como a conservar la homeostasis intestinal
(Mizoguchi et al. 2008). Ademas, la activacién de NF-kB ayudaria a evitar el desarrollo de una
inflamacion sistémica (Pagnini et al. 2010). Finalmente, si se analizan conjuntamente los
resultados obtenidos para los probidticos y sus sobrenadantes, y en la linea de lo publicado
por Adams (2010), las bacterias probidticas vivas parecen modular la respuesta inmunitaria
intestinal, mientras que componentes de éstas ejercen efectos anti-inflamatorios en el tracto

gastrointestinal.

Por otra parte, los resultados muestran que los probiéticos son capaces de disminuir las

citoquinas pro-inflamatorias en presencia de enterobacterias. Como se ha menconado
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anteriormente, la presencia de las caco-2 ejerce de barrera y no permite que los patégenos
activen a las células dendriticas y aumenten la liberacién de citoguinas, por lo que distorsiona
los resultados. Por tanto, un aspecto muy interesante es que los probidticos L.paracasei CNCM
1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y L.rhamnosus exhiben propiedades antibacterianas. Ademas, la
disminucién de las citoquinas pro-inflamatorias confirmaria que estos probidticos intentan

conservar la homeostasis intestinal, favoreciendo respuestas tipo Th2 y T reguladoras.

Por dltimo, y en virtud de los resultados obtenidos, se propone el siguiente modelo
hipotético (Figura 72), que describe los mecanismos de accién de los probidticos L.paracasei
CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036 y su impacto en el
microambiente formado por células epiteliales intestinales y células dendriticas. Estos
probidticos han demostrado que ejercen efectos beneficdosos para el hospedador ya que
inhiben la accién de enterobacterias a través de distintos mecanismos: 1. la produccién de
sustandas antimicrobianas, de naturaleza aun desconodda, aunque se descarta que este
efecto sea debido a compuestos acidos derivados de su crecimiento, ya que como se ha
detallado anteriormente los sobrenadantes de las bacterias probidticas han sido neutralizados;
2. mediante fendmenos de exdusiéon competitiva, al unirse las bacterias probidticas al epitelio
intestinal impiden la adhesién de bacterias patdgenas, siendo este paso requisito necesario
para desarrollar su patogenicidad; 3. la modulacién de las respuestas inmunitarias innatas y
adaptativas, a través de la ruta de sefalizacidn de los TLR, y como resultado potendan la
funcién de barrera, gracias a lainduccién de Ig A, que actiia como agente neutralizante de los
patégenos. Quizas este Ultimo punto sea el mas relevante ya que los probidticos exhiben
propiedades inmunomoduladoras incluso en ausenda de bacterias patégenas, lo que los hace
muy interesantes para su aplicacién en clinica. Por Ultimo, cabe destacar que Feng & Elson
(2011) y Feng et al. (2011), proponen un modelo hipotético semejante al nuestro y sugieren
qgue la produccién de Ig A y células T reguladoras en el intestino refuerza el mutualismo entre
el hospedador y la microbiota intestinal, evitando asi que se desencadene un proceso
inflamatorio que perturbe a las bacterias residentes y disminuya la resistencia frente a
patdégenos. Por tanto, y en este contexto, se propone un modelo hipotético que gracias a la
produccién de Ig A, células T reguladoras y los probiéticos mantiene la homeostasis intestinal y
protege al hospedador frente a patdgenos, y que es mas efectivo que cualquiera de estos

elementos en solitario.
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Figura 72

En conjunto, parece logico pensar que la interaccién de las células dendriticas, células
epiteliales intestinales y bacterias probidticas produce la liberacién de citoquinas, tanto pro-y
anti-inflamatorias, que regulan la homeostasis intestinal, para mantener un estado neto no
inflamatorio. Es importante resaltar que el hecho de que no exista inflamacidn, no significa
gue sea un estado ausente de respuesta (Yan & Polk, 2011). Actualmente, existe una gran
controversia entre dentificos que apoyan que las bacterias comensales son ignoradas por el
sistema inmunitario intestinal, mientras otros sostienen que son toleradas (Rescigno, 2009;
Artis, 2008; Yan & Polk, 2011). A tenor de los resultados expuestos, es patente que los
probidticos y bacterias comensales interaccionan con el sistema inmunitario intestinal gradias
ala accién conjunta de células epiteliales intestinales y células inmunitarias. Como producto de
esta interaccioén, se liberan grandes cantidades de Ig A, que limitan a la microbiota al lumen
intestinal, evitando respuestas sistémicas no compatibles con el bienestar intestinal.
Finalmente, la homeostasis intestinal parece ser el resultado de un equilibrio entre estos

elementos.

Muchos trabajos avalan que los ensayos in vitro se correlacionan extraordinariamente

con los experimentos in vivo (Rutella & Locatelli, 2011). El desarrollo de estudios in vivo que
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confirmen los resultados obtenidos en la presente tesis es el futuro de nuestras
investigaciones. Asimismo, la utilizacidon de cultivos de organoides, obtenidos a partir de
células madre humanas de intestino delgado, y estos probidticos, puede ayudar a corroborar
los resultados expuestos y a conocer otros aspectos de la respuesta inmunitaria hasta ahora

desconocidos.

Asimismo, es de especial interés caracterizar la sustancia liberada por estos probidticos
y gue manifiesta una potente actividad bacteriana. Ademas, el estudio de otros factores como
la linfopoyetina del estroma timico (TSLP) o el acido retinoico, que juegan un papel importante
en la diferenciacion de células dendriticas, puede aportar mas informacion relacionada con el

mecanismo por el cual los probidticos modulan la respuestainmunitaria intestinal.

Ensayo de proliferacion de las células T

A la vista de los resultados, el probiético L.paracasei CNCM 1-4034 posee la mayor
capacidad de estimulacidn de la proliferacion de las células T. Resulta interesante destacar
que, independientemente de la concentracion de células dendriticas en el medio, lainduccién
de la proliferaciéon de las células T es notablemente superior al control positivo en todos los
casos. Cuando se exponen las células dendriticas con el probidtico L.rhamnosus CNCM [-4036
la mayor estimulacén de la proliferacion de las células T se registra al alcanzar la
concentracién de 100000 DC. Nuestros datos coinciden con lo publicado por Mohamadzadeh
et al. (2005), que describen que los lactobacilos inducen fuertemente la proliferacién de

células T autdlogas CD4"y CDS'.

El tratamiento previo de las células dendriticas con el probidtico B.breve CNCM 1-4035
ejerce un débil efecto enla proliferacidn de las células T, siendo comparable al control positivo

con el mayor nimero de células dendriticas ensayadas.

Estas diferencias en la estimulaciéon de la proliferacdén de células T resultan légicas ya

que los probidticos poseen distintas habilidades en la estimulacién del sistema inmunitario y

muestran un efecto altamente especifico y cepa-dependiente (Mileti et al. 2009).

Actualmente, no existen datos respecto al uso de probidticos, células dendriticas y

células T autdlogas, por lo que estos resultados requieren estudios posteriores para dilucidar
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los mecanismos que provocan esta estimulacén de las células T. El estudio de la expresion
génica y la medida de citoquinas en co-cultivos de células dendriticas, previamente tratadas
con los probidticos (o sus sobrenadantes) y en presenda de enterobacterias, y células T puede
ayudar a completar la visién global de la participacion de las bacterias probidticas en la

respuestainmunitaria intestinal.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONS

“Estamos impulsados por la insaciable curiosidad habitual del
cientifico, y nuestro trabajo es un encantador juego.”

Murray Gell-Mann, Premio Nobel de Fisica en 1969


http://www.literato.es/autor/erwin_schrodinger/




CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

Primera /First

Las células dendriticas disminuyen de forma global la produccién de varias citoquinas pro-
inflamatorias, como IL-8 y TNF-a, y quimioquinas, como CCL2 y CCL5, en respuesta a la
estimulacion con los probidticos L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 vy
L.rhamnosus CNCM 1-4036, o sus sobrenadantes, en presencia de las enterobacterias E.coli y
Salmonella. Esta disminuciéon es altamente especifica y dependiente de cepa. En contacto
directo con las células dendriticas, los sobrenadantes muestran mayor capacidad de regulacién
de la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a enteropatdégenos que los

propios probidticos.

Human dendritic cells exhibit a decreased secretion of pro-inflammatory cytokines, such IL-8
and TNF-a, and chemokines, like CCL2 and CCL5, in response to stimulation with the probiotics
L.paracasei CNCM [-4034, B.breve CNCM [-4035 and L.rhamnosus CNCM [-4036, or their
supematants, in the presence of the enteropathogens E.coli and Salmonella. This decrease
occurs in a strain-specific manner. Remarkably, supematants were more effective in the

induction of reduced pro-inflammatory cytokines, compared with probiotics.

Segunda/Second

En un modelo de co-cultivo tipo transwell, la exposicién de células dendriticas y caco-2,
estimuladas con los probidticos, L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y L.rhamnosus
CNCM 1-4036, y enterobacterias, pone de manifiesto que las células dendriticas son las
responsables del patréon de ctoquinas exhibido en respuesta a estas bacterias. Tanto en
presencia como en ausencia de enterobacterias, los probidticos originan un patrén de
citoquinas similar y se caracteriza por la induccion de IL-6 y, en menor medida, de IL-1B, IL-8,
IL-10, IL-12p40 y TNF-a.. En cambio, los sobrenadantes sélo activan a las células dendriticas en

presencia de patdgenos.
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Co-incubation of dendritic and caco-2 cells in a transwell system, stimulated with the
probiotics, L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM [-4035 and L.rhamnosus CNCM 1-4036, and
enteropathogens, shows that dendritic cells are responsible for the cytokine pattern displayed
in response to these bacteria. In addition, cytokine profile is similar upon probiotics
stimulation, in the presence or absence of pathogens and is characterized by a high level of IL-
6 and varying levels of IL-1B, IL-8, IL-10, IL-12p40 and TNF-a. Nevertheless, probiotic

supernatants are unable to induce cytokine secretion when pathogens were absent.

Tercera/Third

En un sistema de co-cultivo tipo transwell, formado por células caco-2y células dendriticas, los
patégenos E.coli y Salmonella no activan a las células dendriticas, ya que la produccién de
citoquinas observada es muy pequefia. Por tanto, parece que las células caco-2 actian como
una barrera frente a patdgenos, evitando su penetracion a través de la membrana y, en

consecuenda, la activacion de las células dendriticas.

In a transwell system, formed with Caco-2 and dendritic cells, E.coli and Salmonella were
unable to activate dendritic cells, as the cytokine profile observed was really low. Hence, Caco-
2 cells, seems to act as a barrier against pathogens, avoiding dendritic cells activation and

therefore dendritic cells cytokine production.

Cuarta/Fourth

Los probidticos Lparacasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM [-4035 y L.rhamnosus CNCM [-4036, y
sus sobrenadantes, potencian la respuesta inmunitaria a través de un mecanismo mediado por
la ruta de sefializacion de los TLR, en concreto, aumentando fuertemente la expresién de TLRY,
TLR5, TLR4 y TLR2 en células dendriticas, que modulan la inflamacién inducida por patdgenos.
La actividad de los probidticos y sobrenadantes se correlaciona con el grado de expresidn de

TLRY, siendo L.rhamnosus CNCM 1-4036 el que manifiesta la mayor actividad.

The probiotics L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 and L.rhamnosus CNCM [-4036,
and their supernatants, enhance the innate immunity through the activation of TLR signalling
pathway. They all induced a strong gene transcription of TLR9, TLR5, TLR4 and TLR2,
modulating pathogen-induced inflammation. The activity of probiotics and their supernatants
is related with TLR9 expression levels, being L.rhamnosus CNCM [-4036 which shows the

highestactivity.
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Quinta/Fifth

Las células dendriticas, pre-tratadas con los lactobacilos, L.paracasei CNCM 1-4034 y

L.rhamnosus CNCM 1-4036, estimulan la proliferacion de células T autélogas.

Dendritic cells, pre-treated with Lactobacilli, L.paracasei CNCM [-4034 and L.rhamnosus CNCM

1-4036, stimulate autologous T cell proliferation.

Conclusién general/General conclusion

Los resultados obtenidos en esta Tesis indican fehacientemente que los probidticos
L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1.4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036 poseen
propiedades inmunomoduladoras. La regulacién de la expresidn de los genes implicados en la
cascada de sefializacién de los TLR en células inmunitarias es un importante mecanismo por el
cual estos probidticos exhiben esta capacidad. La respuesta innata y adaptativa es modificada
por los probidticos, pero es cepa-dependiente. La interaccidon de células epiteliales intestinales,
células dendriticas y los probidticos ayuda al mantenimiento de la homeostasis intestinal,
gracias a la liberacién de citoquinas y factores como IL-10 y TGF-, conocidos inductores de

células T reguladoras y de la produccién Ig A.

La capacidad de los probidticos de modular la respuesta inmunitaria intestinal representa un
factor decisivo para su posible aplicacion terapéutica en la prevencidn y el tratamiento de

enfermedades tanto de naturalezainfecciosa como crdnica.

These findings show a role of probiotics, L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 and
L.rhamnosus CNCM [-4036, in immunomodulation of the host immune system. Regulation of
gene expression of TLR signalling pathway in immune cells is one of the major mechanism
underlying probiotic action leading to immunomodulation. Innate and adaptive responses can
be modulated by probiotic bacteria in a strain-specific manner. Physiological interaction
between epithelial cells, dendritic cells and bacteria maintains gut homeostasis; in fact,
increased secretion of some factors like IL-10 and TGF-8 would affect the generation of T

regulatory cells and Ig A production.

The potential of probiotics to modulate immune responses may represent an important factor

for their therapeutic application in the prevention and treatment of infectious and non-

communicable diseases.
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SUMMARY

“Scientific research consists in seeing what eveyone else has
seen, but thinking what no one else has thought.”

Albert Szent-Gyorgyi, Nobel Prize in Medicine in 1937


http://www.literato.es/autor/erwin_schrodinger/




Sunmimary

SUMMARY

Thereis an increasing interest and demand for probiotics today, after a long story of a safe use
in fermented dairy products, due to greater recognition of its beneficial effects to human gut
health (Liong, 2011). Probiotics, derived from the Greek and meaning ‘for life’ (Quigley, 2008),
are “live microorganisms, which, when consumed in adequate amounts, confer a health
benefit on the host”, according to the Food and Agricultural Organization of the United
Nations and the World Health Organization (FAO/WHO, 2001). The strains most frequently
used as probiotics are lactic acid bacteria and belong to the genera Bifidobacterium and

Lactobacillus (Gourbeyre et al. 2011).

Results of evidence-based analysis from human studies and animal models suggest that
probiotics have potential clinical effectiveness on many diseases (Yan & Polk, 2011). Indeed,
probiotics have been reported to suppress diarrhea (Lye et al. 2009), alleviate lactose
intolerance (Pelletier et al. 2001) and postoperative complications (Woodard et al. 2009),
exhibit antimicrobial (Karska-Wysocki et al. 2010) and anticolorectal cancer activities (Liong,
2008; Rafter et al. 2007), reduce irritable bowel symptoms (Moayyedi et al. 2010) and prevent

inflammatory bowel disease (Golowczyc et al. 2007) (fig. 73).
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Several mechanisms have been suggested for the probiotic strains function towards mucosa,
including secretion of antimicrobial products, resistance colonization of pathogens, enhance
and maintain barrier function, modulation of epithelial cell signal transduction and innate and
adaptive immunomodulation. It is becoming apparent that these effects are conveyed in a
strain-specific manner (Collado et al. 2009). However, the exact mechanisms by which
probiotics generate the health-promoting activities, and particularly the way in which they
affect dendritic and intestinal epithelial cells immune response, are not fully understood and

the main objective of this thesis.

One of the mechanisms of probiotic activity could work through the activation of innate
system (Dogi et al. 2010), including both suppression and stimulation of host immune
responses (Pagnini et al. 2010). Commensal bacteria seem to prevent or attenuate
inflammation by regulating the NFkB activation pathway (Kelly et al. 2004; Petrof et al. 2009).
Recognition of probiotic bacteria by mammalian pattem-recognition receptors such as Toll-like
receptors (TLRs), NOD-like receptors (NLRs) and Dendritic Cell-Spedific Intercellular adhesion
molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN) provides a platform for modulation of local
innate as well as systemic adaptive immune responses in the host (Niess & Reinecker, 2005a,b;
Maldonado Galdano & Perdigdn, 2006; Rachmilewitz et al. 2004; Rakoff-Nahoum et al. 2006;
Stagg et al. 2003).
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Accordingly, we investigated the capacity of probiotic bacteria Lactobacillus paracasei CNCM |-
4034, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 and Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 to
modulate human dendritic cells function and how they response against pathogenic bacteria,
namely E.coli and Salmonella. Probiotic strains were isolated from infant feces and selected
based on their probiotic properties, such as resistance to gastrointestinal juices, biliary salts,
NaCl and low pH, as well as adhesion to intestinal mucus and sensitivity to antibiotics.
Dendritic cells were supplied from MatTek Co., generated from umbilical cord blood CD34"
progenitor cells (hematopoietic stem cells). For this reason, these dendritic cells are more

responsive than monocyte-derived dendritic cells.

Interestingly, some probiotics secrete factors, antimicrobials, that in addition to having an
impact on virulence gene expression in pathogenic bacteria (Collado et al. 2009; Medellin-Pena
et al. 2007) can also affect the gene expression in the host epithelium (Yan et al. 2007). We
therefore studied the effects of not only the intact bacterial cells but also probiotic secreted
metabolites. In order to obtain the supernatants, probiotic strains were grown anaerobically at
37 °C in Man Rogosa Sharpe medium (MRS) for 18 hours. Supematants were neutralized to pH
6.5 and 10x concentrated. MRS medium was supplemented with 0.05 % cysteine to favor

B.breve growth.

Dendritic cells were directly challenged by addition of bacteria: probiotics, pathogens or both.
LPS was used as a positive control. After 4 hours incubation, the medium was removed and
replaced with new medium, containing cytokines and antibiotics. After 20 hours, culture
supernatants were collected for cytokine analysis and cells were removed for RNA extraction.
The goal of this first experiment is to examine the ability of these probiotics/supernatants to

activate dendritic cells directly.

This research is mainly focused on comparing the expression pattem of genes involved in TLR
signalling pathway and the cytokine profile. For this aim, we used gene array analysis that is a
new approach to evaluate the probiotic effects on immune cells, which provided an overall
view of the changes in gene expression patterns of probiotic-human dendritic cells and the
cytokines were measured by immunoassay, with a MiLLIplex™ kit using the Luminex 200

system.

Our data indicate that probiotic bacteria and their supematants are able to induce the
cytokine profile in a strain-specific manner. In terms of cytokine production, dendritic cells
decreased all the pro-inflammatory cytokines, such IL-8 and TNF-a, and chemokines, like CCL2

and CCL5, in response to stimulation with probiotics and enteropathogens. Remarkably,
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supernatants were more effective in the induction of reduced pro-inflammatory cytokines,
compared with probiotics. In this respect, supernatants were able to reduce IL-6 secretion in
response to enteropathogens, whereas the addition of probiotics maintained the same
amount as when pathogens were absent. Within this context, probiotic strains are described
as potent inductors of IL-6 production (Weiss et al. 2011). As a reflection of these differences,
and regarding that supernatants were 10x-concentrated, it seems that these probiotics secrete

metabolites or factors exhibiting anti-inflammatory capadities.

We also were interested in the expression pattern of members of the TLR signalling pathway,
thus TLRs regulate a variety of different genes, induding those that function as transcriptional
activators, like NFkB, its induction culminate in the expression of wide variety of cytokines
(Round et al. 2010). Probiotics, L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM [-4035 and
L.rhamnosus CNCM 1-4036, or their supernatants, have been shown to possess a differential
ability to regulate the Toll-like receptor pathway in a strain-specific manner. They all induced a
strong gene transcription of TLR2 and TLR9. These results are in agreement with previous
works showing that the activation of TLR2 and TLR9 enhance innate immunity (Kim et al. 2006;
Ruiz et al. 2005; Tao et al. 2006; Vizoso Pinto et al. 2009; Voltan et al. 2007). Interestingly, it
has been described that TLR9 signaling was required to mediate the anti-inflammatory effect
of probiotics (Lavelle et al. 2010). In this case, supematants were more potent as inducers of
TLR9 expression than probiotics. In consequence, this could explain that they were more

effective suppressing pro-inflammatory cytokines.

Continuing with this research is known that probiotics can interact either directly with
dendritic cells or indirectly via the action of epithelial cells. Recently, it has been shown that
intestinal homeostasis is regulated by a tight crosstalk between epithelial cells and immune
cells, in particular with dendritic cells (Zoumpopoulou et al. 2009). Furthermore, several
papers demonstrated that the typical phenotype of mucosal dendritic cells can be obtained
after co-culture with polarized epithelial cells, creating a “tolerogenic” environment (Butler et
al. 2006; Rimoldi et al. 2005b). As mentioned above, we previously showed that probiotic
strains have the ability to activate dendritic cells directly and exhibit strain-spedcific
immunomodulatory capacities. Therefore, it was interesting to evaluate whether probiotics
could modulate dendritic cells function through epithelial barrier interaction. To achieve this
goal, we used an in vitro transwell co-culture model. This system allowed us to simplify the
mucosal barrier to just 3 players: caco-2 cells (intestinal epithelial cells), human dendritic cells
and probiotics/pathogens, in a spatial arrangement similar to that found in vivo. We

investigated how selected lactic acid bacteria, in comparison to co-incubations with
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pathogenic E. coli and Salmonella strains, could impact on dendritic cells function, across an
intestinal epithelial cell line barrier. In addition, we examined the effect of probiotic
supernatants, because the mucous barrier is largely impermeable to bacterial cells and under
physiological conditions no direct physical contact between bacteria and intestinal epithelial
cells presumably exists (Swidsinski et al. 2007), thus secreted molecules could penetrate the

mucous barrier more easily than whole bacterial cells.

Briefly, caco-2 cells were cultured on the upper side of membrane for 15-21 days, to
confluence. The transwell inserts were positioned upside down and a drop containing 50000
dendritic cells was placed onto the membrane. Dendritic cells were allowed to adhere for 4
hours. Afterward, the transwell inserts were inverted and bacteria/supernatants were added
from the apical side and co-cultured with dendritic cells at the lower chamber. After 4 hours
incubation, we removed the medium and replaced with a new one, containing cytokines and
antibiotics for 20 hours. At this point, we collected culture supernatants for cytokine analysis
and cells for RNA extraction. We also induded LPS as a positive control. To carry out this study,
and using the same techniques as our first experiment, we focused on comparing the

expression pattern of genes involvedin TLR signalling pathway and the cytokine profile.

Surprisingly, the first outcome of the encounter of dendritic cells and intestinal epithelial cells
with pathogens and probiotics was the up-regulation of the cytokine secretion, particularly IL-
6. This result was unexpected, compared with our previous study. Moreover, and conversely as
reported by Zoumpopoulou et al. (2009) and Vossenkamper et al. (2010), intestinal epithelial
cells and dendritic cells were poorly responsive to the pathogens E.coli and Salmonella.
Interestingly, these pathogens were not able to induce dendritic cells chemokines, as CCL22 or
CCL2. This suggests that these pathogens could not penetrate across the epithelial layer. At
this point, as opposed to the direct assay, just caco-2 cells were sensing pathogenic bacteria
and releasing cytokines. Thus, this could explain the low cytokine profile observed by dendritic
and intestinal epithelial cells upon stimulation with pathogens. As reported by Rimoldi et al.
(2005) only invasive bacteria induced dendritic cells activation. Taking together, these results
confirm that intestinal epithelial cells act as a barrier, avoiding dendritic cells activation and

therefore dendritic cells cytokine production.

In terms of cytokine production, there was no difference when probiotic supernatants were
added to this system. In contrast, in the presence of pathogenic bacteria, the supernatants
manifested activity. Consequently, these probiotic secreted molecules could penetrate the

epithelial barrier and activate dendritic cells. In fact, supernatants up-regulated TLR9, TLR5,
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TLR4 and TLR2, modulating pathogen-induced inflammation. This suggests that intestinal
epithelial cells and dendritic cells are able to distinguish probiotic supernatants as non-
pathogenic without inducing inflammatory reactions (Putaala et al. 2010). In addition, these
supernatants exhibited antimicrobial properties, due to the inhibition of E.coli and Salmonella
strains. Taking this into account, the use of these supernatants has attractive advantages; such

products would be very safe and have a long-shelf life (Adams, 2010).

On another hand, as we have shown the addition of probiotics revealed a cytokine profile by
dendritic and intestinal epithelial cells which was essentially indistinguishable from probiotics
cytokine profile by dendritic cells of our first experiment. Hence, this confirms that in this
situation probiotics and dendritic cells contact directly. We could exclude that cytokine
secretion by dendritic/intestinal epithelial cells was not due to probiotic secreted factors

because addition of probiotic supernatants generated only negligible cytokine production.

In addition to this, dendritic/intestinal epithelial cells cytokine profile was similar upon
probiotics stimulation, in the presence or absence of pathogens. Thus, probiotics have
antimicrobial properties that inhibit E.coli and Salmonella strains effects. Also, it seems that
the action of probiotics could be a dual one. In agreement with Adams (2010) live probiotic
cells influence both the gastrointestinal microflora and the immune response whilst the
components of dead cells exert an anti-inflammatory response in the gastrointestinal tract.
Following our results, this pattern was characterized by a high level of IL-6 and varying levels of
IL-1B, IL-8, IL-10, IL-12p40 and TNF-a. Because the expression of IL-8, TNF-a and IL-6 is
regulated by NFkB (Vossenkdmper et al. 2010), the first outcome is that these probiotics
enhance the innate immunity defense by NFkB activation, rather than suppression, as reported
by Pagnini et al. 2010. Furthermore, it has been reported that activation of NFkB plays a
beneficial role in epithelial cells (Greten et al. 2004). In contrast, a common held belief is that
non-pathogenic bacteria and probiotic bacteria exert opposing effects to those induced by
pathogens, induding suppression of pro-inflammatory cytokines. Our findings, in agreement
with Artis (2008), indicate that commensals are not ignored by the immune system; rather
they are tolerated via a concerted action of epithelial cells and immune cells. Moreover, these
results suggest that the capacity of bacteria to induce pro-inflammatory signals through the
epithelial barrieris not linked to their pathogenic or commensal status (Zoumpopoulou et al.

2009).

Dendritic cells are critical players in both innate and adaptive immunity since they are the

most potent antigen-presenting cells and have the ability to activate naive T cells (Borchers et
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al. 2009). Within this context, cytokine release by dendritic cells is important to drive the
polarization of T cells towards Th1, Th2, Th17 or T regulatory cells (Mileti et al. 2009). Our
results indicate that these probiotics enhance pro-inflammatory (IL-8, TNF-a) and regulatory
responses (IL-1B, IL-6, IL-10), in accordance with Evrard et al. (2011). Additionally, several
studies underscore the importance of “physiologic inflammation” induced by commensal flora,
both for the development of immune gut system and for the response to pathogenic bacteria

(Pagnini et al. 2010).

However, the greatest amount of IL-6, more than 100-fold in comparison with other cytokines,
suggests that this interleukin may have a key role in immune gut response. On the other hand,
is known that Th1l responses critically depend on the ability of dendritic cells to produce IL-12
and characterized by the production of IFN y (Borchers et al. 2009). Nevertheless, we could not
detect IFN y and IL-12p70. Therefore, it seems that these probiotics may promote regulatory
responses, instead of Thl. These probiotic strains may activate dendritic cells that could direct
T cells to assume regulatory functions and thereby induce oral tolerance (Mowat, 2003;
Bilsborough & Viney, 2004). Accordingly, is known that intestinal dendritic cells can induce B
cells to undergo isotype switching to Ig A (Westendorf et al. 2010) and IL-6, TGF-f and IL-10
are required to maintain Ig A (+) B cell populations (Castillo et al. 2011). In addition, the
increased of Ig A by B cells serves as neutralizing agent enabling pathogens exclusion and
induces immune responses associated with the production of anti-inflammatory cytokines
(Corthesy et al. 2007). Although Ig A has been shown to partidpate in host responses against
infections, the major role of Ig A is to maintain a balance between the host and microbiota
(Feng et al. 2011; Hansen et al. 2010). Taking this into account, and in agreement with
Uematsu et al. (2008), microbiota influences Ig A production in the gut. This author proposes
that commensal bacteria induce Ig A through a mechanism mediated by TLR5. Following our
results, these probiotics increased TLR5 expression. Hence, these bacteria are able to
modulate innate immunity and adaptive immunity. Consequently, they also reinforce epithelial
barrier function, because secreted Ig A limits bacterial association with the intestinal epithelial
surface and restricts the penetration of pathogens across the gut epithelium (Hooper &
Macpherson, 2010). Taking this into account, Feng & Elson (2011) propose that secreted Ig A
binds to luminal bacteria, preduding the penetration of bacteria or their components across
the epithelium, which prevent the bacteria from entering systemic lymphoid tissues.
Altogether, and in agreement with Feng et al. (2011), suggests that microbiota antigens are

limited to the intestinal lumen, avoiding systemic immune responses.
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Furthermore, the production of IL-10 would help in the generation of regulatory cells and Th2
responses (Rutella & Locatelly, 2011; Amrouche et al. 2006). Other cytokines detected, such IL-
8 and TNF-a, may exert protective functions in normal gut homeostasis and intestinal
epithelial integrity (Mizoguchi et al. 2008; Castillo et al. 2011). The activation of NFkB is similar

protective for the development of systemic inflammation (Pagnini et al. 2010).

Finally, we propose a hypothetic model (Fig. 74) that describes the mechanisms of probiotics
L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 and L.rhamnosus CNCM 1-4036 and how they
interact with dendritic and epithelial intestinal cells. These probiotics have been shown
antimicrobial properties due to inhibition of enteropathogens through different mechanisms:
1. Production of inhibitory compounds; 2. Competitive exclusion; 3. Modulation of innate and
adaptive responses through TLR signalling pathway that increase Ig A production, and
consequently, enhance epithelial barrier function. Hence, we suggest, in agreement with
several authors, that Ig A production, T regulatory cells and microbiota protect the host from

pathogen infections and maintain the gut homeostasis.
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Follow-up studies of other mediators that could be involved in the gut immune response, such

thymic stromal lymphopoietin (TSLP) and retinoic acid may help to complete the multifaceted
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prospects of intestinal homeostasis and the impact of probiotics in this network of dendritic

and intestinal epithelial cells.

Finally, we investigated the impact of these probiotic strains on T cell proliferation. Dendritic
cells affect the adaptive response by priming T cells to proliferate, become activated, and
produce cytokines. Our findings, in agreement with Mohamadzadeh et al. (2005) indicate that
lactobacilli strains enhanced the proliferation of autologous T cells, confirming their capacity to
enhance priming of T cells. Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 exhibited the highest capacity
to increase T cell proliferation. In contrast, low T cell proliferation was detected in autologous
T cells when co-cultured with dendritic cells activated with Bifidobacterium breve CNCM I-

4035. However, the mechanism for this unusual property remains to be defined.
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