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Introduction

Non digestible oligosaccharides (NDOs) are products used as
nutraceuticals or functional food due to their prebiotic effect. A prebiotic effect
is defined as ‘the selective stimulation of growth and/or activity(ies) of one or a
limited number of microbial genus(era)/species in the gut microbiota that
confer(s) health benefits to the host’ [1]. Most commercialized prebiotics are
complex oligosaccharides that are not degraded by intestinal enzymes, reaching
the colon, where they are digested by colonic microbiota [2]. Prebiotics have
been claimed to exert healthy effects in obesity, allergy and gastrointestinal
disorders (infections, irritable bowel syndrome, inflammatory bowel disease)

[1].

FOS, inulin and GOS are simple oligosaccharides widely used for their
prebiotic effects and their properties as soluble fermentable fibers. GOS, inulin
and FOS are rather simple oligosaccharides when compared human milk
oligosaccharides in terms of molecular structure and degree of ramification. It
has been previously shown than goat’s milk oligosaccharides (GMQS) are more
complex and similar to human milk oligosaccharides that those of other
mammalian species [3]. A study carried out in colitic rats showed that GMOS
exert prebiotic effects [4].

A significant number of natural compounds have been found to inhibit
bacterial growth, although their mechanism of action remains unclear in most
cases [5, 6] FOS and inulin have been found to inhibit the growth of pathogenic
bacteria such as Salmonella typhimurium [7], S. enteritidis [8] Listeria
monocytogenes or the fungus Candida albicans [9] FOS and inulin could also
inhibit the growth and other virulence factors in P. aeruginosa. P. aeruginosa is
an opportunistic pathogen able to infect different animals and plants [10, 11],
being a frequent cause of hospital-acquired infections including ventilator
associated pneumonia [12] and catheter infections in immuno-compromised
patients.

In addition to their well documented prebiotic actions, NDO may be
expected to be in contact with intestinal epithelial cells (IECs) in the colon and
the small intestine. It is thus possible that these compounds exert direct, non-
prebiotic actions on the intestinal epithelium. Insight into the
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immunomodulatory effects of non absorbable oligosaccharides on IECs could
open new perspectives in the treatment of intestinal inflammatory related
diseases such as inflammatory bowel disease or allergies, and in the design of
infant formulas.

Overall appearance and physiology are essentially normal in GF rats and
mice although GF condition have been known to affect brain development and
behaviour, metabolism, obesity, food digestion and overall resistance to stress
and injury [13]. The lymphoid tissue of the gut of GF animals is dormant and
hypoplastic but is capable of responding to antigenic stimulation [14]. The GF
rodent has chronically loose stool, is hemoconcentrated and has increased
water intake pointing out an abnormal water homeostasis. The cecum is
enlarged and this could be related to altered cecal fluid transport. It has been
suggested that absorption of water and Na is increase in cecum of GF compared
to conventional rats. Any abnormality in cecal water and Na transport in germ
free could be caused by abnormal cecal contents, which are characterised by an
extremely low concentration of exchangeable anions, or by an abnormality
intrinsic to the GF rat cecum itself [15].

The aims of this study were:

o Characterise the effect of FOS and inulin in different mechanisms of
pathogenicity of P. aeruginosa

o Characterise the direct immunomodulatory effects of NDO in intestinal
epithelial cells

« Characterise the direct effect (independent of their prebiotic actions) of
FOS and GOS in vivo

As a consequence of the results obtained in the GF mice experiment, we added
a new aim to this thesis:

o Study of the role of microbiota in hydroelectrolytic transport in colon in
basal condition and experimental induce colitis in mice.
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Results

Effects of FOS and inulin in different mechanisms related with the
virulence of pseudomonas aeruginosa

The addition of FOS and inulin (20mg/ml) inhibited the growth and the
biofilm formation of P. aeruginosa. FOS (5mg/ml) also inhibited swarming and
twitching motility while inulin had a lower effect or none. Inulin reduced the IL-6
secretion in macrophages infected with P. aeruginosa while FOS also inhibited
TNFa and IL-10 production via modulation of NF-kB. The inhibition as a result of
FOS and inulin addition was more pronounced in the mutant ptxS (the more
virulent strain) comparing with ptxR and WT strains. Finally, FOS reduced the
ToxA intracellular levels in IEC-18 cells cocultured with P. aeruginosa while inulin
had no effect.

Inmunomodaulatory effect of NDOs in intestinal epithelial cells.

All tested NDOs increase GROa and MCP1 secretion in IEC18 cells, in
the order of efficacy GMOS>inulin>GOS>FOS, with the only exception of FOS,
that had no effect on MCP1. The effect was concentration dependent and was
maximum at 5 mg/ml in all cases. The addition of NDOs also resulted in an
upregulation of MIP2 but no general effect on ICAM, IL6, eotaxin, CXCL10 or
RANTES. The inhibitor of NF-kB produced a dramatic inhibition of GROa and
MCP1 secretion evoked by inulin, GOS or GMOS. In contrast, there was no
general inhibition by the PI3K. The MAPK inhibitors tested also inhibited the
cytokine secretory effect of prebiotics but to a lower extent than NF-kB
inhibition. MyD88 and TLR4 expression was silenced by shRNA and the inductor
effect of NDO was inhibited in a 42-77%. We also tested NDOs effect in human
cell lines. HT29 cells responded to NDOs secreting IL-8 to a lower extend that
IEC while Caco-2 and Caco-2/TC7 cell lines failed to respond to NDOs. RT-PCR
analysis of TLR4 expression showed a correlation between the production of IL-
8, GROa and NHE3 and the expression of TLR4 in every cell line. MCP1 secretion
was lower in colon explants of Tlr4 KO mice than in controls after NDOs
addition.

16




Summary

Effect of NDO in vivo

After weaning GF mice were administered a diet enriched in FOS (5%)
and GOS (5%) for 4 weeks. Mice also received a sterile bacterial homogenate
(SBH) and its combination with FOS or GOS to evaluate the effect of NDOs in the
presence of bacterial antigens in lumen. Conventional animals were used as
control. In GF conditions, NDO+SBH enlarged jejunum villi in concordance with
an increase in mg protein per gr of tissue. FOS £SBH also reduced total IgG levels
in plasma in GF mice. Transcriptome analysis showed significant changes in the
expression of genes that codifies barrier function proteins, microbiota
modulatory genes and gluthatione and lipid metabolism genes in jejunum and
colon of mice treated with NDOs. Some of this results were validated by RT-PCR
in colon of GF and conventional animals showing an increase in the expression
of genes that codify tight junction proteins (ocln, cldn4, cldn5) and proteins that
modulate microbiota in GF conditions. NDOs iduced Cld4 and Cxcl/10.
Postgenomic validation also showed increased levels of expression of different
genes related with hydroelectrolytic transport named edn1,Scnni1b, Scnnlg (B,y
ENaC), Agp8, Slc9a3 (NHE)-3 and Atplal (the a subunit of Na/K Atpase) in colon
of GF mice that were partially normalized in the SBH group Aldosterone levels in
plasma were reduced in GF mice while corticosterone were nearly doubled.

Study of the role of microbiota in the hydroelectrolytic transport in
colon

Conventional mice were administered an antibiotic cocktail to induce
microbiota depletion. Pseudo sterile (PS) mice showed similar characteristics to
GF mice such as cecum enlargement or loose stools. The expression of
molecules related with hydroelecrolytic transport was also increased in colon:
Ednl, Agp8, Scnnla, Scnnlg (a and y subunits of ENaC), Atpla, Atplbl (a and B
subunitcs of Na/K Atpases; and cecum: Slc26a3 (DRA), Scnnla, Scnnlg (a and y
ENaC) and S/c9a3 (NHE3) in PS mice while a not significant reduction of colon
absorption was detected.

DSS colitis was induced in GF and conventional mice resulting in
different manifestation. While conventional animals lost weight, showed a
doses dependent increase in macroscopic damage index and inflammation
biochemical markers such as MPO and AP, GF mice had lower symptoms of
inflammation. However, animals seemed sicker, mortality rate was higher and
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showed signs of loss of blood. Inflammatory proteins expression was also
induced by DSS in conventional animals in a higher extend than in the GF ones.
The expression of molecules related with barrier function (ZO-1, and occludin)
was inhibited by DSS in conventional mice while there were no effects in GF
conditions. DSS tended to reduce the expression of molecules related with
hydroelectrolytic transport in both conditions.

PS mice developed lower signs of inflammation comparing with control
animals when DSS colitis was induced (based on body weight loss, MDI, MPO
activity, inflammatory molecules expression and histological score). However,
MUC3, Z0O-1 and occludin were induced by DSS in PS mice. Colonic water
absorption was reduced in PS mice while DSS tended to increase this parameter
in both conditions. The expression of molecules related with hydroelectrolytic
transport was reduced in both conditions.

Discussion

NDOs, are compounds that are not digested by intestinal enzymes
reaching the colon intact where they act as prebiotics. Prebiotics are known for
their ability to selectively influence bacterial proliferation in the gut conferring
health benefits to the hosts. Antimicrobial properties have been described for a
number of oligosaccharides [16]. We were able to show that FOS (1) inhibits P.
aeruginosa growth, biofilm formation and motility; (2) limits the P. aeruginosa
evoked NF-kB dependent cytokine secretion in macrophages; and (3) decreases
exotoxin A levels in P. aeruginosa infected IEC18 cells. These effects have also
been observed for inulin, but in general the magnitude of the changes induced
by FOS was superior to that of inulin. This indicates that the length of the
oligosaccharide chains is an essential determinant for the magnitude of the
biological activities observed Our data suggest that FOS may be an useful
component of a drug cocktail to combat P. aeruginosa infection.

Besides their prebiotic effect, NDO may have additional actions that are
independent of their interaction with the colonic microbiota. Our data
demonstrate that the NDOs studied, namely FOS, GOS, GMOS and inulin, induce
the secretion of proinflammatory cytokines by intestinal epithelial cells. Using
IEC18 as an in vitro model, MCP1, GROa and MIP2 were upregulated by NDOs,
while ICAM, IL-6, eotaxin, CXCL10 and RANTES were generally unaffected.
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Pharmacological and molecular evidence indicates that the effects on
MCP1/GROa were dependent chiefly on TLR4/MyD88/NF-kB and secondarily on
MAPK. We hypothesized that NDOs could act as TLR4 ligands based on the fact
that the canonical agonist LPS is a saccharide itself. The biological consequences
of TLR4 ligation by NDOs (or other agonists) are debatable. In principle, TLR4
activation produces proinflammatory signal. Since the intestinal epithelium is
constantly exposed to bacteria and bacterial components on its apical
membrane, this would naturally lead to inflammation. However this does not
happen and instead an homeostatic equilibrium is established between the
microbiota and the host via a number of mechanisms not well characterized yet
[17]. IECs respond to both pathogenic and commensal bacteria. IEC or
nonhematopoietic-specific deletion of TLR4, MyD88 or NEMO results in
defective defense against bacterial infection and/or inflammation [18-20]. TLR4
has been reported to be expressed at low levels in basal conditions in vivo but it
is upregulated in Crohn’s disease. Thus TLR4 may play a determinant role in
intestinal inflammation and defense. All NDOs apparently can act as agonists,
although the efficacy at the receptor tends to be higher as the structure
becomes more complex.

To evaluate the direct effects, independent of the prebiotic actions of
NDO in vitro , we conducted an experiment in germ free conditions. After
weaning germ free mice were administered a diet enriched in FOS and GOS
(5%). We also included a combination of the NDO with an sterile bacterial
homogenate (GOS+SBH and FOS+SBH) and the consequent control group SBH
(0,016%) to study the effects of NDO in presence of antigens. Finally, we
conducted a control experiment with conventional mice.

We studied the role of NDOs on intestinal enzymes activities since about
12% of components of human milk are soluble fiber that could affect intestinal
maturation [21, 22]. Althought, our results confirm some actions of NDOs in
epithelial intestinal maturation they were not consistent in all intestinal
segments. We might consider that oligosaccharides from human milk are
structurally more complex than FOS and GOS. NDO+SBH enlarged jejunum villi
in concordance with an increase in mg protein per gr of tissue suggesting a
trophic action of this compounds.

Our results pointed out reduced levels of IgG in GF mice administered
FOS£SBH. Previous studies have shown how FOS and GOS can modify Ig levels in
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serum [23, 24] thus we show that FOS can module immune system
independently of its prebiotic effect.

Next we complete this analysis with the transcriptome study in colon
and jejunum by means microarrays. The transcriptome analysis confirmed the
direct effects of NDOs, SBH and its combinations since a substantial amount of
genes were modified by the treatments in jejunum and colon. Ingenuity analysis
showed that some functions were modified by the three treatments such as
molecular transport, cell growth and proliferation, cell movement or lipid
metabolism. NDOs modified genes related to lipid transport, glutathione
metabolism, barrier function and defense against pathogens. However, NDOs
and SBH exerted inversed actions. While the SBH inhibited the lipoprotein
(Apo), defensins, tight junctions and lysozyme expression, NDOs induced the
expression of these genes.

The role of NDOs in barrier functions is controversial [25, 26]. Our
results showed an upregulation in the expression of genes that codify tight
junctions proteins (Cldn4 and Cld5) in colon in conventional and GF mice
administered FOS. NDOs also increased the expression of Cxcl10 and Reg3g in
colon in conventional and GF mice. Cxcl10 is a chemokine while Reg3g is an
antibacterial lectine thus the upregulation of these genes could be related to a
better barrier function.

We also observed that SBH modified the expression of several
molecules related to transport in colon. These results were quite interesting
since it has been previously established a defect in the hydroelectrolytic
transport in GF mice. Besides, the SBH partially reverted this effect. Next we
conducted some experiments in mice whose microbiota depletion (PS mice) was
induced by administering an antibiotic cocktail. PS mice shared some
characteristics with GF mice such us caecum enlargement or the presence of
mild feces [27] . The expression of molecules related with hydroelectrolytic
transport in PS mice was up regulated in colon and caecum. This increase in
carriers expression would produce a higher water absorption in colon and
caecum. Colon loop experiment confirmed a reduced absorption in PS mice.
These mice did not show diarrhea or modified ionic and protein serum levels
showing that the defect in absorptive capacity might be functionally
compensated. A lower water absorption in vivo and higher electrogenic Na
absorption in caecum of GF rats was observed in previous studies. Simonetta et
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al published higher levels of ATPase Na/K in ileum and caecum in GF rats that
was related to a higher efficiency in absorption [28]

The water and sodium loss induce the renin-angiotensin-aldosterone
system that increases the arterial pressure by means not only actions in kidney
but also in distal colon increasing the electrogenic Na absorption through ENaC.
We hypothesize that the defect in water absorption in GF conditions could be
compensated by a secondary hiperaldosterism. However, our results showed
lower levels of aldosterone in GF mice. On the other hand, costicosterone levels
were increased in GF mice in concordance with previous studies [29, 30]. Some
studies have suggested than GF mice are resistant to glucocorticoid explaining
the elevated levels of this hormone in GF mice. Morover, Glucocorticoids induce
the absorption of water and electrolytes in bowel per se. Besides high levels of
corticosterone can induce aldosterone effects.

Next, we decided to study the alterations in the hydroelectrolytic
transport in GF mice in an experimental model of colitis. However, since
inflammation often depends on microbiota we needed to evaluate the degree
of inflammation in GF mice. Our results showed that DSS response in GF mice
was attenuated although general condition of the mice was damaged due to a
loss of blood as a consequence of a defect in barrier function. PS mice also
showed a light response to DSS although their general condition was not
damaged. We related this phenomenon with the presence of Treg cells in
mucosa of the PS mice due to the previous presence of microbiota.

The DSS administration had an inhibitory effect in the carriers
expression in conventional animals. This data is supported by other studies in
IBD patients and in experimental models of colitis [31-33] although not all of
them agree [32, 34]. We observed similar results in PS and GF mice suggesting
that the inhibition could be caused by the DSS damage exerted in epithelial
barrier instead of by the inflammation or the bacterial presence. It is also
possible that a low level of inflammation is enough to repress the expression of
carriers

The effect was proportionally more important in conventional mice
since PS control mice already had a lower percentage of dry matter in feces.
However, these changes were not correlated to lower water absorption.
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Finally we can conclude that:

e FOS reduces P. aeruginosa pathogenicity throught distintc mechanisms

e NDOs induce the secretion of proinflammatory cytokines by intestinal
epithelial cells in vitro via TLR4/MyD88/NF-kB activation.

e FOS and GOS exert direct actions independent of their prebiotic effect
in vivo and interact with microbiota antigens.

e The lack of microbiota results in an induction of the expression of
hydroelectrolytic carriers as a possible compensatory mechanism to
water homeostasis alteration observed in germ free mice.

o DSS inhibits the expression of hydroelectrolytic carriers in colon
independently of the presence of microbiota or degree of inflammation.
This inhibition did not correlate with lower water absorption.
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1. Sistema inmunitario gastrointestinal

El tejido linfoide asociado a intestino (GALT) es el de mayor superficie y
el que contiene la mayor proporcion de linfocitos de todo el organismo.
Presenta unas caracteristicas propias, que vienen dadas por las circunstancias
especiales de un sistema que incorpora un medio externo, en principio hostil,
dentro del propio organismo. Siendo el objeto principal del sistema inmunitario,
diferenciar lo propio de lo ajeno, es decir, la amplia carga de antigenos
procedentes del alimento y del nimero y variedad de bacterias y otros
microorganismos asentados a lo largo del tracto gastrointestinal, supone una
enorme presidon antigénica dificil de controlar. Teniendo en cuenta que la
mayoria de dichos antigenos no suponen un riesgo para el organismo, el reto
consiste en mantener la capacidad para responder a organismos
potencialmente patdgenos, al tiempo que se tolera esa mayoria de antigenos no
daninos. A menudo, se utiliza el término “inflamacion fisioldgica” o “inflamacion
controlada” para referirnos al estado basal de activacion del sistema
inmunitario gastrointestinal, aunque se trate realmente de un oximoron.

Ateniéndonos a criterios estructurales y funcionales podemos dividir el
GALT en lugares inductores y efectores. Los lugares inductores son las placas de
Peyer, los foliculos linfoides aislados y los ganglios linfaticos mesentéricos. En
estas estructuras, los antigenos son procesados y presentados a los linfocitos.
Las células del sistema inmunitario que se encuentran distribuidas a lo largo del
epitelio y la lamina propia son las que llevan a cabo funciones efectoras. Esta
clasificacion no es absoluta, pues algunas respuestas inmunitarias pueden ser
inducidas en la mucosa intestinal y algunas efectoras pueden darse en las placas
de Peyer. La barrera epitelial requiere un tratamiento especial, ya que actua
como elemento de separacion entre antigenos y células inmunoldgicas.

1.1. Barrera epitelial

El epitelio constituye la primera barrera que separa el lumen del interior
del organismo, actuando como un impedimento fisico que bloquea el paso de
sustancias, microorganismos y células, aunque no de forma absoluta, puesto
gue permite y regula el transporte selectivo de estos. Estd formada por una
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monocapa de distintos tipos celulares diferenciados a partir de células madre
pluripotenciales en las criptas de Lieberkiihn [35]. Los tipos celulares presentes
en intestino son el enterocito, las células caliciformes, las células de Paneth y las
células enteroendocrinas. El enterocito predomina a lo largo del epitelio
intestinal y, aunque tiene principalmente una funcién absortiva, es un elemento
clave del sistema inmunitario gastrointestinal. Con el fin de limitar el transporte
paracelular a lo largo de la barrera intestinal, los enterocitos se unen mediante
las denominadas uniones estrechas, compuestas por distintas proteinas (zonula
occludens 1 (Z0O-1), zonula occludens 2 (ZO-2), ocludinas, claudinas, etc.) [36]. El
enterocito presenta polaridad, pudiendo distinguirse una cara apical, en
contacto directo con el lumen, y una cara basolateral, en contacto con la |lamina
propia y las distintas poblaciones celulares del sistema inmunitario. La cara
apical se caracteriza por unas estructuras denominadas microvellosidades que
forman el denominado borde en cepillo y cuyo objetivo es aumentar la
superficie de absorcidon [37]. En concordancia con su funcidn absortiva, presenta
distintas enzimas implicadas en el proceso de digestidon (disacaridasas, fosfatasa
alcalina, leucin aminopeptidasa...). Adheridos a la cara apical, a lo largo de todo
el tracto, encontramos el glicocalix, una estructura compuesta por
glicoproteinas y glucolipidos que protege el epitelio actuando como una barrera
fisica entre las células del epitelio intestinal y el lumen [38, 39]. El glicocalix esta
parcialmente integrado en una capa de moco cuyos principales componentes
son las mucinas producidas por las células caliciformes [40] . La fraccidn rica en
carbohidratos de las mucinas es capaz de adherirse a la superficie de distintos
microorganismos, evitando su unién a la monocapa [41-43]. El moco desciende
a lo largo del tracto intestinal hasta que es eliminado, facilitando asi la
eliminacion de los distintos componentes bacterianos adheridos a él. Las células
enteroendocrinas liberan somatostatina, serotonina y gastrina, entre otras
sustancias, en respuesta a distintos estimulos. Estas hormonas ejercen distintas
funciones en el tracto gastrointestinal. La gastrina estimula la secrecidn de acido
clorhidrico y pepsindgeno, la motilidad intestinal y el flujo sanguineo en el
estdmago. La somatostatina inhibe la secrecion acida del estdmago, asi como la
motilidad y el flujo sanguineo gastrointestinal. A su vez, la serotonina inhibe la
secrecion gastrica y estimula la musculatura lisa del tubo digestivo.

El siguiente tipo celular intestinal son las células de Paneth, que
almacenan en granulos a-defensinas, péptidos antimicrobianos que constituyen
uno de los primeros mecanismos de defensa frente a organismos patdgenos, y
que liberan en respuesta a estimulos bacterianos [44]. Ademas de a-defensinas,
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las células de Paneth pueden secretar otros tipos de péptidos antimicrobianos
como lisozimas (lisozima C), fosfolipasas (PLA2G2A), lectinas tipo C (Regllly) o
ribonucleasas (angiogenina 4) [45]. Las células epiteliales intestinales (IEC)
pueden también liberar B-defensinas [46]. Las defensinas no sdlo poseen
actividad antibacteriana, sino que también poseen actividad quimiotactica
frente a células dendriticas y linfocitos. Otra sustancia antimicrobiana producida
por IECs es Regllly [47]. La lactoferrina y la lisozima, las especies reactivas de
oxigeno, los metabolitos nitrogenados y las citoquinas y quimioquinas
contribuyen asimismo a la inmunidad innata en la superficie de las mucosas. En
el epitelio se pueden también observar células M, que son células epiteliales
especializadas asociadas a las placas de Peyer. No poseen microvellosidades ni
estan cubiertas de una capa de moco en su superficie, y se caracterizan por
presentar vesiculas endociticas que permiten tomar antigenos del lumen y
transportarlos a través de la barrera epitelial. De esta forma, seleccionan los
antigenos que seran presentados por las células presentadoras de antigenos
(APC) de las placas de Peyer [48].

Una vez descritos los distintos componentes de la barrera intestinal
cabe destacar que esta no es una estructura estatica sino dindmica, regulada
principalmente por citoquinas que se encuentran en la mucosa intestinal.
Diversos estudios in vitro, realizados en monocapas de células intestinales,
muestran como interferén gamma (IFN-y), interleucina 4 (IL-4) e IL-13 parecen
atenuar la funcion barrera [49, 50], mientras que IL-10 podria potenciarla [51].

Presentacion de antigenos a través de IEC

Considerando que las IEC constituyen la primera linea en contacto con
antigenos en el lumen, no sorprende que con tan privilegiada situacién puedan
actuar como APC. De hecho, las IEC no solo estan en contacto con los antigenos
en la cara apical, sino que en la cara basolateral contactan con las principales
poblaciones de linfocitos T del sistema inmunitario gastrointestinal: Los
linfocitos intraepiteliales, que se encuentran dispersos a lo largo del epitelio, y
los linfocitos T de la ldamina propia. Ademas, las IEC presentan en la cara apical
diversas moléculas que pueden actuar como receptores de antigenos como
FcRn [52] o DEC-205 [53], facilitando la entrada de antigenos al interior de la
célula a través de endocitosis mediada por receptores. La presentacién de
antigenos a linfocitos T tiene como objetivo el mantenimiento de la barrera
intestinal, la renovacidn de células epiteliales dafiadas por estrés, infeccién o
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neoplasia, y la regulacion de la respuesta a los antigenos de la superficie de Ia
mucosa.

1.2. Placas de Peyer

Las places de Peyer son el primer lugar donde se induce la respuesta
inmunitaria en el GALT. Son estructuras constituidas por foliculos linfoides
localizados en la submucosa del intestino, caracterizados por una elevada
poblacién de linfocitos, macréfagos, células dendriticas y células M. La
superficie luminal consta de un epitelio especializado denominado epitelio
asociado a foliculo (FAE), formado por células M y otras células situadas en las
inmediaciones. EL FAE presenta unas caracteristicas estructurales y funcionales
que facilitan el acceso de antigenos luminales, como la ausencia de
microvellosidades, la reduccion de hidrolasas, y un numero reducido de células
caliciformes o de Paneth [65]. Las células M juegan un papel importante en el
paso de antigenos a lo largo de la barrera epitelial; sin embargo, carecen de
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC clase II). Por tanto, se cree
gue son incapaces de procesar los antigenos, limitandose a liberarlos intactos a
la regidon subepitelial de las placas de Peyer, donde son procesados y
presentados por APC profesionales [64]. En la regidn central de las placas de
Peyer encontramos foliculos de células B rodeados de células dendriticas, y
células T inmaduras en la periferia. En las placas de Peyer interaccionan las
células del sistema inmunitario innato y adaptativo, dando lugar normalmente a
un estado de equilibrio entre respuestas proinflamatorias y antiinflamatorias,
qgue corresponde a la denominada inflamacion fisiolégica. En colon,
encontramos estructuras similares, macroscépicamente invisibles, denominadas
foliculos linfoides aislados.

1.3. Sistema inmunitario innato

El sistema inmunitario innato se caracteriza por una respuesta rapida
frente a cualquier organismo extrafio. Su accion se basa en el reconocimiento de
patrones similares que se encuentran en distintos organismos patdgenos. A
continuacion se describen algunos de los mediadores solubles que participan en
la respuesta inmunitaria innata, asi como las distintas poblaciones celulares
relevantes del GALT.
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1.3.1. Péptidos antimicrobianos y mediadores solubles

A lo largo de la barrera epitelial podemos distinguir distintos
mediadores solubles que participan en la regulacion del sistema inmunitario
innato. Las citoquinas son pequeias glicoproteinas secretadas no solo por
células caracteristicas del sistema inmunitario, sino también por otros tipos
celulares como IEC o células endoteliales. Son los principales mediadores
solubles, responsables de la comunicacion entre células en ausencia de contacto
directo. Las citoquinas pueden ser clasificadas en funcién de sus propiedades
bioguimicas en nueve familias: hematopoyetina, IL-12, IL-17, IL-10, factor de
necrosis tumoral (TNF), IL-1, factor de crecimiento transformante B (TGF-B) y la
familia de las quimioquinas. Dada la gran diversidad de citoquinas y con el
objetivo de simplificar, podemos clasificarlas en citoquinas proinflamatorias,
que inducen y perpetuan varios tipos de respuesta inflamatoria (Thl, Th2 y
Th17), y antiinflamatorias. Las quimioquinas son una subfamilia de citoquinas
encargada de controlar la migracion de leucocitos a tejidos especificos.
Podemos distinguir 4 familias de quimioquinas de acuerdo con la distribucion de
sus residuos de cisteina: citoquinas C, CC, CXC y CX3, donde X es cualquier
aminodcido excepto cisteina. En la tabla 1 se describen las principales citoquinas
y quimioquinas, su funcién y tipos celulares productores.

La produccion de moléculas téxicas, como metabolitos reactivos del
oxigeno y nitrégeno, también contribuye a la defensa frente a microorganismos.
En intestino se producen moléculas antioxidantes, como el glutation, para
contrarrestar los efectos de estas moléculas téxicas. Existe cierta controversia
con respecto al papel del dxido nitrico en el intestino. En condiciones normales,
se expresa Oxido nitrico sintasa endotelial, mientras que en procesos
inflamatorios se expresa o6xido nitrico sintasa inducible [66, 67]. Diferentes
concentraciones de éxido nitrico en el tejido determinan el efecto beneficioso o
perjudicial de este [68]. Por otra parte, el sistema de complemento [69, 70] esta
compuesto por una serie de proteinas plasmaticas que, mediante la activacion
de cascadas de activacion, facilitan la fagocitosis y la lisis celular mediante la
activacion de la apoptosis. La lactoferrina es una proteina que facilita el
transporte de hierro a través del epitelio. Al ser hidrolizada por una pepsina
gastrica da lugar a un péptido con actividad antimicrobiana [71]. A la lisozima,
un polipéptido que se encuentra tanto en saliva como en jugo pancreatico, se le
atribuyen diversas actividades entre las que destacan la hidrdlisis de la pared
celular bacteriana o la activacion de la autolisis bacteriana. A menudo actua en
combinacidon con otros factores, como la lactoferrina.
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Tabla 1: clasificacion de citoquinas y quimioquinas

Introduccion

Citoquinas Thl Fuente Efectos
IFN-y Células Th1, NK . Promover la diferenciacién Thl
. Inhibir de la diferenciacién Th2
. Cambio de isoptipo (produccion 1gG2a)
. Activacion de macréfagos
TNF-a Macrdéfagos, monocitos, . Promover necrosis tumoral
CD, células B y T, ° Aumentar la actividad fagocitica y la
basdfilos,  eosindfilos, produccién de ROS en macréfagos y
células NK, neutrdfilos, neutrdfilos
mastocitos,células  no e Feedback positivo en la activacion de células
inmunitarias Th1y macréfagos
IL-12 (heterodimeros  Macréfagos, monocitos, . Diferenciacion Thl
IL-12p40 y p35) CcD . Factor de crecimiento de células Ty NK
IL-2 Células CD4+ activadas, . Proliferacion células T
CDS8+, NK, DC ° Autotolerancia
. Promover la activacion de células T
reguladoras
. Activacion de macréfagos
IL-1B Monocitos, macroéfagos, ° Induccidn de fiebre
DC, linfocitos T y B, . Feedback positivo
células NK e  Secrecidn de proteinas de fase aguda
. Inducciodn de la secrecidn de IFN-y
. Activacion de macréfagos
. Favorecer la unidn de leucocitos al endotelio
vascular intestinal
IL-6 Monocitos, macroéfagos, . Promover la respuesta inflamatoria aguda
neutrdfilos, linfocitos B, . Diferenciacion Th17
ThlyTh17 e  Favorecer la proliferacién de células Ty B
. Diferenciacidn de células plasmaticas
Citoquinas Th17 Fuente Efectos
IL-23  (heterodimero  CD activadas, . Expansion células T memoria
IL-12p40y p19) macrdéfagos . Mantenimiento, diferenciacion terminal y
expansion de células Th17
. Proteccidn frente a patégenos extracelulares
IL-17 Células Thl7, células . Fortificacidn uniones estrechas

CD8+y células T y6

Reclutamiento de granulocitos durante la
inflamacion

29




Introduccion

Citoquinas Th2 Fuente Efectos
IL-4 Mastocitos, células T, . Diferenciaciéon Th2
células estromales de . Induccién del crecimiento de células By
médula dsea cambio de isotipo
. Factor de crecimiento de mastocitos
IL-5 Células Th2, mastocitos, ° Estimular el reclutamiento y diferenciacion de
eosinofilos eosindfilos
. Reacciones alérgicas y respuesta frente a
helmintos
Citoquinas Fuente Efectos
inmunoreguladoras
IL-10 Células Th2, T . Inhibir la funcidn efectora y activadora de
reguladoras, B, células T, monocitos y macréfagos
monocitos, Cb, . Limitar la respuesta inflamatoria
macrdfagos, neutrdfilos, e Regular el crecimiento y diferenciacién de
células endoteliales células B, NK, CD8+, CD4+, mastocitos,
granulocitos y CD
. Diferenciacién de células T reguladoras
TGF-B Células T y B, NK, CD, . Proliferacion celular, produccion de la matriz
macrofagos, mastocitos, extracelular, embriogénesis,
neutrdfilos y células no inmunomodulacidn, cicatrizacion
inmunitarias
Quimioquina Fuente Efectos
Quimioquinas CC
CCL2 (MCP1) IEC . Reclutamiento de monocitos, CD y células T
memoria durante inflamacion
CCL5 (RANTES) . Migracion de monocitos y células T
CCL11 (eotaxina) . Atraccidn de eosinoéfilos
Quimioquinas CXC
CXCL2 (MIP-2) Monocitos, . Atraccidn de leucocitos polimorfonucleares
macréfagos
CXCL8 (IL-8) Monocitos . Atraccion de neutroéfilos
macroéfagos,
neutrdfilos, IEC
CXCL10 (IP-10) Monocitos, células . Atraccion de células T,NK, monocitos,

endoteliales,
fibroblastos

macrdéfagos, CD
Adhesidén de células T a células endoteliales

CXCL1 (GRO-a)

Macréfagos,
neutrofilos, IEC

Atraccion de neutrofilos

NK:natural killer; CD:célula dendritica;ROS:especies reactivas de oxigeno; MCP: proteina chimioatrayente de
macroéfagos; RANTES: regulated on activation, normal T cell expressed and secreted; MIP: proteina inflamatoria
de macrdfagos; IP: Proteina inducida por IFN-y; GRO-a: oncogen alpha relacionado con el crecimiento; TNF:
factor de necrosis tumoral IgG2: Inmunoglobulina G2. factor de crecimiento transformante B (TGF-B
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Por ultimo, las defensinas, la proteina C reactiva, actuando como opsonina, y
distintos factores de coagulacidn, que protegen los vasos sanguineos, también
actuarian frente a la invasion de microorganismos.

1.3.2. Células del sistema inmunitario innato

Las células del sistema inmunitario innato, como los macrdfagos o las
células dendriticas, se caracterizan por su actividad fagocitica y como APC.
Basofilos, eosindfilos, células natural killer y neutréfilos tienen un papel en
diversos procesos inflamatorios o patolégicos. Como se ha indicado
anteriormente, en sentido amplio incluirian también a los enterocitos.

Las células dendriticas se encuentran en tejidos periféricos (en la lamina
propia y en las placas de Peyer) en su forma inmadura, que se caracteriza por
una alta capacidad fagocitica y una baja expresion de MHC. Las células
dendriticas son activadas directamente a través de antigenos bacterianos que se
unen a receptores reconocedores de patrones, como los Toll like receptors
(TLR), o indirectamente a través de citoquinas proinflamatorias producidas por
macréfagos, como TNF-a o IL-1. Como consecuencia de estos estimulos se
transforman en APC potentes caracterizadas por una baja actividad fagocitica y
elevada expresion de MHC y moléculas co-estimuladoras. En este estado, las
células dendriticas son capaces de captar, procesar y presentar los antigenos
transportados a través de la barrera epitelial por las células M. También
expresan proteinas asociadas a las uniones estrechas que les permiten penetrar
a través de la barrera epitelial sin danarla, entrando en contacto directo con los
antigenos del lumen. Dichas células dendriticas ya maduras migran hacia los
ganglios linfaticos, donde activan a linfocitos T virgenes hacia respuestas de tipo
Thl, Th2 [55, 72, 73], Th17 o bien T reguladoras. También participan en el
proceso de cambio de isotipo a inmunoglobulina A (IgA) en células B a través de
BAFF y APRIL o indirectamente a través de un incremento en la produccién de
IL-6 [74].

Los macroéfagos presentan tanto actividad fagocitica como presentadora
de antigenos. Con el fin de mantener la homeostasis, los macréfagos de la
mucosa intestinal no expresan los receptores de IgA (CD89), IgG (CD12, 32 y 64)
o el correceptor de lipopolisacarido (LPS) (CD14). Tampoco producen citoquinas
proinflamatorias en respuesta a ligandos de TLR. Por tanto los macréfagos de la
mucosa no inflamada son anérgicos, sin embargo mantienen su actividad
scavenger y la capacidad de defender al hospedador. Cuando la integridad del
epitelio estd dafiada durante la inflamacidn o la infeccion intestinal, los
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monocitos procedentes de la sangre actian como refuerzos, acumulandose en
[dmina propia, secretando citoquinas proinflamatorias y eliminando
microorganismos de forma eficiente [75].

Eosindfilos y basdfilos juegan un papel importante en procesos alérgicos
y respuestas frente a parasitos. Las células NK normalmente no se observan en
intestino sano. Participan en la lisis de células infectadas por virus o células
tumorales. Por ultimo, los neutréfilos no se encuentran en cantidades
importantes en tejido sano y por tanto se utilizan como marcadores de
inflamacidén. En situaciones de estrés los neutrofilos migran a la zona dafada
donde ejercen su principal funcién: fagocitar y destruir patégenos.

1.4. Sistema inmunitario adaptativo

La respuesta inmunitaria adaptativa, mas lenta, requiere el desarrollo de
una defensa especifica. Dicha respuesta se lleva a cabo a través de linfocitos Ty
linfocitos B, estos ultimos responsables de la respuesta humoral, también
llamada respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos. Podemos distinguir
distintas poblaciones de linfocitos distribuidas a lo largo del GALT.

1.4.1. Linfocitos T de las placas de Peyer

La mayoria de los linfocitos T de las placas de Peyer son linfocitos T
virgenes inmaduros, a excepcion de los situados en el FAE de las placas de
Peyer. La mayoria son TCRaf+. Tanto los linfocitos T como los B migran a las
placas de Peyer gracias a la interaccion entre las moléculas de adhesion a4p7y
L-selectina expresadas en la superficie de los linfocitos y mad-CAM1 presente en
las células endoteliales. La activacién de las células T requiere el reconocimiento
de antigenos a través del TCR, presentados por una APC en el contexto de MHC
y la consiguiente interaccidon coestimuladora. Los linfocitos T CD4+ virgenes
(ThO) pueden diferenciarse a distintas subpoblaciones, dando lugar a linfocitos
colaboradores de tipo Thl, Th2 o Thl7, que median en respuestas
proinflamatorias, o a linfocitos de tipo T reguladores, que median respuestas
antiinflamatorias. La respuesta Thl se caracteriza por la produccién de IFN-y y
TNF-a y afecta principalmente a la inmunidad celular. En la respuesta Th2, IL-4,
IL-5 e IL-13 son las principales citoquinas implicadas, y se asocia a una respuesta
humoral. Las células Th1l7 se caracterizan por la produccién de IL-17 e IL-22.
Finalmente, las células T reguladoras CD25+CD4+ producen TGF-$ e IL-10 y son
responsables de la respuesta antiinflamatoria (Esquema 1). La diferenciacion
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hacia un subtipo u otro esta mediada por la produccion de citoquinas por parte
de células dendriticas [76] y macréfagos. Una vez estimulados, los linfocitos T
pueden mantenerse en el sitio de activacion para colaborar con las células B o
migrar hacia los ganglios linfaticos mesentéricos, desde donde pueden dirigirse
a tejidos periféricos, aunque los linfocitos T activados en el intestino migran
preferentemente a la zona donde han sido activados, transformdndose en
linfocitos T de lamina propia e intraepiteliales. Este proceso de migracion esta
controlado por diversas moléculas de adhesién: a4B7, L-selectina y el receptor
de quimioquinas CCR9.

IL-17
IL-21
IL-23

IL-2

————~ IFN-y
_ TNF-a
)
-
IL-4
IL-5
IL-10
APC Tho IL-13
(D40
CD40L
MHCII TGF-B
TeR IL-35
IL-10
«mmwe CD80/CD66
CD28 Treg

Esquema 1: Esquema diferenciacion linfocitos T CD4+

1.4.2. Linfocitos de lamina propia

Los linfocitos de lamina propia son en su mayoria células T memoria
CD45R0O+ con una ratio CD4:CD8 2:1 [77]. Presentan un fenotipo activado.Sin
embargo, presentan una proliferacidon reducida cuando son estimulados a través
de TCR/CD3 [78] aunque mantienen la capacidad de producir citoquinas. Estos
datos sugieren que los linfocitos T de l[dmina propia regulan la respuesta
inmunitaria mediante el mantenimiento de cierta anergia y de la produccion de
citoquinas.

1.4.3. Linfocitos intraepiteliales

Son principalmente células T CD8+ memoria CD45R0O+ [79]. Al igual que
los linfocitos de lamina propia, muestran un fenotipo activado. Sin embargo, a
diferencia de estos son oligoclonales, lo cual limita su respuesta a determinados
antigenos, probablemente con el fin de evitar una respuesta inmunitaria
exagerada.
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1.4.4. Linfocitos B

Los linfocitos B en la mucosa requieren una activaciéon dependiente de
células T que da lugar a un cambio de isotipo a IgA. Posteriormente migran a
ganglios linfaticos mesentéricos, donde proliferan y se diferencian a blastos B.
Finalmente, estas células se dirigen a los lugares efectores, principalmente a la
[amina propia, gracias a la expresion de moléculas de adhesion y receptores de
quimioquinas (a4bf7 y CCR9). La IgA es secretada al lumen, donde actua
previniendo la adhesién de bacterias al epitelio [80] y neutralizando virus,
enzimas y toxinas de origen bacteriano
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2. Microbiota

En el sistema gastointestinal cohabitan trillones de microorganismos,
entre los que podemos distinguir bacterias beneficiosas para el organismo,
daiinas, o comensales. En general es una convivencia pacifica en la que ambas
entidades encuentran beneficio. Por un lado, las bacterias habitan un entorno
rico en nutrientes y a su vez producen nutrientes esenciales, como la vitamina K,
y ayudan a la digestion del hospedador. Ademas, evitan la proliferacidon de
bacterias potencialmente patdgenas y participan en el desarrollo y regulacion
del sistema inmunitario.

La distribucion de microorganismos en el tracto gastrointestinal no es
uniforme, siendo limitada en el estdmago y alcanzando las mayores
proporciones en ciego y colon. Los filas que colonizan el tracto gastrointestinal
son fundamentalmente Bacteroidetes (Gram negativas) y Firmicutes (Gram
positivas) [81]. microbiota es especifica y bastante estable en cada individuo
[82]. Se ve afectada principalmente por factores ambientales como Ia
alimentacion, especialmente durante los primeros meses de vida, y factores de
caracter genético. Diversos trastornos han sido asociados con una alteracion de
la microbiota (disbiosis). En el sindrome metabdlico se han detectado cambios
en la abundancia de Bacteroidetes y Fimicutes. [83]. El transplante de
microbiota de animales obesos a animales axénicos o libres de gérmenes se ha
asociado al desarrollo de este sindrome [84]. En la enfermedad inflamatoria
intestinal se produce una alteracidon en la respuesta a bacterias no patégenas y
un cambio tanto en la composicidon como en la distribucidn de la microbiota. En
algunas enfermedades como el sindrome de colon irritable y autismo [85-87],
también se han observado una modificacion de la flora. En estos casos resulta
complicado detectar si la disbiosis es consecuencia de la enfermedad, por al
contrario, causa de esta.

La presencia de flora bacteriana no es indispensable para Ia
supervivencia del individuo; sin embargo, experimentos realizados en animales
libres de gérmenes demuestran que dicha flora no solo contribuye al desarrollo
del sistema inmunitario gastrointestinal (la flora bacteriana regula la produccion
de péptidos antimicrobianos e IgA secretora, esta implicada en la diferenciacion
de células T y en el desarrollo de drganos linfoides) [88-91] , sino que también
afecta a otros procesos como el desarrollo del cerebro, el comportamiento, el
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metabolismo, la obesidad, la digestion y la resistencia al estrés [92, 93]. La
comunicacion entre el sistema inmunitario y la flora bacteriana es bilateral, de
forma que no solo la flora bacteriana contribuye al desarrollo del sistema
inmunitario, sino que el sistema inmunitario es capaz de modular las distintas
poblaciones que componen la flora bacteriana.

2.1. Receptores de reconocimiento de patégenos

La necesidad de desarrollar mecanismos reguladores entre el sistema
inmunitario y la microbiota surge del reto que supone, por un lado, proteger
frente a organismos patdgenos y, por otro, tolerar aquellos organismos
beneficiosos o al menos no dafiinos para el organismo. El control de la
microbiota recae en gran medida en el sistema inmunitario innato, que utiliza
distintos receptores que actian como sistema de comunicacion entre bacterias
y hospedador. Estos se denominan receptores de reconocimiento de patégenos
(pathogen recongnition receptors, PRR), o bien receptores de patrones
moleculares o de patrones moleculares asociados a dafo. Estos reconocen
estructuras comunes a distintos organismos no eucariotas, mas que
determinantes antigénicos especificos. Los principales PRR son los receptores
tipo Toll (Toll-like receptors, TLR) y los receptores tipo NOD (nucleotide-binding
oligomerization domain like receptors, NLR). La estimulacion de estos
receptores implica la activacion de diversas vias de sefializacion que culminan
en la produccién de citoquinas proinflamatorias y productos antimicrobianos
[94]. Los PPR mas estudiados son los TLR.

2.1.1. Receptores Toll-like

Los TLR son proteinas transmembrana tipo | que se expresan en células
de la inmunidad innata, como macréfagos y células dendriticas, ademads de en
algunas células T. También se expresan en IEC, células endoteliales y células
estromales. Hasta la fecha se conocen 11 TLR humanos que reconocen no solo
componentes bacterianos, sino también componentes procedentes de otros
microorganismos como hongos, virus o protozoos [95]. Los TLR pueden
localizarse tanto en la superficie celular como intracelularmente, segun el tipo.
Los ligandos mas comunes y la localizacién de los distintos TLR se describe en la
tabla 2. Estructuralmente los TLR presentan una regidon extracelular que
contiene repeticiones ricas en leucina (LRR) [96], y una regidn intracelular
denominada dominio TIR (debido a su similitud con la familia de receptores de
IL-1), encargada de transmitir la sefial. Una vez unido el ligando, se produce una
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homo- o heterodimerizacion del receptor. Existen 5 proteinas adaptadoras que
contienen el dominio TIR y que actian en distintas combinaciones dependiendo
del TLR (MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM y SARM) [97]. Todos los TLR presentan
MyD88 como proteina adaptadora, a excepcidon de TLR3. El reclutamiento de
distintas proteinas conlleva la activacion de diversos factores de transcripcion y
la consiguiente produccién de citoquinas proinflamatorias y otras acciones. EL
TLR4, probablemente el TLR mas estudiado, responde a LPS mediante una via
dependiente y otra via independiente de MyD88. A través de la via dependiente
de Myd88, IRF5, NF-kB y AP1 son activados, iniciandose la transcripcion de
genes proinflamatorios. La via independiente de MyD88 implica la activacion de
NF-xB e IRF3 y la consiguiente produccion de interferones tipo | [98] (Esquema
2).
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Esquema 2: Ruta de sefalizacion de TLR4.

En el tracto gastrointestinal las células que expresan TLR estdn en
contacto continuo con sus ligandos, y sin embargo en condiciones normales no
se produce inflamacidon. Por el contrario, los TLR participan en la homeostasis
intestinal regulando la barrera epitelial mediante un control de la produccidn de
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Tabla 2: Patrén de expresion de TLR y sus ligandos [13]

Introduccion

TLR Ligandos Células Localizacion celular
TLR1/2 Lipopéptido bacteriano Mayoria de las células  Membrana
Proteinas procedentes de protozoos pardsitos (T incluyendo células dendriticas  plasmatica
cruzi Tc52, profillin) e lEC
TLR 2 Lipoproteinas bacterianas/lipopeptidos, IEC, células de Paneth, Membrana
peptidoglicanos, &cido lipotecoico, porinas , leucocitos mononucleares  plasmatica
zimosan periféricos, células
Proteinas viricas estructurales dendriticas, monocitos y
(Lipoarabinomanano) células T
Lipidos procedentes de helmintos
Componentes de la pared celular de hongos
HSP60 HSP70, HSP96 HMGB1, acido hialurdnico
de cardcter endégeno
TLR 3 ARN virico, ARNmPoly(l:C), Poly(l:C;,U) IEC, células dendriticas, Endosomas
RNAm enddégeno células NKy células T
TLR 4 Lipopolisacarido bacteriano IEC, células de Paneth, Membrana
proteinas de envoltura viricas macrofagos, células  plasmatica
Protozoos pardsitos dendriticas y células T
Glicoinositolfofolipidos  (Trypanosoma  cruzi)
Componentes de la pared celular de hongos
HSP22,HSP60, HSP70, HSP96, HMGB,defensina
1B,dominio A de la fibronectina, 4&cido
hialurénico, sulfato de heparina, fibrindgeno,
proteina A sulfactante
TLR 5 Flagelina IEC, células de Paneth, Membrana
monocitos, células  plasmatica
dendriticas, células NK vy
células T
TLR6/TLR2 Lipopéptidos  bacterianos, 4&cido lipotecoico  IEC, alta expresion en células  Membrana
Modulina soluble en fenol, zimosan B y células dendriticas, baja plasmatica
expresion en monocitos y NK
TLR7 ARN de cadena simple de origen virico IEC, células B, células Endolisosoma
ARN enddgeno dendriticas, monocitos vy
células T
TLR 8 ARN de cadena simple de origen virico IEC, monocitos, células Endolisosoma
ARN enddgeno dendriticas, células NK 'y
células T
TLR9 motivos CpG no metilados procedentes de  IEC, Células de Paneth, células  Endolisosomas y
bacterias, virus o protozoos parasitos dendriticas, células B , membrana
Hemozoina procedente de protozoos pardsitos leucocitos mononucleares  plasmatica
(Plasmodium) periféricos, macrdéfagos,
oligodesoxinucledtidos CpG enddgenos células  NK y células
microgliales
TLR 10 Desconocido, podria interaccionar con TLR2 y  Células B, células dendriticas, Intracelular
TLR1 monocitos y células T
TLR 11 Superficie celular de bacterias uropatogénicas, Membrana
Moléculas tipo profilina de Toxoplasma gondii plasmatica

38




Introduccion

IgA, el mantenimiento de las uniones estrechas y la expresion de péptidos
antimicrobianos. Esto se consigue gracias a distintos mecanismos de regulacion.
Por ejemplo, un estudio in vitro demuestra que en células T84, TLR5 solo se
expresa en la cara basolateral, respondiendo solo frente a microorganismos que
han atravesado la barrera epitelial [99]. A su vez, TLR9 se expresa tanto en la
cara apical como en la basolateral, induciendo en el primer caso tolerancia y en
el segundo caso una respuesta proinflamatoria [100]. Por ultimo, la duracién del
estimulo también puede afectar a la respuesta frente a este,
siendoproinflamatoria cuando su duracién es corta y tolerogénica en caso de
estimulos prolongados [101].

La expresion de TLR4 en intestino no inflamado es baja, sin embargo, se
ha observado un incremento de esta en pacientes con enfermedad de Crohn
[94]. Estos datos nos sugieren la importancia de los TLR en el control de la
homeostasis e inflamacidn intestinal.

2.1.2. Receceptores Nod like

Los NLR son una familia de proteinas citoplasmaticas entre las que cabe
destacar NOD1 y NOD2 como receptores reconocedores de componentes
bacterianos implicados en la modulacidn de la respuesta inflamatoria y
apoptodtica [102]. NOD1 se expresa en IEC y reconoce el peptidoglicano en
bacterias Gram negativas [103]. NOD2 se expresa tanto en IEC como en
monocitos y células de Paneth y es capaz de reconocer muramil dipéptido
derivado del peptidoglicano, comun a bacterias Gram positivas y Gram
negativas [104]. Cabe destacar que las células de Paneth requieren la activacion

de NOD2 para secretar péptidos antimicrobianos [105]. Se han relacionado
diversos polimorfismos en el gen de NOD2 asociados con un mayor riesgo de
enfermedad de Crohn. Estos pacientes padecen disbosis y son incapaces de
eliminar patdgenos intestinales de forma eficiente. Es muy probable que las
mutaciones en NOD2 aumenten la susceptibilidad de los pacientes de Crohn a la
enfermedad mediante la alteracion entre la microbiota y la respuesta
inmunitaria [105].

2.1.3. Inflamasomas

En respuesta a diversos estimulos la activacion de distintos PRR puede
dar lugar a la formacion de complejos multimoleculares denominados
inflamasomas que controlan la activacién de la enzima proteolitica caspasa 1. La
caspasa 1 es capaz de romper los precursores de IL1-B e IL-18 (pro-IL-1B y pro-
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IL-18), jugando un papel importante en la liberacién de las formas activas de
estas citoquinas. Hasta ahora se han descrito cuatro inflamasomas diferentes en
ratén (Nuclear localization leucine-rich-repeat protein 1, 3 y 4 NLRP1, NLRP3,
NLRC4 y absent in melanoma 2 (AIM2), (este ultimo no contiene NLRP). [106].
NLRP3 es el inflamasoma mas estudiado, de forma que se conoce una gran
diversidad de moléculas capaces de actuar como estimulos entre las que
destacan el muramil dipéptido, el acido ribonucleico bacteriano (ARN
bacteriano), o el LPS [106, 107]. El mecanismo de accién por el cual estos
estimulos activan el inflamasoma es desconocido, aunque es posible que no lo
hagan directamente, sino a través de un mecanismo en dos fases [106]. La
primera, mediada a través de la unién a un receptor (TLR, receptor de TNF,
NOD1 o NOD2) que supondria un aumento en la expresién de NLRP3, y la
segunda, responsable de la activacion directa del inflamasoma.

2.2. Animales axénicos o libres de gérmenes

Un animal libre de gérmenes es aquel que carece de microorganismos
vivos detectables (bacterias, virus, hongos, parasitos y organismos saprofitos).
Son animales que se obtienen por cesarea o histerectomia aséptica y son
mantenidos en condiciones estériles en aisladores. A lo largo de la historia se
han producido animales libres de gérmenes de distintas especies, siendo las
principales objeto de estudio la rata y el ratdn. Los animales libres de gérmenes
pueden ser convencionalizados al inocularles la flora bacteriana de un
organismo mantenido en condiciones estandar [23].

Los animales axénicos presentan wunas caracteristicas propias,
consecuencia de la ausencia de microbiota. Las principales estan relacionadas
con el sistema inmunitario y con la nutricion, crecimiento y desarrollo del
individuo. La ausencia de contacto con microorganismos da lugar a un sistema
inmunitario no desarrollado que se manifiesta en una reduccién del tamafo de
los ganglios mesentéricos, y sistémicos [108], en una disminuciéon en la
formacidn de foliculos linfoides aislados, en una menor produccion de IgA en el
tracto gastrointestinal [89, 109] y en wuna menor concentracion de
inmunoglobulinas en suero. Ademas, los animales libres de gérmenes presentan
una menor cantidad global de células en ldmina propia, y de linfocitos
intraepiteliales CD8af [110-112]. Por ultimo, son animales mas susceptibles
frente a las infecciones. Una vez convencionalizados, la mayoria de estas
deficiencias se normalizan [113, 114]. La administracion de antibidticos a

40




Introduccion

animales convencionales produce alteraciones similares [115, 116],
demostrando que los efectos de la microbiota pueden ser modificados en
diversas situaciones de la vida. También se ha relacionado la ausencia de
microbiota con alteraciones del metabolismo que incluyen una disminucién del
metabolismo basal [117], un aumento en el consumo de agua y comida [118],
un incremento en los niveles de colesterol en higado [119] y suero [120], y una
disminucion en la excrecidon de acidos biliares [121] . Se ha descrito que los
ratones y ratas libres de gérmenes tienen una mayor esperanza de vida. Este
efecto estd relacionado con la edad, de forma que la ausencia de bacterias a
edad temprana alarga la vida mientras que la reduce en la ultima etapa de la
vida [122] .

Considerando que la mayor poblacidn bacteriana se situa en el tracto
gastrointestinal, no es sorprendente que la morfologia y funcionamiento de este
se vean seriamente afectados en animales libres de gérmenes. El alargamiento
de las vellosidades en el intestino delgado, el acortamiento de las criptas [123],
alteraciones en la diferenciacion de células de Paneth, la reduccién de la
motilidad intestinal o de la renovacidén del epitelio intestinal son algunas de las
consecuencias de la vida sin flora bacteriana [13]. Cabe destacar el aumento del
tamafo del ciego, que en algunos casos llega a alcanzar el 25% del peso total en
ratas libres de gérmenes [23]. Se han realizado diversos estudios en relacion al
incremento en el peso del ciego, concluyendo que este se debe principalmente
a la acumulacién de sustancias que en animales convencionales son degradadas
por la microbiota [124-126]. Un ejemplo seria la acumulacion de moco
producido por el epitelio, que en condiciones normales es degradado por
distintos componentes de la microbiota, entre ellos miembros de los géneros
Ruminococcus y Bifidobacterium [114, 125, 127, 128]. Por otra parte, el
crecimiento del ciego en animales libres de gérmenes se ha relacionado con una
alteracion en el transporte hidroelectrolitico, tanto en el propio ciego como en
el colon. Efectivamente, los animales libres de gérmenes presentan diversas
manifestaciones que sugieren una alteracion en la homeostasis del agua: cierta
diarrea crénica, hemoconcentracién, aumento en el consumo de agua y una
mayor dificultad para sobrevivir a periodos de privacion de agua [15]. La
absorcidn de agua en el intestino delgado en animales libres de gérmenes es
similar a la de los animales convencionales. Es a partir del ciego donde aumenta
considerablemente el agua en el contenido intestinal en animales mantenidos
en condiciones de esterilidad [15]. Sin embargo, diversos estudios sugieren que
la capacidad de absorcion de sodio y agua en estos animales es similar, o incluso
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estd aumentada, con respecto a la de los animales convencionales. Al sustituir el
contenido del ciego en animales libres de gérmenes por una solucién de NaCl, la
absorcién de agua, sodio y cloro es similar a la observada en animales
convencionales [15]. Sin embargo, ensayos in vitro realizados en camara de
Ussing demuestran un aumento en la absorcion de sodio en el ciego y el colon
proximal de ratas mantenidas en condiciones de esterilidad debido a un
aumento de la absorcion de sodio electroneutro, causada probablemente por
elevados niveles de aldosterona en sangre. Asimismo, se registra un aumento
en la absorcidon electrogénica de sodio en el colon distal de ratas libres de
gérmenes, presumiblemente debido a un hiperaldosteronismo [129]. Estos
resultados sugieren que la alteracién en la absorcion de agua y sodio en
animales libres de gérmenes puede deberse tanto al contenido del ciego como a
una alteracion de la capacidad de transporte del tejido. De los distintos
componentes del contenido intestinal, la elevada concentracidon de aniones no
absorbibles, como mucopolisacaridos, podria ser responsable en parte de la
inhibicion en la difusién de sodio y por tanto de la absorcidn de agua en estos
animales [129].

2.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo responsable de un
gran numero de infecciones oportunistas en pacientes con quemaduras u otras
lesiones, pacientes con fibrosis quistica, inmunodeprimidos y hospitalizados en
general [130, 131]. Las infecciones por P. aeruginosa pueden afectar diversas
localizaciones como la piel, las vias respiratorias, las vias urinarias o el intestino.
Se han descrito tres tipos de motilidad bacteriana para P. aeruginosa:
swimming, swarming y twitching. Los dos primeros requieren flagelos
funcionales, un flagelo unipolar para el desplazamiento tipo swimming y flagelos
peritricos para swarming. Twitching, sin embargo, es un tipo de motilidad
dependiente de pili tipo IV. Para la formacién de biopeliculas se requiere la
motilidad tipo swarming y tipo twitching [132]. La formacidon de biopeliculas es
una estrategia de supervivencia basada en la asociacion de microorganismos
qgue crecen embebidos es una matriz y adheridos a una superficie. Las
biopeliculas tienen una estructura muy compleja, compuesta principalmente
por exopolisacarido, en la que se pueden distinguir canales por los que se
intercambian oxigeno y otros sustratos con la fase acuosa. Las bacterias que
forman biopeliculas tienen un metabolismo distinto a las células que crecen en
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medios liquidos. Estas diferencias les confieren una mayor resistencia a
antibidticos, sustancias toxicas o incluso a los mecanismos de defensa del
sistema inmunitario [133, 134].

Las bacterias utilizan distintos sistemas de secrecién de proteinas que
liberan factores de virulencia desde la superficie bacteriana al medio externo o
al interior del citosol de la célula eucariota. Existen seis tipos distintos de
sistemas de secrecidn, desde el sistema de secrecion tipo | (T1SS) al tipo VI
(TeSS), de los cuales cinco estan presentes en P. aeruginosa. Los distintos
sistemas de secrecion se diferencian en el mecanismo molecular de secrecién y
en las sustancias liberadas. Los tipo Il y lll son responsables de la secrecién de la
mayoria de toxinas conocidas. EI T2SS se caracteriza por la secrecion de
proteinas en dos pasos. En primer lugar la proteina es transportada mediante
Tat de la membrana interna al periplasma. Y una vez alli atraviesa la membrana
externa, liberandose al medio. EL T2SS secreta uno de los factores de virulencia
mas toxicos de P. aeruginosa: la exotoxia A. La exotoxina A es la Unica toxina AB
con diana intracelular liberada por T2SS. Una vez en el medio externo es capaz
de penetrar en la célula eucariota e inhibir la sintesis proteica, provocando la
muerte celular [134]. La secrecidn de exotoxina Ay la produccidn de sideréforos
estan controladas negativamente por el gen fur, mediante un proceso
dependiente de la presencia de hierro. A su vez, la produccion de exotoxina A
esta regulada por otros genes, como ptxR, el cual regula positivamente su
transcripcién, incrementando la sintesis 4-5 veces en la cepa PAO1l de
P.aeruginosa. Se ha descrito asimismo un gen préximo a ptxR, denominado
ptxS, que codifica una proteina que regula de forma negativa la expresion de
ptxR, de forma que la eliminacidn de este conlleva un incremento del doble de
produccién de exotoxina A [130]. Los genes ptxR y ptxS también regulan la
produccion de sideréforos, péptidos que facilitan la captacién de hierro en
situaciones en las que este es limitante. La produccidn de sideréforos esta
relacionada con la virulencia en P.aeruginosa [135]. La gravedad de las
infecciones oportunistas depende de los factores de virulencia expresados por
la bacteria, afectando esta a la citotoxicidad y la resistencia a antibidticos. Dada
sus resistencias a antibidticos, las infecciones con P. aeruginosa son muy
dificiles de combatir, lo que hace muy recomendable la busqueda de nuevos
agentes con este fin.

43




Introduccion

2.4. Vias de seinalizacion inmunoldgicas

2.4.1. Factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-KB)

NF-KB es un factor de transcripcidon implicado en una gran variedad de
procesos biolégicos como la proliferacion celular, la diferenciacion y Ia
respuesta inmunitaria innata y adaptativa [136, 137]. La familia NF-kB esta
compuesta por 5 miembros que incluyen cRel, RelA (p65), RelB, NF-KB1 (p50) y
NF-KB2 (p52) [138-141]. Estas proteinas forman homodimeros o heterodimeros
como forma activa. La localizacién citoplasmatica de NF-KB viene regulada por
una familia de proteinas inhibidoras denominadas IkB, cuyos principales
miembros son IKkBa, IKBB e IKBe [142-144] (Esquema 3). Diversos estimulos
(citoquinas, productos bacterianos, estrés oxidativo, etc.), conducen a la
activacion del complejo IKK, compuesto por 2 subunidades efectoras, IKKa e
IKKB y una subunidad reguladora, IKKy o NEMO [145, 146]. La activacion de IKK
finalmente dara lugar a la activaciéon de NF-KB y posterior translocacién al
nucleo. La activacién de NF-KB puede producirse a través de 2 vias distintas: la
via clasica o candnica y la via alternativa [147] . La via cldsica implica la
fosforilacion de IKKB, y la consiguente fosforilacion por esta de IKB, su
ubiquitinacion por la subunidad 26S del proteasoma y degradacion, liberando el
dimero NF-xB en su forma activa [148, 149]. El heterodimero compuesto
p50/RelA (o variantes de esta férmula) transloca al nucleo, donde regula la
expresion génica. Algunos de los estimulos de la via clasica son capaces de
activar la via alternativa a través de la activacion de IKKa y NIK. Esta via implica
el procesamiento post translacional de p100 dando lugar a p52. IKKy no es
estrictamente necesario en la activacion de esta via. La ubiquitinizacidon de p100
no implica su degradacién completa por el proteosoma, sino que genera un
producto activo capaz de unirse al ADN: p52. Este proceso es mas lento que la
activacion de la via clasica e implica una activacion retardada de complejos que
contienen p52 como p52/RelB. La activacion de la via alternativa parece estar
restringida a algunos miembros de TNFR y virus oncogénicos [150-152].

La estimulacidn de la mayoria de los TLR induce la translocacion de NK-
kB al nucleo donde regula la expresién de diversos genes implicados en la
respuesta inmunitaria innata o adaptativa. Se ha relacionado la activacion
continuada de NK-KB con el desarrollo de inflamacién crénica y dafno tisular.
Diversos modelos experimentales de colitis en animales muestran una
activacion de NK-KB y, en concordancia con estos datos, el bloqueo de dicho
factor supone una mejora del estado de los animales y de la colitis [153, 154].
Por el contrario, la activacion de NK-KB también estd implicada en el
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mantenimiento de la integridad del epitelio y protege frente a la muerte celular
mediante la induccion de la expresion de proteinas antiapoptdticas [155, 156].
La falta de activaciéon de NK-KB en ratones con delecidon génica de NEMO en
epitelio intestinal supone el desarrollo de una inflamacion crdnica grave [18], de
forma que la estimulacién de NK-KB podria ser beneficiosa para el
mantenimiento de la integridad del epitelio y jugar un papel protector en el
desarrollo de la colitis. De hecho, la teoria mas recente propone que es
necesaria una estado de activacion basal para el correcto funcionamiento del
sistema inmunitario intestinal.

Receptor Receptor Receptor
TNF-a IL-1 TLR
@

WA IV O WAV

CANONICA IE] p@ P ALTERNATIVA
pSO. pSD' . RelB P‘ RelB
1kB 1kB
e

P Fosforilacion

Esquema 3: Ruta de senalizacion de NF-kB

2.4.2. Mitogen-activated protein kinases (MAPK)

Las MAPK son componentes de cascadas de seializacidon donde distintos
estimulos extracelulales (citoquinas, estrés celular, factores de crecimiento,
etc.) convergen para iniciar una respuesta inflamatoria [157]. Son un grupo
heterogéneo de enzimas responsables de la fosforilacién de aminoacidos de
serina y treonina en distintas proteinas. Existen siete familias de MAPK que
pueden dividirse en dos grupos: las MAPK clasicas (ERK1/2, p38, INK y ERK5) y
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las MAPK atipicas (ERK3, ERK4, ERK7, y NLK [158, 159]. Existe cierta redundancia
entre las distintas rutas de senalizacion de las MAPK .

La unidn del ligando a un receptor inicia una cascada de eventos
responsables de distintas respuestas celulares. Las MAPK actian como
intermediarios durante este proceso. Después de la activacion del receptor,
MAP3K es activada y fosforila a MAP2K. Esta a su vez activa a la MAPK, la cual es
capaz de unirse y fosforilar otras proteinas, translocar al nlcleo para activar la
trascripcion de distintos genes o inducir otras acciones como la migracion
celular (Esquema 4) [160].

La regulacion de la accidon de las MAPK se produce a distintos niveles, por un
lado controlando la presencia o ausencia de una proteina en concreto de la
cascada [158, 161] o mediante la acciéon de fosfatasas que actian como
reguladores negativos de las MAPK [162].

El papel de MAPK en procesos inflamatorios en el sistema
gastrointestinal ha sido demostrado en diversos estudios, siendo ERK, p38 y JNK
las MAPK mas estudiadas. Algunos trabajos demuestran la implicacion de ERK5
potenciando las senales antiinflamatorias y promoviendo la proliferacidon y
supervivencia de macréfagos [163, 164]. La activacién de ERK1/2 conlleva la
activacion de proteinas proinflamatorias como fosfolipasa A y de factores de
transcripcion como Ets-1, Elk y c-myc. Estos factores de transcripcidon estan
implicados en procesos inflamatorios como la migracion y la proliferacion
celular [165-167]. ERK1/2 participa en vias de sefalizacion inducidas por IL-21 e
IL-1 [168, 169]. El papel regulador de p38 en la produccion de citoquinas ha sido
demostrado tanto en colonocitos in vitro como en macréfagos en un modelo de
colitis experimental en ratones [170-172]. p38 puede activar distintos factores
de transcripcion como PPAR-a o Cdx-2, este ultimo implicado en la
diferenciacion de células epiteliales intestinales [173, 174]. Ademas, diversos
genes relacionados con la respuesta inmunitaria innata en el sistema
gastrointestinal e incluso el factor de transcripcidon anteriormente descrito NF-
KB son regulados por p38 [171, 175, 176]. JNK es responsable de la fosforilacion
de c-Jun, perteneciente a la familia de factores de transcripcion AP1
responsables de la transcripcion de muchos genes incluyendo genes que
codifican diversas citoquinas [177-181].
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Esquema 4: Rutas de seializacion de las MAPK
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3. Transporte hidroelectrolitico intestinal

Una de las principales funciones del intestino es la absorcion de agua y
nutrientes. La absorcion de agua es indispensable para la supervivencia del
individuo vy, por tanto, esta regulada estrictamente, de forma que existe un
equilibrio entre secrecidn y absorcion. El transporte de agua esta controlado por
el transporte de iones, el cual es regulado a su vez por diversos factores
luminales, hormonas, el sistema nervioso entérico y células presentes en la
mucosa. La ruptura de este equilibrio da lugar a diarrea o estrefiimiento [182].

En condiciones fisioldgicas, la absorcion y secrecion de agua se
encuentran reguladas a la perfeccion, siendo los enterocitos las células
encargadas del transporte ionico epitelial. Gracias a la existencia en su cara
apical de estructuras denominadas microvellosidades, la superficie de contacto
con el lumen esta incrementada y por tanto, también lo esta la capacidad de
absorcidn y secrecion del enterocito. El transporte de agua esta regulado
indirectamente por el movimiento de iones de un lado a otro del epitelio, el cual
se consigue a través de unos transportadores especializados que se encuentran
localizados de forma asimétrica a lo largo del intestino.

La fuerza responsable tanto de la absorcidon como de la secrecion es la
bomba ATPasa Na'/K', localizada en la membrana basolateral del enterocito
[183]. La ATPasa Na'/K" estd compuesta por una subunidad o funcional y una
reguladora B y transporta tres iones sodio fuera de la célula y dos iones potasio
al interior en cada ciclo. Este proceso requiere energia y es capaz de producir un
desequilibrio eléctrico (voltaje intracelular negativo) y quimico (diferente
distribucién de sodio y potasioa ambos lados de la membrana). Esta situacion
favorece la entrada de cationes, especialmente sodio, y la salida de aniones y
potasio, a través de canales y transportadores a favor de gradiente.

El agua sigue el movimiento de los iones por ésmosis y es capaz de
atravesar el epitelio paracelularmente, a través de las uniones estrechas o bien
transcelularmente, a través de canales denominados acuaporinas y, en menor
medida, empleando transportadores idnicos.
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3.1. Absorcion hidroelectrolitica

La absorcion de agua estd ligada al transporte de sodio desde la
membrana apical del enterocito a la basolateral (Esquema 5). El sodio penetra
en el enterocito por la membrana apical a través del intercambiador Na*/H* 3
(NHE3), mientras que el Cloro entra mediante el intercambiador DRA (de
“DownRegulated in Adenoma”, por su lugar de identificacion original),
intercambidndose con el anidn bicarbonato. Dado que la distribucion de las
cargas a ambos lados de la membrana permanece intacta, podemos decir que la
absorcion de NaCl es electroneutra. El sodio sale del enterocito a través de la
bomba ATPasa Na*/K", mientras que el cloruro sale de la célula por la membrana
basolateral mediante canales de cloro o intercambiadores CI'/HCOj3". En la region
distal del colon, la absorcidn de sodio también puede ser electrogénica, debido
a la expresion del canal de sodio epitelial ENaC. ENaC esta compuesto por tres
subunidades, a,B y y, siendo estas dos ultimas inducidas por la aldosterona.

He HCO,
Na* Cl Na*
NHE3 DRA ENaC

2K*
HCO;

|| || qiiib l"
Cl
3Na* (o

Na*/K* ATPase Inercambiador CI'/HCO;- Canal de CI

Esquema 5: absorcion idnica en el epitelio intestinal

3.2. Secrecion hidroelectrolitica

La secrecion de agua esta ligada al transporte de cloro desde la sangre al
lumen (Esquema 6). El cloro penetra en el enterocito junto con sodio y potasio a
través del cotransportador electroneutro Na’/2ClI'/K* NKCC1, localizado
exclusivamente en la membrana basolateral. El potasio sale de nuevo de la
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célula por la membrana basolateral gracias a canales especificos, puesto que la
concentracion de potasio intracelular es mayor. A su vez, la diferencia de
potencial de membrana favorece la salida de cloro por la membrana apical a
través del regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica
(CFTR). Por tanto, la secrecién de cloro es electrogénica. El sodio que penetra en
el enterocito es expulsado por la bomba ATPasa Na*/K’, pudiendo seguir al cloro
mediante transporte paracelular. CFTR no solo es un canal de cloro sino que
también es capaz de regular la actividad de otros transportadores como NHE3 y
ENaC [183, 184]. Existen otros canales de cloro pero su importancia fisioldgica
parece ser secundaria. Ademads de cloro, el epitelio intestinal también secreta
bicarbonato a través de CFTR y otros mecanismos [185]. El bicarbonato se
sintetiza en el interior de la célula a partir de agua y diéxido de carbono
mediante la accion de la anhidrasa carbdnica. También penetra
basolateralmente a través de un mecanismo electroneutro ligado al sodio [183].
El potasio se secreta también via apical, especialmente cuando se padece
diarrea.

3 Na*
Na*/K* ATPase NKCC1

Esquema 6: Secrecion idnica en el epitelio intestinal

3.4. Regulacidn del transporte idnico

La absorcién y secrecion de agua e iones son procesos que ocurren
simultaneamente en el epitelio intestinal [185]. Se conocen gran cantidad de
mediadores fisioldgicos e inmunitarios capaces de regular el transporte epitelial,
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interactuando con receptores especificos como los muscarinicos [186], de
sustancia P [187], del factor de crecimiento epidérmico [188], de
prostaglandinas [189], serotonina [190], histamina [191], péptido relacionado
con el gen de la calcitonina [192], IL-1B [193], TNF [194], factor activador de
plaguetas [195] y receptores activados por proteasas [196], entre otros. En
ocasiones el mecanismo no es directo, sino que implica la participacion de
distintas moléculas de sefalizacion como prostaglandinas, péptido intestinal
vasoactivo u o6xido nitrico [197, 198]. La fuente de estos mediadores es en
muchos casos extraepitelial, es decir, neuronas entéricas o células estromales.
El transporte epitelial también se ve afectado por estimulos exdgenos como
productos de la dieta, acidos biliares, toxinas bacterianas y farmacos.

En general, la regulacidén intracelular del transporte idnico ocurre a
través de las vias de sefializacion de Ca®*/Inositol-3-fosfato (IPs) y adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) [183, 199]. El incremento en AMPc activa la protein
kinasa A, la cual fosforila CFTR y aumenta la insercion basolateral de NKCC1 y la
activacion y apertura de los canales de potasio basolaterales. La fosforilacion de
CFTR implica un cambio conformacional que se traduce en la apertura del canal.
El AMPc también inhibe la absorcion electroneutra de cloruro sédico mediante
la activaciéon de protein kinasa A y consiguiente inhibicion de NHE3. GMPc
también es capaz de activar CFTR e inhibir NHE3. NHE3 y CFTR se inhiben
mutuamente y, de hecho, se ha propuesto que CFTR es necesario para que se
produzca la inhibicién de la absorcion de NaCl debida a AMPc [200]. CFTR
también regula ENaC [201]. Todo esto indica que un aumento de los niveles de
AMPc y la consiguiente activacion de la protein kinasa A da lugar a un aumento
de la secrecion y una inhibicion en la absorcion de agua.

Por otro lado, el principal mecanismo de regulacion cuando se produce
un aumento de Ca** intracelular, por activacién de la via de sefializacion Ca2+/IP3,
es la activacion de canales basolaterales de potasio aumentando el gradiente
eléctrico y favoreciendo la secrecién de aniones.

Los mineralocorticoides y los glucocorticoides se encuentran entre los
principales factores que regulan la absorcién en intestino. A dosis bajas, los
glucocorticoides inducen la absorcidon electroneutra de NaCl en el colon
proximal y distal, induciendo también la absorcidon electrogénica en el colon
distal a dosis elevadas. La aldosterona induce la absorcidon electrogénica de
sodio e inhibe la electroneutra en el colon distal. Sin embargo, esta inhibicidn

51




desaparece ante wuna elevada concentracion de glucocorticoides por
desplazamiento de sus receptores [183].

3.5. Transporte hidroeléctrico en condiciones de inflamacion

La inflamacion afecta al estado fisioldgico del intestino en diversos
aspectos: alterando la motilidad intestinal, la funcionalidad neuronal y el
transporte hidroeléctrico [202, 203], provocando diarrea. Actualmente se
considera que la diarrea en inflamacidon se produce principalmente por
alteraciones en el transporte de agua, que en teoria podrian deberse a tres
mecanismos distintos: alteraciones en la funcién barrera del epitelio, aumento
en la secrecion idnica e inhibicidon de la absorcién idnica.

3.5.1. Alteracion epitelial

La integridad del epitelio puede verse comprometida en condiciones de
inflamacién debido a la presencia de mediadores de inflamacidon o factores
nocivos que se encuentran en el lumen. Este dafo en la barrera puede
contribuir a la pérdida de fluidos de lamina propia a lumen. En enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell), se han detectado la presencia de defectos en la
funcidn barrera debido principalmente a un aumento de la permeabilidad en las
uniones estrechas [204-206] y del transporte transcelular. Cabe destacar que
estas alteraciones no llevan a una gran pérdida de fluidos gracias a la efectividad
de los distintos mecanismos de reparacion activados por las células epiteliales
adyacentes al dafio [207, 208].

3.5.2. Alteraciones en la secrecion idnica

En lo que respecta a la secrecidon idnica, no solo no estd aumentada si no
gue se ha demostrado que es menor en tejido inflamado, probablemente como
mecanismo de proteccidn evitando la pérdida excesiva de fluidos y electrolitos.
El éxido nitrico y el sistema nervioso entérico podrian estar implicados en dicha
disminucidn de la secrecion reduciendo la activacion de CFTR y NKCC1 mediante
la via de sefializacion de AMPc. Por tanto, la diarrea que se produce durante la
inflamacién no puede asociarse a un exceso de secrecion.

3.5.3. Alteraciones en la absorcidn ionica

Durante la inflamacién intestinal se produce una disminucion de la
absorcidn de sodio [209-213] debida a la alteracidn en la expresién y regulacion
de los transportadores implicados: NHE3, ENaCy la bomba ATPasa Na*/K*.Como
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consecuencia se produce una reduccion de la absorcién de agua que contribuye
a la diarrea observada durante la inflamacion.

4. Enfermedad inflamatoria intestinal

4.1. Generalidades

Enfermedad inflamatoria intestinal es un término que describe una
inflamacidn crdnica, idiopatica y recurrente del tracto gastrointestinal en la que
se alternan periodos activos de la enfermedad y de remision de la misma. La
enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU) son las principales formas
clinicas de la Ell.

Los sintomas en la Ell dependen de la extensidn, distribucidon y gravedad
de la inflamacidn intestinal. Muchos de los sintomas estan relacionados con la
localizacion anatdmica de la enfermedad (diarrea, cdlico abdominal). Sin
embargo, también se manifiestan gran cantidad de sintomas sistémicos
consecuencia de la inflamacidon intestinal (anorexia, pérdida de peso,
malnutricién, anemia, fiebre).

Aunque muchos de los sintomas de la CU y la EC son comunes, existen
notables diferencias clinicas entre ambas enfermedades. En la CU la inflamacion
comienza generalmente en el ano y se extiende de manera continua afectando
tan solo al colon. Ademas, la inflamacion es superficial afectando solo a la
mucosa. En la EC, la inflamacién puede producirse en cualquier tramo del tracto
gastrointestinal de forma discontinua alternandose zonas lesionadas con zonas
sanas. Estas zonas lesionadas estan afectadas por una inflamacién transmural
gue se extiende por todas las capas de la pared intestinal. En la CU los sintomas
son bastante uniformes, de forma que los pacientes sufren diarrea a menudo
con pérdida de sangre y pérdida de peso. Sin embargo, en la EC, dada la gran
extension que puede afectar practicamente a cualquier zona del tracto
grastrointestinal, ademas de la distribucion transmural y frecuentes
complicaciones como fistulas, los sintomas son muy variables no solo entre
pacientes, sino también entre las distintas fases activas de la enfermedad en un
mismo paciente.
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Dado el desconocimiento de la etiologia de la Ell, el tratamiento es
sintomatico y aunque mejora la enfermedad a menudo no es eficaz e implica
efectos adversos graves en el individuo. El tratamiento de primera eleccidon de
pacientes con CU moderada es la mesalamina (5-ASA). Ese grupo de fdrmacos es
menos efectivo en la EC [214]. Para asegurar la liberacién del fdrmaco en colon
se emplea sulfasalazina que consiste en la combinacion de 5-ASA unido a una
sulfapiridina por un enlace azo que es metabolizado por las bacterias coldnicas.
Los corticoides pueden emplearse solos o en combinacién con mesalamina para
inducir remisidon en la Ell. Sin embargo, no son efectivos como terapia de
mantenimiento. El esteroide de eleccidn es prednisolona, aunque la budesonida
también se utiliza frecuentemente puesto que presenta menos efectos
secundarios sistémicos debido a un fuerte metabolismo hepatico de primer
paso [215]. Un gran numero de pacientes con Ell responden de forma
inadecuada a los glucocorticoides siendo resistentes a su efecto o dependientes
de él [216]. Ante esta situacidn se emplean otros inmunosupresores de distinta
naturaleza: metotrexato, tacrolimus, azatioprina, mercaptopurina, ciclosporina.
Por ultimo, se han desarrollado terapias bioldgicas siendo los anticuerpos
monoclonales contra TNF-a (Infliximab, Adalizumab) la principal terapia de este
tipo.

4.2. Epidemiologia

La realizacion de estudios epidemioldgicos de la Ell presenta dificultades
debido a diversas caracteristicas de la propia enfermedad, como su comienzo
insidioso que retrasa su diagndstico, asi como la existencia de un determinado
nuimero de casos en los que es dificil determinar el diagndstico diferencial entre
CU y EC. Ademas, al no existir criterios diagndsticos universales, el estudio
comparativo de los diferentes estudios epidemioldgicos en las distintas areas
geograficas es complicado [217].

La incidencia de la CU aumentd substancialmente en los inicios y tercio
medio del siglo XX, estabilizandose posteriormente, mientras que la incidencia
de la EC, ha estado aumentando desde la segunda mitad del siglo XX [218]. En la
actualidad, las tasas tienden a estabilizarse en areas de alta incidencia como en
el norte de Europa y América mientras que siguen subiendo en zonas de baja
incidencia como Asia y paises subdesarrollados [219]. En zonas de alta
incidencia, la edad del grupo de poblacién mas afectado va de 20 a 40 afios
tanto en la EC como en la CU [220]. En dreas de incidencia alta, la CU es mas
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frecuente en hombres y la EC en mujeres [221]. Algunos estudios sugieren la
existencia de un gradiente oeste-este en la incidencia de la Ell. También se ha
asociado un mayor estatus socio-econdmico con mayor riesgo de padecer Ell
[222, 223].

4.3. Etiologia

Actualmente, la etiologia de la Ell es desconocida, aunque se han detectado
diversos factores ambientales, genéticos e inmunolégicos implicados en el
desarrollo de la enfermedad La teoria mas plausible asocia la Ell a una respuesta
inmunitaria exacerbada frente a antigenos Iuminales en individuos
genéticamente predispuestos. A continuacion se describen algunos de los
factores de riesgo asociados al comienzo y desarrollo de la Ell:

4.3.1. Predisposicion genética

Diferencias en la frecuencia de la Ell en distintas etnias, asi como la
agregacion familiar y un aumento en concordancia en gemelos monocigéticos
en comparacion con gemelos dicigéticos demuestran que existe cierta
predisposicion genética a padecer Ell. Otras evidencias que apoyan esta
hipdtesis son la relacion existente entre determinados marcadores genéticos
especificos con varias formas de la Ell, la conexidn entre regiones especificas
cromosoémicas en la Ell en diversas familias [224] o su asociacién con otros
sindromes genéticos[225].

La Ell se considera una enfermedad genética que presenta un patrén de
herencia no Mendeliano. Una de las principales hipdtesis viene dada por el
modelo oligogénico segun el cual la predisposicidon a padecer Ell se debe a la
interaccion entre dos o mas genes principales. Los estudios de asociacion
genética han permitido la localizacidon de genes que confieren susceptibilidad a
padecer Ell. Los resultados obtenidos confirman que hay multiples loci que
confieren susceptibilidad a Ell [224].

El primer gen de susceptibilidad a Ell que se identifico fue NOD2. Se
detectd una alteracion en el marco de lectura y dos mutaciones sin sentido que
incrementan el riesgo de EC ileal e ileocoldnica pero no de EC coldnica ni de CU
[226]. Este gen codifica una proteina que actla como receptor reconocedor de
patrones que regula la apoptosis en monocitos ademas de modificar la
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activacion de diversas vias inmunoldgicas entre ellas el factor de transcripcion
NF-KB.

Otros estudios han detectado la existencia de un gen (IBD5,) que
confiere susceptibilidad a padecer EC, en el cromosoma 531 [227]. En este
locus se han identificado un gran nimero de genes candidatos de caracter
inmunolégico como IRF1, IL-4, IL-13, IL-5 e IL-3 asi como los genes que codifican
el transportador de cationes organico OCTN1/2, relacionado con una mayor
susceptibilidad a padecer EC [228].

También se ha detectado una asociacién entre la regiéon MHC y la
susceptibilidad a desarrollar la Ell [229, 230].

Los estudios de asociacidn del genoma, han permitido identificar en el
cromosoma 9q32 una region en la que encontramos el miembro 15 de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNFSF15) [231]. Otros estudios
identificaron asociacion entre la Ell y la region del gen de IL-23R en el
cromosoma 1931 [232]. Un homdlogo de IL-23R, IL-12B estad relacionado
significativamente con la Ell [232, 233]. Otros genes que codifican proteinas
relacionados con esta via también han demostrado estar relacionados con la Ell
(JAK2 y STAT3 en la EC) [234, 235].

En el cromosoma 12912 se han identificado 3 genes asociados a
autofagia ATG16L1, IRGM y LRRK2 relacionados con EC [234, 236, 237]. Otros
estudios han identificado genes implicados en la homeostasis como ICOLG
(inducibleT-cell costimulator ligand), PTPN2 y PTPN22 (protein tyrosine
phosphatase non-receptor type 2 and 22), CDKAL1 e ITLN1 (intelectina 1) [234]
en loci relacionados con la Ell).

4.3.2. Microbiota

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la Ell se caracteriza por
una respuesta inmunitaria alterada frente a la microbiota intestinal. Algunos
factores pueden contribuir a la pérdida de tolerancia a la microbiota en
pacientes con Ell como la propia susceptibilidad genética del individuo, defectos
en la funcidn barrera o un desequilibrio en la composicion de la flora bacteriana.

Algunos modelos animales de inflamacion intestinal nos permiten
evidenciar la importancia de la microbiota en el desarrollo de la Ell. Por ejemplo,
en los ratones con delecidn genética de IL-2 o para IL-10, la presencia de flora
bacteriana es condicidn sine qua non para el desarrollo de la enfermedad.
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A pesar de que la Ell es mds comun después de padecer infecciones
gastrointestinales, la busqueda de un origen infeccioso como origen de la CU a
lo largo de los afios ha sido infructuosa [238]. Sin embargo, se ha observado una
alteracién de la microbiota normal. Los principales cambios detectados han sido
una reduccion en la diversidad y un descenso en la estabilidad y en la presencia
de determinadas especies individuales. En algunos de los pacientes de CU
sometidos a cirugia, se observo una reduccion de miembros del fila Firmicutes y
Bacteroidetes [239]. El descenso en la proporcién de Bacteroidetes en pacientes
con CU se puede atribuir a bacterias de la familia Prevotellaceae. También se
han descrito un aumento en la densidad de bacterias adheridas al epitelio
colénico en paciente con CU [240].

Tampoco se ha identificado ningln patdgeno causante de la EC a pesar
de que han sido propuestos algunos microorganismos como Mycobacterium
avium paratubercolosis [238, 241]. Lo que si estd claro es que la microbiota
juega un papel critico en la patogénesis de las lesiones. En pacientes con EC
sometidos a cirugia se ha observado un descenso en la diversidad de la
microbiota asociada a la mucosa intestinal [242]. Esta reduccion de la
biodiversidad, al igual que en pacientes con CU, implicé una ruptura del
equilibrio con predominio de bacterias mas agresivas [243]. Ademas las
poblaciones bacterianas en pacientes con EC no solo se diferencian de los de
pacientes sanos sino que también existen distintos perfiles dentro de la
enfermedad diferenciandose notablemente la microbiota en la EC con
afectacion coldénica de la de afectacion ileal [244].

La manipulacién de la flora entérica se ha propuesto como una de las
estrategias terapéuticas posibles en el manejo de la inflamacidn intestinal. Para
alcanzar dicho fin, se han utilizado tanto antibidticos como probidticos vy
prebidticos.

4.3.3. Otros factores de riesgo

Diversos factores de riesgo se han relacionado con la Ell, sin embargo, el
mecanismo fisioldgico de cada uno de ellos permanece sin aclarar. Ademas, en
la mayoria de los casos, exceptuando el consumo de tabaco no han demostrado
su implicacidn al realizarse posteriormente estudios mas exhaustivos.

Diversos estudios demuestran que el consumo de tabaco protege frente
a la CU [245]. Sin embargo, el consumo de tabaco es un factor de riesgo en la EC
[246]. También se ha atribuido un papel protector de la apendicectomia previa
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para el desarrollo de CU especialmente cuando esta se realiza con anterioridad
a los 20 afios de edad [247-249]. Por el contrario, en la EC, la apendicetomia se
ha relacionado con un mayor riesgo de estenosis [250]. A pesar de que durante
los afios 80 se sugirid cierta relacidn entre el consumo de anticoncetivos orales y
la Ell, actualmente no hay ninguna evidencia que demuestre que el consumo de
estos farmacos influya en el inicio y/o desarrollo de la Ell [251].

4.4. Inmunologia de la Ell

La alteracion en la interaccidén entre la microbiota y la mucosa puede
dar lugar a una respuesta inmunitaria alterada que conduce a inflamacidn en el
intestino. A continuacidn se describen algunas de las distintas vias por las cuales
la microbiota puede dar lugar a una respuesta inflamatoria no controlada.

En pacientes con Ell se han detectado alteraciones en la barrera epitelial
qgue preceden al inicio de la enfermedad [252]. Algunos de los mecanismos que
podrian explicar el dafio en la funcidn barrera, que implica alteraciones en la
resistencia y permeabilidad de esta, son la ruptura de las uniones estrechas por
parte de células T o una alteracidn del sistema nervioso entérico [206, 253].

El sistema inmunitario innato en el epitelio en la Ell no funciona con
normalidad. Una de las causas, es la modificacion de la comunicacién entre el
sistema inmunitario y la microbiora en la que los PRR (TLR, NOD like) juegan un
papel clave. El mal funcionamiento de estos receptores puede conducir a la
pérdida del control de la inflamacidn dando lugar a la Ell. Los datos obtenidos
hasta ahora son bastante controvertidos en lo que respecta al papel de TLR4 en
inflamacién. La deplecion de TLR4, MyD88 o NEMO en IEC o en células no
hematopoyéticas implica un defecto en la defensa contra las infecciones
bacterianas o la inflamacién (ver apartado receptores Toll-like) [18-20]. Sin
embargo, muchos estudios demuestran un aumento en la expresién de TLR en
la mucosa en Ell. También los niveles de expresion de MD-2, TNF-a e IFN-y estan
elevados en intestino inflamado como consecuencia de un exceso en la
respuesta al LPS bacteriano [254]. El analisis inmunohistoquimico de
criosecciones de ileon procedente de pacientes con CU en fase activa de la
enfermedad y en remisién mostré un aumento significativo en la expresion de
TLR2. En este mismo estudio también se encontrd un aumento significativo de la
expresion de TLR4 en ileon terminal y recto de pacientes con CU en fase activa
de la enfermedad. La expresidon de CD14 estaba incrementada en ileon terminal
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de pacientes con EC en fase activa y de remisidn, en el ciego de pacientes con
CU en remisidon y en fase activa y en el recto de pacientes con CU con
enfermedad activa [255]. En otro estudio la expresidon de TLR3 fue menor en
pacientes con EC [256]. TLR no se expresa solo en células epiteliales, sino
también en macréfagos de ldmina propia, en miofibroblastos o en células
endoteliales, indicando la importancia de estos en la inmunidad innata. Se ha
demostrado que los ratones TLR4-/-, TLR3-/- y MyD88-/- muestra una mayor
susceptibilidad a la colitis inducida por DSS, aunque existe cierta controversia en
este sentido. Estos resultados sugieren que los polimorfismos en TLR podrian
afectar a la sensibilidad a patégenos de la flora .

Los estudios genéticos han revelado la importancia de NOD2 en la Ell. En
la EC la expresidon de NOD2 estd aumentada en células epiteliales [257]. Diversas
citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IFN-y pueden ser responsables del
aumento en la expresion de este receptor. Al igual que con el TLR4, la relacién
existente entre el desarrollo de inflamacion y la alteracion de NOD2, en cuanto
a mayor o menor eficiencia de su funcionalidad, es bastante controvertida.
Algunos datos sugieren que el desarrollo de la Ell es el resultado de una menor
eficiencia de NOD2 como consecuencia de la alteracion genética [234]. Sin
embargo, también se ha propuesto que un aumento en la funcién de NOD2
potenciaria la actividad de NF-KB y el procesamiento de IL-1B en un modelo
experimental [258]. NOD2 no solo se expresa en células del sistema inmunitario
sino también en células de Paneth [104]. Los ratones mutados en NOD2
presentan una menor resistencia frente a bacterias administradas oralmente y
las células de Paneth producen menos péptidos antimicrobianos. Estos
resultados sugieren que la actividad antimicrobiana de las defensinas se
necesita para la proteccion de la integridad de la mucosa de forma que defectos
en la barrera conducen a la intrusiéon de antigenos bacterianos, produciendo
inflamacién crdénica.

Otro de los mecanismos alterados en el sistema inmunitario en la Ell es
el reconocimiento y presentacion de antigenos. Las células dendriticas son las
principales APC profesionales en el GATL. En la Ell encontramos un mayor
nimero de células dendriticas que expresan mayor cantidad de MHCIl y
moléculas coestimuladoras. Ademas, en modelos experimentales se ha
detectado un aumento en la secrecion de IFN-y, IL-12 e IL-18 en células
dendriticas [259]. En muestras histolégicas de colon y recto de pacientes con EC
se observd la expresion de moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD83, y

59




CD86) en células dendriticas CD11+. Otros describen una alteracidon en el
comportamiento de las células dendriticas en la EC. En cualquier caso, estos
datos evidencian la importancia de esta poblacion celular en las reacciones del
sistema inmunitario innato y adaptativo en el mantenimiento de la homeostasis
de la respuesta inmunitaria. Las APC no profesionales, como las IEC, son
responsables de la activacidn de células T efectoras en pacientes con Ell. Estas
células en condiciones normales inducen anergia; sin embargo, la presencia de
TNF-a e IFN-y provoca un cambio de fenotipo aumentando la expresion de MHC
en su superficie [56]. En pacientes con Ell las IEC también expresan moléculas
coestimuladoras que favorecen su transformaciéon en APC funcionales [260].

Los pacientes con Ell tienen alterados los sistemas de tolerancia central
y periférica de forma que las células T autorreactivas se mantienen en vez de
activarse los correspondientes mecanismos de apoptosis [261].

El balance entre células T reguladoras y efectoras esta modificado en la
Ell. La EC se caracteriza por ser una respuesta inmunitaria principalmente
dominada por linfocitos Thl mientras que en la CU domina la respuesta Th2. En
[amina propia en la EC predominan los linfocitos T CD4+ CD45R0+. Las células T
CD4+ son principalmente Thl y producen TNF-a, IFN-y e IL-6. Sin embargo, en la
CU, predomina la IL-5 y en menor medida el IFN-y. En la pared intestinal de
ratones SCID con inflamacion intestinal se han detectado células T (CD4+CD25+)
productoras de citoquinas proinflamatorias Th1l, productoras de IL-10 y Th3
productoras de TGF-B [262]. En la EC, la activacidon de células T podria ser el
resultado de la liberacion de IL-12, IL-23 e IL-8 por células dendriticas y
macrofagos [263]. Sin embargo, en la CU una de las citoquinas clave seria la IL-
13 [264]. Otras citoquinas de cardcter antiapoptdtico como IL-2, IL-6, IL-15, [L-17
e IL-18 también estdn presentes en la Ell.

La subpoblacion de linfocitos Thl7 también es responsable de la
inflamacién en la EC. Las citoquinas implicadas en este subtipo son la IL-17, IL-
22, IL-21. En muestras de pacientes con EC se ha observado un incremento en
IL-17 e IL-21 [265, 266]. Estudios en animales sugieren que la mejoria observada
en la terapia con anti-IL-12 podria deberse a la IL-23, ya que comparten la
subunidad p40. La deplecidon del gen que codifica la proteina IL-23 p19 inhibe la
colitis producida en el modelo de ratones con delecion génica de IL-10-/-,
mientras que la deplecidn de IL-12p35 no, sugiriendo que la IL-23 y no la IL-12 es
importante en el efecto beneficioso observado en este modelo [267].
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El reconocimiento de antigenos mediante APC provoca la migracién de
células del sistema inmunitario del sistema circulatorio a la mucosa en pacientes
con Ell. A la migracidn celular se le suma la liberacién de quimiotrayentes como
IL-8, MIP-1a, MIP-1B, RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed
and Secreted), MCP1 (proteina chimiotactica de monocitos 1), MCP2 (proteina
chimiotdctica de monocitos 2), y MCP3 (proteina chimiotactica de monocitos 3),
induciendo cambios conformacionales en moléculas de adhesion en linfocitos y
granulocitos. Los macréfagos producen citoquinas proinflamatorias como IL-1 o
TNF-a que aumentan la expresion de ligandos de moléculas de adhesién en el
endotelio vascular de los vasos sanguineos de la mucosa promoviendo la
adhesion de leucocitos y la extravasacion al tejido [268, 269].

En la mucosa se acumulan gran cantidad de metabolitos y mediadores
de inflamacién como o6xido nitrico, radicales de oxigeno, prostaglandinas,
leucotrienos, histaminas y metaloproteasas que dafan el tejido [270-272].

4.5. Modelos experimentales de Ell

Aunque la mayoria de los modelos experimentales de inflamacién no
reproducen la complejidad de la enfermedad en humanos, son de gran utilidad
en el estudio de la fisiopatologia de la Ell. Ademas, nos permiten estudiar el
posible efecto terapéutico de nuevos compuestos. La mayoria de estos modelos
estdn basados en induccién quimica, transferencia de células del sistema
inmunitario o modificaciones genéticas. En algunos casos la enfermedad surge
espontaneamente. Podemos clasificar los modelos animales en tres categorias
de acuerdo al defecto en la inmunidad que desencadena la enfermedad:

Defectos en la integridad y/o permeabilidad de la mucosa: Modelos de colitis
inducida por agentes quimicos (DSS, TNBS u oxalazona), ratones mutantes
quiméricos para N-cadherina, ratones deficientes en keratina 8, ratones
deficientes en MDR1, ratones deficientes en IKK-y/IKKaB en células epiteliales
intestinales y modelos de inflamacion espontanea (ratones SAMP1/Yit).

Defectos en el sistema inmunitario innato: ratones deficientes en STAT3 en
células mieloides, ratones deficientes en A20.
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AARE “modelo de

Defectos en el sistema inmunitario adaptativo: ratones TNF
transferencia de células CD45RB", ratones transgénicos para STAT4, ratones

deficientes en IL-10, ratones con delecidn génica de TCRa [273].

4.5.1. Colitis inducida por DSS

La administracidon de DSS (sulfato de dextrano sddico) en agua de bebida
induce una colitis aguda que se caracteriza por diarrea sanguinolenta,
ulceraciones e infiltracion de granulocitos [274]. El DSS es toxico para las células
del epitelio intestinal de las bases de las criptas, afectando a la integridad de la
membrana. La respuesta aguda se caracteriza por un aumento en la produccion
de citoquinas secretadas por macréfagos (IL-6, TNF-a, IL-1B y GM-CSF). El
modelo DSS es especialmente util para estudiar la contribucidon del sistema
inmunitario innato en colitis, asi como los mecanismos de reparacién intestinal.
La inmunidad adaptativa no parece estar implicada de forma obligada en este
modelo de colitis (al menos en la fase aguda) dado que en ratones deficientes
en células Ty B C.B-17°" o Ragl'/' también se produce inflamacién [275]. En
determinadas cepas la administracion de DSS durante varios ciclos provoca una
colitis crénica que puede ser combinada con una dosis inicial y Unica del
carcinégeno azoximetano (AOM) dando lugar a un modelo de inflamacidn
asociado a cdancer colorrectal [276]. En la fase crénica la inflamaciéon esta
mediada por linfocitos Thl y Th2 productores de IFN-y e IL4 que han sido
activados en la fase aguda [277].

5. Oligosacaridos no digeribles: Alimentos funcionales

Denominamos oligosacdridos no digeribles (OND) a aquellos que son
capaces de resistir la accion de enzimas digestivas del organismo.
Quimicamente los OND son carbohidratos complejos, con distinto grado de
polimerizacién. La resistencia a la digestidén de estas moléculas viene dada por el
tipo de enlace glucosidico que se da entre los monédmeros o por la propia
selectividad de sustrato de las enzimas digestivas [278-280]. La mayoria de los
OND presentan enlaces B-glucosidicos y no pueden ser degradados por las
enzimas humanas que son especificas para enlaces a. Ademds, aunque la
enzima [ galactosidasa se encuentra en el borde en cepillo y es capaz de romper
los B-galactooligosacaridos, su actividad es débil y presenta mayor afinidad por
otros sustratos. A menudo se ha englobado a los OND como alimentos
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funcionales [281], entendiendo como tales aquellos que ejercen una accidn
beneficiosa sobre el individuo y/o que reducen el riesgo de padecer alguna
enfermedad crdnica, independientemente de su propio efecto nutritivo [282-
285]. Cabe destacar que un alimento funcional debe demostrar sus efectos
cuando se consume a dosis habituales en la dieta [283, 284]. La mayoria de los
efectos que se han atribuido a los OND se han relacionado con su accion como
prebidticos. Sin embargo, los OND también pueden ejercer acciones directas
independientes de sus acciones mediadas por la microbiota.

5.1. Efecto prebiotico de los OND

Prebidticos son aquellos ingredientes alimentarios no digeribles que
estimulan selectivamente el crecimiento de determinadas bacterias coldnicas,
principalmente lactobacilos y bifidobacterias, mejorando la salud del
hospedador [286]. Diversos estudios en animales han demostrado el efecto
prebidtico de los OND, principalmente de fructooligosacaridos, aunque también
de oligosacaridos de distinto tipo [287, 288]. Factores como la dosis y duracion
del tratamiento, el lugar de fermentacion (colon distal o proximal), asi como la
composicion inicial de la microbiota, influyen en el efecto prebidtico de estos
compuestos [289].

Como resultado de la fermentacion de los OND por las bacterias
coldnicas se producen acidos grasos de cadena corta, principalmente acetato,
butirato y propionato, responsables de muchos de los efectos beneficiosos
atribuidos a estas sustancias [286, 290]. Los acidos grasos de cadena corta
acidifican el medio y favorecen el crecimiento de determinadas bacterias como
lactobacilos y bifidobacterias, lo que dificulta el crecimiento de bacterias
potencialmente patdgenas [280, 291, 292]. Ademas, los 4acidos grasos son
absorbidos y utilizados como fuente de energia por distintos tipos celulares:
butirato en el caso de los enterocitos, propionato y acetato por los hepatocitos,
y este Ultimo también por el musculo y otros tejidos periféricos. Ademas de
ejercer un efecto antiinflamatorio en la Ell, los prebidticos pueden ejercer otras
acciones como consecuencia de su interaccion con la microbiota, como se
expone a continuacion.

5.1.1. Mejora del transito intestinal
Diversos estudios demuestran la utilidad de distintos OND como
fructooligosacdridos (FOS), inulina o lactulosa en el tratamiento del
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estrefiimiento. Dicho efecto puede explicarse como consecuencia de un
incremento de la masa de heces que resulta del incremento de la masa
microbiana y de la consecuente produccion de gas. Ademas se puede producir
una mayor retencién de agua en las heces [292] [278, 293].

5.1.2. Aumento de la absorcion de Calcio

Se ha demostrado que el tratamiento con distintos OND, FOS [278, 293-
296], galactooligosacaridos (GOS) [294, 297] y lactulosa [298] en adolescentes y
mujeres postmenopdausicas da lugar a una mejor absorcién de Ca®*. Dicha
absorcion viene favorecida por el descenso del pH debido a la produccidon de
acidos grasos de cadena corta, que aumenta la solubilidad y biodisponibilidad
de minerales, especialmente Ca** y Mg2+ [292-295, 298, 299]. Otros mecanismos
propuestos son el aumento del contenido de agua en el colon, que incrementa
la solubilidad de los electrolitos [278, 300], o un aumento de la capacidad
absortiva del epitelio como consecuencia de la estimulacion de la proliferacion
de células epiteliales intestinales por el butirato derivado de la fermentacion de
los OND [298, 301].

5.1.3. Disminucidn del riesgo de cancer de colon

La fermentacidn de los OND en el colon protege frente al desarrollo de
cancer de colon mediante distintos mecanismos: la produccién de butirato
incrementa la proliferacion de células normales, suprimiendo la de células
cancerigenas [299, 302-305]; a su vez, las bacterias beneficiosas promovidas por
estos oligosacaridos producen menor cantidad de sustancias carcinogénicas y de
enzimas implicadas en el cancer de colon [278, 297, 306]. El incremento del
transito intestinal también estd implicado en una menor exposicidon a estas
sustancias carcinogénicas. Las sales biliares secundarias estan implicadas en el
cancer de colon y los OND son capaces de reducir su concentracidn gracias a la
disminucidn del pH producida por los acidos grasos de cadena corta.

5.1.4. Alteraciones metabdlicas

Los OND son capaces de modular el metabolismo lipidico hepatico en
ratas y hdmsters [307]. La Sociedad Americana de Nutricion confirma la
capacidad de los OND de modular el metabolismo lipidico en humanos. Este
efecto hipocolesterolémico e hipotriglicérico podria estar relacionado con la
capacidad de prevenir la formacion de picos de glucosa en sangre después de
las comidas, observado en tratamientos con inulina y GOS [308].
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5.1.5. Prevencidon de infecciones intestinales

Diversos experimentos in vitro demuestran que las bacterias
productoras de acido lactico presentan actividad antibacteriana sobre
organismos patdogenos, debido en parte a la liberacion de productos que
provienen de la fermentacion de OND como el acido lactico, o las bacteriocinas.
Estas sustancias impiden el crecimiento de bacterias patdgenas, permitiendo la
expansion de bacterias beneficiosas. Los acidos grasos de cadena corta mejoran
la funcion barrera en células epiteliales T84. A su vez, la inulina inhibe la
colonizacion intestinal por parte de Salmonella enterica en un ensayo in vitro
[309]. FOS e inulina protegen frente a patégenos entéricos (Candida albicans) y
sistémicos (Listeria monocytogenes y Salmonella typhimurium) en ratones
B6C3F1 mediante un mecanismo que puede ser directo o indirecto mediante Ia
competicion por el crecimiento [9].

5.1.6. Modulacidn del sistema inmunitario

Aunque hay indicios que sefialan que los OND actuan sobre el sistema
inmunitario gastrointestinal, se desconoce el mecanismo exacto por el que se
produce este efecto [310]. Dicho mecanismo podria estar relacionado con el
crecimiento de lactobacilos y bifidofacterias, por acciones inmunomoduladoras
de los acidos grasos de cadena corta, o por acciones directas de los propios OND
[299, 311].

5.2. Efectos directos de los OND (independientes de su accidn
prebidtica)

La bibliografia basada en la caracterizacidn de los efectos directos de los
OND, objeto de estudio de esta tesis doctoral, es menos extensa y se centra
principalmente en el estudio de los oligosacdridos de leche materna. Sin
embargo se han descrito diversas acciones destacando el efecto
inmunomodulador de estos compuestos sobre el organismo.

5.2.1. Inhibicion de la adhesion de bacterias patégenas a células
intestinales

Los oligosacdridos acidicos de la leche materna pueden inhibir la unién

de organismos patdgenos a células epiteliales actuando como andlogos de

receptores de patdgenos [21, 312]. La sintesis de estos oligosacdridos es llevada

a cabo por glucosiltransferasas similares a las que sintetizan las glicoproteinas
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de la superficie epitelial y por tanto, cabe esperar que presenten estructuras en
comun [312]. Los gangliésidos de leche materna también pueden desactivar la
toxina labil de Escherichia coli, asi como la toxina del cdlera [313]. Otros
oligosacaridos, en concreto los GOS, inhiben la adhesiéon de bacterias
enteropatdgenas a cultivos de células Caco-2 [314].

5.2.2. Modulacidn de la respuesta inmunitaria

Diversos estudios demuestran la capacidad de los oligosacaridos de
leche materna de inhibir la adhesidn y reclutamiento de leucocitos a las zonas
inflamadas [315], asi como las interacciones célula-célula de leucocitos vy
linfocitos. La presencia de estructuras sialil-Lewis en dichos oligosacaridos
sugiere que estos podrian actuar como ligandos de selectinas expresados en la
superficie de leucocitos, plaquetas y células endoteliales [316]. El epitopo Lewis
X presente en oligosacaridos de leche materna puede unirse a DC-SIGN, un
receptor de lectinas presente en células dendriticas. Esta unidn impide la
captacion y posterior transferencia de VIH-1 a linfocitos T CD4+ [317]
demostrando el papel de los oligosacaridos en la presentacidn de antigenos y
transferencia de patdgenos.

Los oligosacaridos de leche materna también afectan a la proliferacion y
diferenciacién de linfocitos. Estructuras neutras de oligosacaridos que se
encuentran en la leche materna como LNFPIII (Lacto-N-fucopentaose Ill) activan
la proliferacidon de linfocitos B e inducen la produccién de IL-10 en células B
procedentes de bazo. Los oligosacdridos de leche materna incrementan la
produccion de IFN-y e IL10 en células mononucleares de corddon umbilical,
favoreciendo la diferenciacion de células T aThl [318] [319, 320]. A su vez,
también conducen la respuesta Th2 de individuos alérgicos a los cacahuetes
hacia un perfil ThO, modificando la ratio IFN-y/IL-13 e IFN-y/IL-4. [319].

En células Caco-2 distintos oligosacdridos (a3-sialolactosa y raftilosa
p95) demostraron cierta actividad antiinflamatoria al reducir la produccién de
citoquinas proinflamatorias mediante la modulaciéon de PPARy e inhibicidn de
NK-KB.

Estos datos sugieren que los oligosacaridos podrian actuar de forma
directa modulando la respuesta inmunitaria independientemente de su accion
prebidtica. Aunque no hay datos concluyentes en lo que respecta a la absorcion
de oligosacaridos in vivo, se ha demostrado que tanto los oligosacaridos de
leche materna como los fructooligosacaridos y galactooligosacaridos son
capaces de atravesar una monocapa de células Caco-2 in vitro [319].
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5.2.3. Regulacidon del transporte intestinal y de la permeabilidad
intestinal
Un estudio realizado en células Caco-2 ha demostrado que distintos
OND, entre ellos FOS o rafinosa, incrementan el transporte neto de Ca”™ via
paracelular a través de las uniones estrechas [321].

5.3. Fructooligosacaridos: Inulina y FOS

Inulina y FOS son fructooligosacaridos lineales B(1->2)[322] que difieren
tan solo en el grado de polimerizacidn, siendo de 2 a 20 en el caso de FOS y de
20 a 60 en la inulina (Esquema 7). Son de origen natural, puesto que se
encuentran en raices de plantas como la achicoria, la dalia, la cebolla y el ajo, y
constituyen el tipo mdas abundante de oligosacaridos en la dieta. Debido a la
configuracion B(1->2) de las uniones entre los mondmeros de fructosa, FOS e
inulina llegan al colon esencialmente intactos, donde son fermentados por las
bacterias coldnicas. FOS e inulina son los prebidticos mas estudiados. Diversos
estudios demuestran que son capaces de estimular el crecimiento de bacterias
beneficiosas, principalmente bifidobacterias, y en menor proporcion
lactobacilos y probablemente otras especies, dando lugar a efectos beneficiosos
en el hospedador [323]. Se han realizado diversos trabajos que muestran como
FOS e inulina aumentan la absorcién de minerales como el calcio y el magnesio
[324] y modulan la digestion, absorcion y metabolismo de lipidos hacia un
patron mas beneficioso [325]. A su vez, actlan sobre el sistema inmunitario,
reduciendo el riesgo de enfermedades relacionadas con alteraciones en el
funcionamiento del sistema inmunitario gastrointestinal como es el caso de la
enfermedad inflamatoria intestinal [326]. En lo que respecta al cancer de colon,
los fructooligosacaridos han demostrado suprimir el desarrollo de cdncer
inducido en diversos modelos animales [327]. Ademas de los efectos
relacionados con alteraciones de la defensa gastrointestinal, se ha demostrado
qgue el consumo de dietas ricas en fructooligosacaridos también puede reducir el
riesgo de padecer enfermedades relacionadas con disfunciones de la inmunidad
sistémica, reduciendo el riesgo de infecciones [9] y modulando negativamente
la carcinogénesis en un modelo de inducciéon de cdncer de mama [328],
retardando el crecimiento de tumores implantados [329], disminuyendo la
incidencia de metastasis en un modelo experimental [330] y potenciando la
efectividad de la terapia contra el cancer [331, 332].
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5.4. Galactooligosacaridos (GOS)

Los GOS se obtienen a partir de sirope de lactosa concentrado mediante
la accidon de la enzima lactasa, dando lugar a oligosacaridos compuestos por
monodmeros de galactosa con una glucosa terminal unidos mediante enlaces
B1-3, B1—>4 y B1->6 (Esquema 7)[333, 334]. Han sido objeto de estudio en
virtud de su semejanza con los oligosacaridos de la leche materna. Los GOS
actlan como prebidticos, modificando la microbiota intestinal y produciendo
multiples efectos beneficiosos para el organismo (mejora en el transito
intestinal, aumento de la absorciéon de Ca*, y prevencién del desarrollo de
cancer de colon entre otros) [2]. Cabe destacar que GOS fue el oligosacarido con
mayor capacidad para inhibir la adhesidn de bacterias patdgenas a células HEp-2
y Caco-2 en un estudio realizado in vitro [314].
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Esquema 7: Estructura de los oligosacaridos. A) Fructooligosacaridos y B)
galactooliosacaridos.

5.5. Oligosacaridos de leche de cabra

Los oligosacaridos de leche materna han demostrando ejercer efectos
beneficiosos para el recién nacido no solo por su caracter prebidtico, sino
también por su capacidad para modular la respuesta inmunitaria [335-337]. La
leche de cabra es la mas parecida a la materna en cuanto a concentracion,
composicion y complejidad de los oligosacdridos [338]. Esto sugiere que los
oligosacaridos de leche de cabra (OSLC) podrian tener efectos fisioldgicos
similares a los de la leche materna. La actividad antiinflamatoria intestinal de los
oligosacaridos de leche de cabra y su efecto prebidtico han sido demostrados en
distintos modelos animales [4, 16].
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Obijetivos

EL objetivo principal de esta tesis es contribuir a un mejor
entendimiento del mecanismo de accion de los OND. La novedad de este
objetivo radica en las escasas referencias a las acciones directas de
oligosacaridos sobre la mucosa intestinal y en el hecho de que se estudien tanto
oligosacaridos ampliamente conocidos como FOS e inulina como productos mas
novedosos como GOS y OSLC. Actualmente existen gran cantidad de
aplicaciones para prebidticos, por lo que el conocimiento en profundidad de su
mecanismo de accion es de gran interés. Los objetivos concretos de esta tesis
doctoral son los siguientes:

o Efecto directo de FOS e inulina sobre distintas caracteristicas de la
bacteria patégena Pseudomonas aeruginosa.

o Caracterizacion de los efectos inmunomoduladores directos de los OND
en células epiteliales intestinales.

o Caracterizacion de los efectos directos de los OND in vivo.

A raiz de los resultados obtenidos durante la realizacion de
experimentos en condiciones de esterilidad, surge objetivos adicionales durante
el desarrollo de esta tesis doctoral:

e Estudio del papel de la microbiota en el transporte de agua vy
electrolitos en colon en condiciones basales.

e Estudio del papel de la microbiota en el transporte de agua vy
electrolitos en colon en colitis inducida por DSS.
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1. Materiales

Excepto en caso de que se indique expresamente, todos los reactivos
empleados se obtuvieron de Sigma (Madrid, Espafia). Beneo-Orafti nos
suministré tanto FOS como Inulina, mientras que GOS fue suministrado por
Vivinal Friesland Campina (Barcelona, Espafia). Los OSLC fueron aislados por el
departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Granada a partir de
leche de cabra desnatada pasteurizada. El producto final contenia mas del 80%
en oligosacaridos con solo un 5% (peso/peso) de lactosa y libre de sales. Los
principales oligosacaridos encontrados fueron Oligosacaridos acidicos: 6-sialsil-
lactosa, 3-siasil-lactosa, disiasil-lactosa y N-glicolilneuraminil-lactosa y
oligosacaridos neutrales:  3-galactosil-lactosa, lacto-N-hexaosa 'y N-
acetilglucosaminillactosa [338].

2. Ensayos in vitro

2.1. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares utilizadas en este estudio, IEC18, HT29, y Caco-2 se
obtuvieron del Servicio de Cultivo Celular de la Universidad de Granada. Estas
células fueron cultivadas en DMEN suplementado con suero fetal bévido (10%),
L-glutamina (2mM), estreptomicina (100 mg/l), penicilina (100000 U/l ) y
anfotericina B (2,5 pg/ml). La linea celular Caco-2/TC7 fue una donacion de la
Dra. Ana Isabel Alcalde de la Universidad de Zaragoza. Las condiciones de cultivo
de estas dultimas tan solo difieren de las anteriores en la que estan
suplementadas con suero fetal bovino al 20%. Las células se mantuvieron en
condiciones de cultivo estandar 372C, 5% CO,.

Los experimentos con IEC18, HT29 y Caco-2 se llevaron a cabo al
alcanzar confluencia, exceptuando aquellos que implicaban el uso de células
silenciadas en los que se evité dicho estado con el fin de evitar la aparicién de
células satélite. Las células Caco-2/TC7 se sembraron en transwells hasta que la
monocapa alcanzé al menos 300 Qxcm? de resistencia eléctrica transepitelial
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(TEER) medida con un voltdmetro epitelial (EVOM2), (World Presision
Instruments, Hertfordshire, Reino Unido).

Los OND fueron disueltos en DMEN completo a las concentraciones de
0,05 mg/ml, 0,5 mg/ml y 5 mg/ml. Todas las soluciones fueron filtradas
mediante filtros de 0,22 um. Las células fueron expuestas a los distintos
tratamientos con OND durante 24 horas. Se utilizd LPS (E.coli 055:B5) como
referencia o cotratamiento junto con los OND a concentraciones submaximas (1
pg/ml para IEC18, 3ug/ml para Caco-2 y HT29 y 5 ug/ml para Caco-2/TC7).

2.2. Estudio de las vias de sefializacion: NF-KB y MAPK kinasas

Para determinar las distintas vias de senalizacion, las células fueron
tratadas con Bay 11-7082 (10uM), un inhibidor selectivo de la fosforilacion de
IkB-a y wortmanina, (1puM) un inhibidor de la fosforilacion de PI3K que inhibe la
via de sefalizacion de Akt. También se emplearon inhibidores de MAPK: para
p38 (SB203580 10 pM), ERK1/2 (PD98059 10 uM) y JNK (SP600125 10 uM).
Todos los inhibidores se disolvieron en DMSO vy se afiadieron al medio de cultivo
una hora antes del tratamiento con los OND.

2.3. Silenciamiento celular

Las células IEC18 fueron sembradas en placas de 6 pocillos. Al alcanzar
un 50% de confluencia se les afiadid polybrene durante 10h. Posteriormente
fueron incubadas durante 24 horas con medio de cultivo suplementado con
polybrene y las particulas de lentivirus (Control, MyD88 y TLR4 shRNA en cada
caso). Finalmente las células fueron seleccionadas con medio enriquecido con
puromicina (5-10 pg/ml). Todos los reactivos empleados en este proceso
proceden de Santa Cruz Biotechnologies (Heidelberg, Alemania).

2.4. Cepas bacterianas de P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa y sus mutantes deficientes en ptxS y ptxR se
obtuvieron mediante insercion de cassetes de estreptomicina y tetraciclina
respectivamente. Las bacterias se cultivaron en medio LB o medio minimo M9
(Na,HPO, 6g/I; KH,PO,4 3g/I; NaCl 0,5 g/l; NH,CL 1g/I, MgSO, 1mM CaCL, 0.3 mM
y 1% de citrato de amonio férrico 0.2 ml/l) [339]. Cuando fue necesario se
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afadieron antibidticos al medio de cultivo alcanzando las siguientes
concentraciones finales: 50 Wml de ampicilina, 50 w/ml de estreptomicina y 30
Wml de tetraciclina.

2.5. Estudio del crecimiento de P. aeruginosa

Se tomaron colonias individuales de P. geruginosa PAO1 de la superficie
de una placa de LB y se cultivaron durante la noche en medio minimo M9
(suplementado con citrato 5 mM) a 37°C. Los cultivos fueron diluidos en medio
minimo M9 hasta alcanzar una densidad dptica de 0,05 a 660 nm. A esta
concentracion se afadieron FOS e Inulina a 5, 15 y 20 mg/ml en placas de 96
pocillos que se incubaron a 37°C en continua agitacién en un analizador
Bioscreen C MBR FP-1100-C (OY Growth Curves Ab Ltd.Raisio, Finlandia). La
turbidez se determind cada 60 minutos durante 24 horas utilizando un filtro de
banda amplia a 420-660 nm. Se empled la medida a 580 nm para generar las
curvas de crecimiento.

2.6. Determinacion de la formacion de peliculas por P. aeruginosa

P. aeruginosa se cultivo en medio minimo M9 suplementado con glucosa
al 2% (p/v) y acidos casamino con y sin FOS e inulina a distintas concentraciones
(concentracion maxima a 20 mg/ml). La formacion de peliculas se cuantifico a
las 6 horas mediante tincidn con cristal violeta segun el método descrito [340].
La estructura de las peliculas se observé mediante microscopia de contraste de
fase utilizando un microscopio de florescencia acoplado a una camara Nikon
DSS-Mc CCD y una lente de aumento 100x. Los resultados se expresan como la
cantidad de formacién de peliculas en funcidn de la concentracion de FOS e
inulina (escala logaritmica). Los resultados son la media de dos experimentos
independientes de un n=4 cada uno.

2.7. Ensayos de motilidad

Se estudiaron tres tipos de movimiento bacteriano: swimming, twitching
y swarming. Se ainadieron FOS e inulina a 5 mg/ml a la suspensién de bacterias.
Posteriormente se sembraron las bacterias en el centro de una placa compuesta
por LB con 0,2% de acido casamino (p/v) y 30 mM de glucosa con distintas
proporciones de Bacto agar (0,3% para swimming, 1,5% para twitching y 0,5%
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para swarming). Después de 24 horas de incubacién a 37°C, se detectd la
difusion radial (swimming), la expansion de la bacteria (twitching) asi como el
movimiento superficial de la bacteria (swarming)[341]. Los ensayos se
realizaron en triplicado.

2.8. Aislamiento de macrofagos mediante purificacion celular
magnética

Para la obtencidn de poblaciones de macrdéfagos purificadas, se empled el
sistema de separacidn magnética de columnas (Miltenyi). Se extrajo el bazo de
ratas Wistar hembra sacrificadas por dislocacidn cervical. Mediante la ruptura
del bazo en DMEN, se obtuvo una suspension celular que fue centrifugada a
1500 rpm durante 5 minutos. Para eliminar los eritrocitos, las células se
resuspendieron en un tampdn de lisis hipotdnico (15mM NH,Cl. 10 mM KHCO;,
0,1 mM Na, EDTA, pH 7.3) durante 30 minutos en hielo. Las células
mononucleares fueron lavadas y resuspendidas en MACs buffer (PBS
suplementado con 0,5% (p/v) BSA, 2 mM EDTA, pH 7.2). A continuacién se
obtuvo una suspension monocelular utilizando un filtro de 70 wm con el fin de
facilitar el marcaje magnético y posterior purificacion por selecciéon negativa. La
suspension monocelular se incubd durante 30 minutos a 4°C con los siguientes
anticuerpos: CD161.1-biotin (1:200), CD45RA-PE (1:200) y CD3-biotin (1:150)
(Bioscience Erembodegem Bélgica). Se retiraron el exceso de anticuerpos
mediante lavado con el tampdn MACs y posterior centrifugacion a 1500 rpm
durante 5 minutos. Después de resuspender en tampdn MACs se ailadieron los
anticuerpos para biotina y PE marcados con bolitas magnéticas, manteniendo la
incubacion durante 30 minutos a 4°C. Previo lavado, las células CD161.1+,
CD45RA+ y CD3+ quedaron descartadas utilizando una columna LD (Miltenyi
Biotec Alemania). La poblacién purificada en macréfagos atraviesa la columna.
Posteriormente es centrifugada y resuspendida en DMEN suplementado. La
pureza de la poblacién obtenida fue comprobada mediante citometria de flujo
utilizando un FACSCalibur™ (BD Biosciences, California EE.UU.).

2.9. Co-cultivo de P aeruginosa y macréfagos

Se tomaron colonias individuales de P aeruginosa PAO1 y sus mutantes
PtxS y PtxR de la superficie de una placa de LB y se cultivaron durante la noche
en LB (suplementado con los antibidticos anteriormente descritos) a 37°C. Se
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eliminé el LB y los antibidticos mediante centrifugacién (4500 rpm 15 minutos) y
las bacterias fueron resuspendidas en DMEN completo y cultivadas junto con los
macrofagos obtenidos por seleccién magnética (con una relacidon de 5 bacterias
por macréfago) junto con FOS e Inulina a 5 mg/ml durante 4 horas.

2.10. Co-cultivo de P. aeruginosa e IEC18

Las células IEC18 fueron infectadas con P. aruginosa (ratio 1:5) al alcanzar
la confluencia en presencia de FOS e inulina (5 mg/ml). Antes de recoger las
células para la extraccion de proteinas, fueron lavadas 3 veces con PBS e
incubadas con gentamicina (100 ug/ml) durante una hora para eliminar las
bacterias. El protocolo de extraccidn y cuantificacidon de proteinas y la técnica de
Western blot se describe posteriormente.

2.11. Extraccion y cuantificacion de proteinas. Western blot

El medio de cultivo fue retirado y las células se recogieron en tampdn de
lisis (PBS, 0.1% SDS, 0.1% desoxicolato sédico, 1% triton X-100, ortovanadato
sodico 2mM vy una mezcla de inhibidores de proteasas preparada
extemporaneamente: iodoacetamida, aprotinina, pepstatina A, fenantrolina y
fenilmetilsulfonil fluoruro). Los homogenados fueron sonicados y centrifugados
a 7000 g durante 5 minutos a 4°C para eliminar los restos celulares. La
concentracion de proteinas fue determinada mediante el método del acido
bicinchoninico [342]. Una vez obtenido el extracto proteico las células fueron
calentadas a 95°C durante 5minutos junto con el tampdn de carga (SDS 312
mM, glicerol 50% (v/v), 2-mercaptoetanol 1% (v/v), EDTA 22,5 mM, Tris 220mM
pH 6.8 junto con trazas de azul de bromofenol). Tras la separacién de proteinas
mediante un gel de acrilamida, estas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa o PVDF dependiendo del anticuerpo primario y bloqueadas
durante 1 hora y 30 minutos con una solucidon 5 % de leche desnatada en polvo
en TBS-T. Se realizé un control de carga mediante la exposicion de la membrana
a una solucion de acido acético al 1% (v/v) que contiene Rojo Ponceau al 0.5%
(p/v). Las membranas fueron expuestas al anticuerpo primario durante la noche
a 4°C. Los anticuerpos utilizados fueron ERK y p-ERK, exotoxina A (Sigma, Madrid
Espaia), p-p38,p-JNK y p-lkB (cell signalling, Danvers, MA). Como control de
carga, las membranas fueron expuestas a un anticuerpo frente a a-actina
obtenido a través de la Universidad de lowa. Se utilizaron distintos anticuerpos
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secundarios, en funcidn del anticuerpo primario, conjugados con peroxidasa. Las
bandas se detectaron utilizando un reactivo para el aumento de Ia
guimioluminicencia (PerkinElmer, Waltham, MA) y cuantificadas mediante el
programa Image J.

2.12. Test de citotoxicidad

La poblacion de macréfagos aislada mediante seleccion magnética fue
cultivada con P. geruginosa con una ratio 1:5 durante 4 horas. Se determiné el
porcentaje de citotoxicidad siguiendo el protocolo del kit (cytotox 96 non-
radiactive cytotoxicity assay kit Promega Madison, WI, EEUU). Este test
determina la cantidad total de lactato deshidrogenasa (LDH) citoplasmatica
liberada al medio como consecuencia de dafno celular, mediante una reaccién
colorimétrica [343].

2.13. Extraccion nuclear y determinacion de la subunidad p65
de NF-KB

La poblacion de macrdéfagos purificada fue infectada con P. aeruginosa en
presencia de FOS e Inulina (5 mg/ml) durante una hora. Tanto la extraccion
nuclear como la cuantificacion de la subunidad p65 de NF-KB se realizaron
siguiendo las instrucciones de los kits correspondientes: kit de extraccidon
nuclear (Active Motif Bélgica y kit TransAM (Active Motif Bélgica).

3. Ensayos ex vivo

En estos experimentos se utilizaron ratones machos y hembras de 10 a
15 semanas B6.B10ScN-Tlr4lps-del/Jth) (TIr4 KO) y sus correspondientes
animales control C57 BL/6J obtenidos de Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).
Los animales se mantuvieron en jaulas de makrolon equipados con filtros de 45
um (Tecniplast, 1290D420R) sometidos a ciclos de 12 horas de luz y oscuridad
con libre acceso a agua autoclavada y comida (Harlan-Teklad 2014)

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical. Se extrajo el
colon, posteriormente fue lavado con una solucidon de PBS enriquecida con
antibidticos: (Penicilina 500 U/ml, estreptomicina 0,5mg/ml y anfotericina B 1,5

77




Material y Métodos

ug/ml. Una vez lavado, el colon fue dividido en fragmentos de 0,5 cm® y
cultivado con los OND (5 mg/ml) o LPS (10 ug/ml). Después de una incubacion
de 24 horas, los fragmentos de tejido y el medio fueron congelados a -80°C. Se
determinaron los niveles de MCP1 por ELISA y los resultados fueron
normalizados en funcion de la cantidad de proteina de cada fragmento de
tejido.

4. Ensayos in vivo

4.1. Animales de experimentacion

Durante la elaboracion de esta tesis doctoral se emplearon ratones de
distintas cepas. En los experimento ex vivo se utilizaron ratones de 10 a 15
semanas machos y hembras B6.B10ScN-TIrdlps-del/Jth) (TIr4 KO) y sus
correspondientes animales control C57 BL/6J obtenidos de Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME). Esta uUltima cepa también se utilizd en los experimentos de
deplecién de microbiota. Los ratones utilizados en experimentos con animales
libres de gérmenes y sus correspondientes experimentos controles fueron de la
cepa NMRI obtenida del Karolinska Institutet (Estocolmo, Suecia). Para el
aislamiento de macréfagos por purificacion celular magnética se utilizaron ratas
Wistar Hembra obtenidas de Harlan Laboratories (Barcelona, Espaina).

Los animales convencionales se mantuvieron en las instalaciones de la
Universidad de Granada en jaulas de makrolon equipados con filtros de 45 um
(Tecniplast, 1290D420R) sometidos a ciclos de 12 horas de luz y oscuridad con
libre acceso a agua autoclavada y comida (Harlan-Teklad 2014). Los animales
libre de gérmenes se mantuvieron en aisladores de plastico en las instalaciones
del Karolinska Institutet (Estocolmo, Suecia) con libre acceso a agua autoclavada
y comida. La esterilidad de los animales se comprobd de forma periddica
mediante el cultivo de bacterias aerdbicas y anaerdbicas de muestras de heces.

Todos los experimentos realizados han sido aprobados por el Comité de
Bienestar Animal de la Universidad de Granada y se han llevado a cabo de
acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion.
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4.2. Diseiio experimental

4.2.1. Efecto de los OND en animales libre de gérmenes

Puesto que el objetivo de esta tesis doctoral es determinar el efecto
directo de los OND, independiente de su efecto prebidtico, la realizacidon de un
experimento in vivo requiere el uso de animales que carezcan de microbiota.
Para ello, se utilizaron ratones NMRI machos y hembras mantenidos en
condiciones de esterilidad en las instalaciones del Karolinska Institutet
(Estocolmo, Suecia). Al alcanzar las 4 semanas de edad, los animales fueron
divididos en 6 grupos (n=9), un grupo control, y 5 grupos a los que se les afiadid
las distintas dietas enriquecidas con: un homogenado de bacterias muertas
estéril HBE (1g/6kg de dieta) para simular la presencia de antigenos luminales
en intestino, GOS (5 g/kg de dieta), FOS (5 g/kg de dieta) y la combinacién de
estos ultimos con el HBE en las cantidades mencionadas (Esquema 8). Las dietas
fueron elaboradas por Lantmannen Lantbruk (Kimstad, Sweden) y esterilizadas
mediante radiacion gamma Se realizé un experimento paralelo con animales
convencionales en las instalaciones de la Universidad de Granada en el que se
excluyeron los grupos tratados con el HBE (Esquema 8). Después de 4 semanas
de tratamiento, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical previa
anestesia con isofluorano. Se extrajeron los siguientes érganos: duodeno,
yeyuno, ileon, colon, higado y ciego y plasma sanguineo.
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Esquema 8: Disefio experimental: efecto de los OND en
ratones libre de gérmenes y convencionales

4.2.2. Deplecion de la microbiota

Con el objetivo de reducir la microbiota en animales convencionales, se
administré una combinacién de antibidticos en agua de bebida compuesto por
ampicilina 1 g/l, neomicina 1 g/l, metronidazol 0,25 g/l y vancomicina 0,5 g /I a
ratones C57 BL/6J [344]. A estos animales se les denomind pseudo estériles. La
reduccion de la flora bacteriana fue demostrada mediante la obtencién de ADN
de heces (QlAamp DNA stool Minikit, QIAGEN, Hilden, Alemania) y posterior
amplificacién de 16s mediante RT-PCR. Los cebadores utilizados fueron: hebra
sentido TCCTACGGGAGGCAGCAGT y hebra antisentido
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT. También se realizaron cultivos de heces en
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis. Los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical previa administracion de ketamina/xilacina y determinacién
de la absorcion colénica mediante el procedimiento de colon ligado descrito
posteriormente en este capitulo. Se extrajeron los siguientes érganos: colon,
higado y ciego ademads de muestras de suero sanguineo (Esquema 9).
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Esquema 9: Disefo experimental: depleciéon de microbiota.

4.2.3. Expresion de transportadores en colitis experimental inducida
por DSS en ratones libres de gérmenes

La colitis se indujo mediante la administracién de varias concentraciones
de DSS (1-4%) en agua de bebida durante 7 semanas a ratones NMRI machos y
hembras de entre 16 y 18 semanas en condiciones de esterilidad. A algunos
grupos se les administré el HBE en la dieta. Los animales libres de gérmenes
fueron mantenidos en las instalaciones del karolinska institutet en las
condiciones anteriormente mencionadas. Los ratones fueron distribuidos en
cinco grupos: control no colitico (n=8), DSS 2% (n=8), DSS 4% (n=8), DSS 2% +
HBE (n=8) y DSS 4% + HBE (n=8) (Esquema 10). Se realizd un experimento en
paralelo con ratones NMRI convencionales en las instalaciones de la Universidad
de Granada en el que se incluyeron los siguientes grupos: control no colitico
(n=11), DSS 1% (n=11), DSS 2% (n=11) y DSS 4% (n=10) (Esquema 10). Los
animales fueron sacrificados por dislocacidon cervical previa anestesia con
isofluorano y se recogieron los distintos 6rganos: colon, e higado.

4.2.4. Expresion de transportadores en colitis experimental inducida
por DSS en ratones pseudo estériles

Se utilizaron ratones C57 BL/6J cuya microbiota fue parcialmente
eliminada mediante el protocolo de deplecidn de microbiota descrito
anteriormente. Después de 4 semanas, se indujo la colitis administrando DSS en
agua de bebida. Los ratones fueron distribuidos en los siguientes grupos: control
(n=4), DSS 3% (n=4), control PE (n=3) y PE DSS 3% (n=7) (Esquema 11). Los
animales fueron sacrificados por dislocacidén cervical previa administracion de
ketamina/xilacina y determinacion de la absorcion coldonica mediante el
procedimiento de colon ligado descrito posteriormente en este capitulo. Se
extrajeron los siguientes érganos: colon, ciego, e higado y suero sanguineo.
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transportadores en colitis experimental inducida por
DSS en ratones pseudo estériles.
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4.3. Obtencion de muestras

Los distintos segmentos intestinales se lavaron con solucién salina y se
secaron en papel de filtro. Posteriormente se elimind la grasa y adhesiones
mesentéricas y se determind el peso y la longitud. El colon se abrid con el fin de
analizar el estado general del tejido. En los experimentos en los que se indujo
colitis por DSS, se calculé el indice de dano macroscépico (IDM) evaluando
diversas caracteristicas de la colitis: adhesiones, hiperemia, fibrosis, necrosis
deformacién, obstruccidn, cicatrices y fragilidad (tabla 3). Los segmentos
intestinales se dividieron en 3 tiras longitudinales. Se realizaron dos tiras
transversales que se emplearon para las muestras histoldgicas y la obtencion de
ARN. El resto de drganos se lavaron en solucidn salina, se secaron en papel de
filtro y posteriormente se pesaron. Las muestras fueron congeladas en
nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C hasta su uso a excepcién de las
muestras de histologia.

Tabla 3: indice de dafio macroscépico

Parametro Aspecto Valoracién
Adhesiones Ninguno
Diseccidn dificultosa
Adhesiones visibles
Ovillo

Obstruccién Limpieza normal
Limpieza manual
Impacto fecal

Hiperemia Aspecto normal
Ligera o intensa parcheada
Intensa generalizada
Hemorragia

Fibrosis No hay rigidez
Cierta rigidez
Marcada rigidez

Necrosis Ninguna
Restos aislados
Parcheada
Lesién focal
Lesion continua y extensa

Deformacién Forma normal
Ligeramente anormal
Deformacidn en circulo
Deformacién total

Otros Dilatacién proximal
Fragilidad
Cicatrices

R P NWNEROIPPWNREPOIINREREOWNREROINREOIWNEO
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4.4. Determinaciones en suero sanguineo

La extraccion de sangre se realizé en la bifurcaciéon aorto-femoral en el
momento del sacrificio. La sangre fue sometida a una centrifugacion de 3000
rom durante 10 minutos a 4°C obteniéndose el suero sanguineo. Para la
obtencidn de plasma sanguineo se empled heparina como anticoagulante (5000
Ul/ml). Las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -
80°C hasta su uso. Se determind la concentracion de iones Na*, K*, CI', albdmina
y proteinas totales en suero mediante el analizador modular Cobas 8000.

4.5. Preparacion del homogenado de bacterias estéril

Para elaborar un homogenado rico en bacterias que pudiera ser
administrado en condiciones de esterilidad se recogieron heces frescas
procedentes de rata y se almacenaron a -80°C. Dichas heces fueron
homogenizadas en agua destilada en proporcion 1:4 y posteriormente sonicadas
durante 15 minutos a 4°C. Se realizaron continuas centrifugaciones recogiendo
el sobrenadante hasta eliminar los grumos. A continuacion, el homogenado fue
sometido a un nuevo ciclo de sonicacién durante 10 minutos a 4°C. Finalmente
el sobrenadante resultante fue filtrado primero con un filtro de 70 um vy
posteriormente de 20 um y se almacend a -80 para su posterior liofilizacion.

4.6. Histologia

Uno de los fragmentos transversales de tejido procedente de yeyuno y
colon fue fijado en paraformaldehido 4% (p/v). Se elaboraron bloques de
parafina que sirvieron como soporte para la realizacidn de cortes de
aproximadamente 5 um de seccion mediante un microtomo. Los cortes fueron
montados en portas que fueron sometidos a una tincidén eosina-hematoxilina
con el objetivo de estudiar la morfologia e integridad del tejido. Las imagenes
fueron captadas por un microscopio Leica DMI3000B acoplado a una cdmara
Leica DFC420.
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4.7. Determinacion de actividades enzimaticas:

Las muestras de dudeno, yeyuno, ileon y colon fueron homogenizadas
en solucion salina 0,4% (p/v) y posteriormente centrifugadas, utilizando el
sobrenadante para la determinacion de distintas actividades enzimaticas.

4.7.1. Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina

La actividad fosfatasa alcalina se determind utilizando un método
espectofotométrico descrito por Sanchez de Medina y colaboradores en 2004
[345]. El sustrato de la reaccidon p-nitrofenil fosfato es catalizado por la enzima
fosfatasa alcalina dando lugar a p-nitrofenol. El p-nitrofenol es un producto de
la reaccion que presenta color amarillo con un maximo de absorcién a 405 nm
siendo la intensidad del color proporcional a la actividad enzimatica ensayada.
Los resultados se expresan como mU/mg proteina.

Fosfatasa alcalina
p-nitrofenil fosfato + H,0 > fostato + p-nitrofenol

4.7.2. Determinacion de la actividad leucin aminopeptidasa

La actividad leucin aminopeptidasa se determind mediante la hidrdlisis
del sustrato L-leucin-p-nitroanilida, hasta L-leucina y p-nitroanilina. Este ultimo
producto de la reaccidon presenta color amarillo con un maximo de absorcion a
405 nm. La intensidad del color es proporcional a la actividad enzimatica de la
enzima. Los resultados se expresan como mU/mg de proteina.

Leucin aminopeptidasa
L-Leucin-p-nitroanilida > L-leucina + p-nitroanilina

4.7.3. Determinacion de las actividades disacaridasas

Se estudiaron las enzimas lactasa y maltasa. El método fue desarrollado
por Dahlqgvist [346] y consta de dos etapas. En la primera etapa, los disacaridos
son hidrolizados por las enzimas correspondientes y en la segunda se determina
la glucosa producida en esta primera reaccion. Para la determinacion de glucosa
se emplea glucosa oxidasa y peroxidasa con el fin de oxidar a la o-dianisidina
produciéndose un compuesto coloreado cuyo maximo de absorcidn se presenta
a 450nm. Los resultados se expresan como mU/mg de proteina.

Disacaridasa

disacarido+H,0 > glucosa + monosacarido
Glucosa oxidasa
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glucosa+0, > acido glucdnico + H,0

Peroxidasa
H202 + RHZ >2 Hzo +R

4.7.4. Determinacion de la actividad mieloperoxidasa

Las muestras de colon fueron homogenizadas en soluciéon tampdn TRIS
base 50mM y HTAB al 0,5% (p/v) y posteriormente centrifugadas, utilizando el
sobrenadante para la determinacién de la actividad mieloperoxidasa. En los
experimentos en los que se indujo colitis con DSS también se determind la
actividad fosfatasa alcalina en este tampdn. La actividad mieloperoxidasa como
marcador de infiltracion de neutrofilos se realizé mediante el método descrito
por krawisz en 1984 [347] en el que se utiliza perdxido de hidrégeno y o-
dianisidina que es oxidada produciéndose un compuesto coloreado con un
maximo de absorcién a 450 nm. Los resultados se expresaron como mU/mg de
proteina.

4.8. Determinacion de absorcion colonica: colon ligado

Los animales fueron anestesiados mediante la administracion de una
solucion de ketamina/xilacina via intraperitoneal. Una vez comprobado el
estado de anestesia, se procedid a la apertura de la cavidad abdominal
partiendo de un corte medio hacia la zona caudal. Mediante una pequefia
incision en el colon proximal, se introdujo una canula de 22G (Braun,
Melsungen, Alemania) con el objetivo de lavar el colon insuflando solucién de
Ringer. La solucidn de Ringer se caracteriza por ser una solucion isoténica (NaCl
115 mM, NaHCO; 25 mM, CaCl, 1,2 mM, MgCl, 1,2 mM, K,HPO, 2,4 mM, KH,PO,
0,4 mM, glucosa 10 mM). Se introdujo aire en el colon con el fin de eliminar
posibles restos de solucidén y a continuacién se ligdé el colon distal con hilo de
sutura. Finalmente, se insuflaron 300 Wl de solucion de Ringer, ligando
posteriormente la zona proximal del colon. Los animales se mantuvieron
durante 30 min proximos a una fuente de calor hasta que fueron sacrificados. La
absorcidn de agua se determind calculando el volumen inicial introducido en el
colon (300 pl) y el volumen restante después de 30 minutos. Los resultados se
expresaron como volumen /min.cm.
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4.9. Porcentaje de materia seca en heces

Se determind el peso de heces antes y después de someterlas a un
proceso de desecacién en estufa de 37°C durante 72 horas. El porcentaje de
materia seca se calculé mediante la siguiente férmula:

% materia seca=(P,,n/Po)*100

4.10. Analisis del transcriptoma de colon y yeyuno: extraccion
de ARN, hibridacién del microarray y analisis de datos

En el estudio del efecto de los OND en animales libre de gérmenes se
realizd un analisis del transcriptoma de colon y yeyuno. El ARN total de las
muestras, se obtuvo mediante Trizol (Invitrogen, Barcelona, Espafia) y se
purific6 mediante columnas de afinidad RNeasy (Qiagen, Madrid, Espafia). La
cantidad e integridad del ARN fue determinada mediante la relacion de
absorbancia a 260/280 nm y posterior electroforesis en gel de agarosa al 1%
(p/v). El analisis del microarray fue realizado por Biogune (Vizcaya, Espaiia)
utilizando la plataforma MouseWG-6V2 Beadchip (Illumina) Se dispuso de un
n=3 en cada grupo siendo a su vez cada muestra, la mezcla de 3 muestras de
ratones distintos del mismo grupo. Los datos crudos se extrajeron para su
analisis mediante lllumina’s GenomeStudio data analysis software. Estos datos
fueron analizados utilizando R/Bioconductor statistical computer environment
(www.r-project.org.bioconductor.org). Los datos fueron transformados a log2 y
normalizados utilizando el paquete lumi Bioconductor. Para la deteccion de

diferencias significativas en la expresion de genes, los datos fueron ajustados a
un modelo lineal y posteriormente sometidos a un test estadistico empirico
moderado de Bayes mediante el paquete lima de Bioconductor. Con el fin de
disminuir la aparicion de falsos positivos el valor de p fue ajustado utilizando el
procedimiento de Benjami-Hochbeg. Se considerd que existian diferencias
significativas en aquellos genes cuyo fold change al comparar con el grupo
control fue mayor de 1,5 o menor de -1,5 (p-value<0,05).
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5. Determinaciones generales

5.1. Determinacidn de citoquinas

Tras el cultivo de las distintas lineas celulares, el sobrenadante se
recogid y centrifugd a 10.000 rpm 5 minutos. Las distintas alicuotas se
almacenaron a -802C hasta su posterior uso. Se utilizaron diversos kit de ELISA
para la determinacién de citoquinas: IL-6, TNF-a, IL10 de rata y MCP1 de ratdn
(BD Biosciences, Erembodegem Bélgica) y GROa (R&D Systems, Minneapolis,
MN)

En un experimento independiente se midieron MCP1, GROa, RANTES,
CXCL10, eotaxina, MIP2, ICAM e IL6 utilizando la tecnologia Multiplex
(Affymetrix, Santa Clara, CA).

En plasma sanguineo se determind la concentracion de aldosterona
(Alpha Diagnostic International, Texas EE.UU.) y corticosterona (Enzo Life
Sciences Bélgica). La determinacion de IgA, I1gM, 1gG,, 1gG,,, 18Gy, v 18G5 se
realizé simultdaneamente mediante tecnologia multiplex (Millipore Missouri,
EE.UU)

5.2. Analisis de la expresion génica mediante RT-PCR

Se extrajo el ARN total procedente de tejido o de cultivos celulares
mediante Trizol (Invitrogen, Alcobendas, Espafia). Se comprobd la integridad del
ARN mediante electroforesis en gel de agarosa 1% utilizando midori green
(Nippon Genetics Europe, Dueren, Alemania) como marcador. EI ARN fue
cuantificado mediante un espectofotdmetro nanodrop ND-1000 y 1 ug de ARN
fue retrotranscrito (iScript, BioRad, Alcobendas, Espafia). Para realizar la
reaccion en cadena de la polimerasa se utilizd Syber green como fluoréforo
(Promega Madison, WI, EEUU). El gen de referencia elegido fue la subunidad 18s
del ARN ribsdmico y su expresion fue utilizada como control de carga en los
distintos experimentos. La administracion de DSS oral puede interferir con la
amplificacion de ADN. mediante RT-PCR [348]. Para evitar este inconveniente,
se utilizé el kit de purificacion de ARN,, Dynabeads (Life Technologies,
Alcobendas, Madrid) que se basa en la complementariedad entre los residuos
de poly A del extremo 3'del ARN,, y los residuos de oligo (dT),s unidos
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covalentemente a la superficie de las bolitas magnéticas. En las muestras de

ARN,, purificado se utilizdé como gen de referencia GAPDH exceptuando los
genes de transportadores en los cuales se empled villina como gen de

referencia, para evitar errores derivados del dafio en la integridad del epitelio

coldnico consecuencia del DSS. Los distintos cebadores empleados se describen

en la tabla 4.

Tabla 4:Secuencia de los cebadores utilizados en PCR

Gen/ especie
TLR4 rata
TLRA humano
18s rata

18S humano
Edn1 ratén
Aqp8 ratén
Slc9a3 ratdn
Slc26a3raton
Atplal ratdn
Atplbl ratdn
Scnnla ratén
Scnnlb raton
Scnnlg ratén
Cldn4 ratén
Cldn5 ratén
Ocln

Defal ratdn
Itinb ratén
Cxcl10 raton
Reg3g ratdn
Ang4 ratén
Pla2g2a ratén
Z01 ratén
Muc3 ratén
1110 ratén
117 ratdn
Tnfa ratén
Ifng ratén
IL1b ratén
5100a8 ratén
Gapdh ratén
18s ratdn
Villina ratén

Hebra sentido 5°-3’
CTGGGACTCTGATCATGGCATT

GCCAGGAGAACTACGTGTGAAG
GGACACGGACAGGATTGAC
GTAACCCGTTGAACCCCCATT
ACCTGGACATCATCTGGGTCAACA
GCCGTGTGTTCTGGTATGAGCAAT
AAGCGCCTGGAGTCCTTTAAGTCA
ACTTTGAAGACAGGTTTGGCGTGG
ACCCAAATGCATCTGAGCCCAAAC
ACGAGGCCTACGTGCTAAACATCA
GCAGTTTGCTTTGCTGTTCGAGGA
TCCAGTACTCCAAGGTCAAGCACT
CAAGGTGCTTGTCCATCAGCAGAA
GACTGTGCAAAGTTACTAGC
AACAGTTCCTACTGAGATCC
ACGGACCCTGACCACTATGA
GTCCTACTCTTTGCCCTTG
CTATGACTTTGGTGATGCTC
AAAAAGGTCTAAAAGGGCTC
CAGAGGTGGATG GGA GTG GAG
TTTGGAATCACTGTTGGAAG
CAAGAAACCATACCACCATC
GGGGCCTACACTGATCAAGA

AAA GAT TACCTC CCATCT CC
CAG GACTTT AAG GGT TACTTG
ACG TTT CTC AGC AAA CTT AC
CGT GGA ACT GGC AGA AGA GG
GCT CTG AGA CAA TGA ACG CTA CAC
AAG GGCTGC TTC CAAACCTTT GAC
GCC CTC TAC AAG AAT GACTTC AAG
CATTGACCTCAACTCATGG
TGGTGGAGCGATTTGTCTGG
TATGGAGGATCGAGGCTATG

Hebra antisentido 5-3°
GTCAGTACCAAGGTTGAGAGC

TCAAGGAGCATTGCCCAACAG
TCGCTCCACCAACTAAGAAC
CCATCCAATCGGTAGTAGCG
TGGTCTGTGGCCTTATTGGGAAGT
GTTGAAGTGTCCACCGCTGATGTT
ATGCTGCTATTCCTCCGCTTCTGT
TATTTGAGGGAGTACACGCTGGCA
AAGCGTCCTTCAGCTCTTCATCCA
TTGAACCTGCACACCTTCCTCTCT
AGACCAGCTTGTCCGAATTGAGGT
TGGTCAGGGTTCCGCTCATCAATA
TCTGGAGGGAATAGGCAGCATTGT
ACCAGCAATTTGGATGTAAG
CTTTTTAACACGTCCCTCTG
TCAGCAGCGCCATGTACTC
GCAGCCTCTTGATCTACAATA
AGTATTACATCCAGTGACCC
AATTAGGACTAGCCATCCAC
CACAGTGATTGCCTGAGGAAGAG
TGCTGACGTAGGAATTTTTC
TCTTAAGCCGAATCATTTCC
TGGAGATGAGGCTTCTGCTT
TAAAACTAAGCATGCCCTTG
ATTTTCACAGGGGAGAAATC
CCCCTTTACACCTTCTTTTC
CAGGAATGAGAAGAGGCTGAGAC
TTCTTCCACATC ATGCCACTTGAG
TGCCTGAAGCTCTTGTTGATGTGC
ATCACCATCGCAAGGAACTCC
GTGAGCTTCCCGTTCAGC
ACGCTGAGCCAGTCAGTGTAGC
AGGTAGTCATCCATCTGTGT
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6. Analisis estadistico

Todos los datos han sido expresados como media aritmética £ error
estandar de la media (SEM). Para determinar la significancia estadistica, se
utilizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y un test de significancia a
posteriori (Fisher LSD). La significancia estadistica se considerd para un valor de
p<0.05. El analisis estadistico se realizd mediante la plataforma informatica
Sigma Stat 3.5 (Jandel Corporation, San Rafael CA EE.UU.)
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1. Efecto de FOS e inulina sobre distintos mecanismos
relacionados con la virulencia de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es el agente causante de un gran nimero de infecciones
en pacientes inmunodeprimidos en hospitales. El problema fundamental de
estas infecciones radica en la gran virulencia y la resistencia a antibidticos que
presenta esta bacteria, las cuales se deben, entre otras causas, a su capacidad
para formar biopeliculas y liberar toxinas mediante distintos sistemas de
secrecion. Diversos productos naturales han demostrado su capacidad para
inhibir el crecimiento bacteriano. En concreto, FOS e inulina inhiben el
crecimiento de bacterias patogenas como Salmonella typhimurium, S. enteritidis
y Listeria monocytogenes, asi como del hongo Candida albicans. El objetivo de
esta seccion es estudiar el efecto de FOS e Inulina sobre la proliferacidon de P.
aeruginosa y de diversos mecanismos que contribuyen a su virulencia.

1.1. Efecto de FOS e inulina sobre la proliferacion de Pseudomonas
aeruginosa

Para estudiar el efecto de la inulina y de FOS sobre la proliferacion de P.
Aeruginosa PAO1, se utilizaron concentraciones de ambos productos entre 5y
20 mg/ml disueltas en medio minimo M9 suplementado con citrato. La inulina
causé solo cambios minimos en el crecimiento bacteriano, promoviéndolo a
concentraciones entre 5-15 mg/ml e inhibiéndolo minimamente a 20 mg/ml (Fig
1A). Del mismo modo, la adicidon de FOS a concentraciones entre 5y 15 mg/ml
estimuld el crecimiento bacteriano (Fig 1B). Sin embargo, a la concentracion de
20 mg/ml se observo una inhibicién importante del crecimiento. Dado que FOS
e inulina tan solo difieren en el grado de polimerizacion, este debe ser un
parametro importante en la actividad antibacteriana. Como control se realizd
una curva con OSLC a 20 mg/ml que mostré6 como estos promovian el
crecimiento bacteriano, a las mismas concentraciones a las que FOS presenta
efecto inhibidor, por lo que el efecto parece ser especifico de este. FOS e inulina
favorecieron el crecimiento bacteriano al utilizar medio minimo M9 (datos no
mostrados).
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Figura 1: Efecto de FOS e inulina sobre la proliferacion de P. aeruginosa PAO1. Las curvas
de crecimiento de P. ageruginosa se realizaron en medio minimo M9 suplementado con
citrato 50 mM a 37°C durante 24 horas. Los datos son representativos de uno de tres
experimentos independientes en los que se obtuvieron resultados similares.

1.2. Efecto de FOS e inulina sobre la formacion de biopeliculas por
Pseudomonas aeruginosa

Con el propodsito de estudiar la influencia de FOS e inulina en la
formacidon de biopeliculas, se cultivd P. aeruginosa PAO1 en presencia de
distintas concentraciones de ambos compuestos durante 6 horas (Fig 2 A).
Posteriormente se cuantificd la formacidn de las biopeliculas (Fig 2B). La figura
2B muestra la cantidad relativa de formacion de biopeliculas en funcidn de la
concentracion de inulina y FOS (escala logaritmica). Los resultados muestran
que estos compuestos tienen efectos opuestos; mientras que la inulina estimula
la formacidn de biopeliculas, FOS ejerce un efecto inhibitorio dependiente de
concentracidon. Al ajustar los datos a una ecuacién logistica sigmoidea (Fig 2B)
obtuvimos un valor de ECso de 2,1 mg/ml para FOS (inhibicidn) y 5,8 mg/ml para
inulina (estimulacién). La formacién de biopeliculas fue inhibida casi
completamente por FOS (4-8 mg/ml) en contraste con la inulina, que causé un
aumento del orden de 10 veces a concentraciones de hasta 10 mg/ml.

A continuacion, las biopeliculas formadas por los compuestos a 20
mg/ml fueron examinadas al microscopio (Fig 2C). En el grupo control se
detectd la formacion de biopelicula después de 4-6 horas. La adicidn de inulina
dio lugar a una biopelicula mas consistente a las 6 horas, mientras que las
bacterias tratadas con FOS presentaron una biopelicula similar al control a las 4
horas, pero que habia desaparecido a las 6 horas (Fig 2C).
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Figura 2: Formacion de biopeliculas por P. aeruginosa. (A) Formacion de biopeliculas en
placas de 24 pocillos. (B) Representacion de la cantidad relativa de biopelicula frente al
logaritmo de la concentracién de los compuestos. Los datos se ajustaron a una curva
sigmoidea con el fin de calcular los valores de ECsy. Los datos han sido expresados como
media aritmética y son representativos de 3 experimentos independientes. (C) Imagenes al
microscopio de la biopelicula formada por P.aeruginosa a 2, 4 y 6 horas.

1.3. Efecto de FOS e inulina sobre la motilidad de Pseudomonas
aeruginosa

P. aeruginosa presenta tres tipos diferentes de motilidad: swimming,
swarming y twitching. La motilidad tipo swimming (“natacién” o “nado”) se
debe a un movimiento natatorio propio de bacilos flagelados y se realiza en la
pelicula de agua que queda sobre los medios de cultivo sdlidos. La tipo
swarming (“bullir” o “en manada”) es un movimiento coordinado de bacterias a
lo largo de una superficie que también requiere la existencia de flagelos, en
contraposicién a la motilidad tipo twitching (“movimiento espasmaddico”)
caracterizado por un movimiento desorganizado en el que no se necesitan estas
estructuras. Tanto el fendmeno swarming como el twitching son necesarios
para la formacién de biopeliculas. Estudiamos el efecto de inulina y FOS (5
mg/ml) sobre la motilidad de P. aeruginosa en placas de agar y en suspension
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(Fig 3A). FOS inhibié la motilidad tipo swarming y twitching, mientras que la
inulina tuvo efectos contrarios (Fig 3By C).
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1.4. Efecto de FOS e inulina en la produccidon de citoquinas en
macréfagos infectados con Pseudomonas aeruginosa

La infeccidn y el daino tisular producen la activacion y reclutamiento de
células del sistema inmunolégico, siendo probablemente los macréfagos las
primeras células que se enfrentan con P. aeruginosa. La activacion de los
macrofagos se basa en el reconocimiento de patdgenos a través de receptores
de patrones moleculares como los TLR. Esto provoca grandes cambios en la
expresion génica y precipita la secrecidon de citoquinas proinflamatorias, como
IL-6 y TNF-a, que a su vez participan en el reclutamiento de células
inflamatorias. También afecta a la produccién de IL-10, citoquina
antiinflamatoria cuyo objetivo es moderar la respuesta inflamatoria. Con el fin
de estudiar las mejores condiciones para el experimento, incubamos las células
con P. aeruginosa PAO1l y determinamos la secrecion de IL-6 a distintos
intervalos de tiempo (datos no mostrados). Puesto que la mdxima
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concentracion de IL-6 se alcanzd a las 4 horas, se determind la secrecidn de IL-6,
TNF-a e IL-10 en macréfagos infectados con P. aeruginosa en presencia de FOS e
inulina en estas condiciones. En ausencia de bacterias (Fig 4), FOS e inulina
ejercieron un aumento no significativo de la secrecidon de citoquinas. La
infeccion con P.aeruginosa, por su parte, provocd un aumento significativo. La
secrecion de citoquinas desencadenada por P. geruginosa se vio atenuada de
forma generalizada en presencia de FOS, mientras que la inulina provoco tan
solo un descenso en los niveles de IL-6. En consecuencia, la presencia de inulina
y, especialmente, de FOS, reduce la respuesta inflamatoria de los macréfagos
frente a la infeccion bacteriana con P.aeruginosa. El efecto inhibitorio se debe
probablemente a una interaccidn directa con P. aeruginosa, puesto que ni FOS
ni inulina inhiben la produccidn de citoquinas en ausencia de la bacteria.

1.5. Efecto de FOS e inulina en la Activacion de NF-xB por
Pseudomonas aeruginosa

Puesto que las vias de sefalizacion de MAPK y NF-KB estan implicadas
en la produccién de TNF-a e IL-6 en macrdéfagos, decidimos estudiar el papel de
estas dos vias en la respuesta en la produccion de citoquinas mediada por FOS.
Una de las formas de activar NF-xB implica la degradacion de IkB-a como
consecuencia de su fosforilaciéon por IKK. Estudiamos el efecto de inulina y FOS
en la fosforilacién (activacidon) de IkB-a y MAPK (ERK, JNK, p38) mediante
western blot en macréfagos infectados con P. aeruginosa. Ni FOS ni inulina
afectaron a la fosforilacion de las tres MAPK, lo que sugiere que no estan
implicadas en la inhibicién de la secrecidn de citoquinas. Por el contrario, FOS
redujo la fosforilacion de IkB-a, demostrando una modulacién de la via de NF-
KB.

La activacion de NF-kB estd asociada con la translocacion al nucleo de
p65, uno de los componentes del complejo. Para confirmar el efecto de inulina 'y
FOS en la translocacion nuclear de NF-xB/p65, la cantidad de p65 fue
cuantificada mediante ELISA en un extracto nuclear de macréfagos después de
una hora de activacidn con P.aeruginosa e inulina o FOS (Fig 5B). Los resultados
confirmaron que FOS reduce la translocacion de NF-xB/p65, mientras que la
inulina no tuvo ningun efecto. Por tanto, el efecto de FOS esta asociado con una
menor activacion de la via de sefializacion de NF-xB.
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Figura 4: Efecto de FOS e inulina en la respuesta inflamatoria de los macréfagos contra P.
aeruginosa. Los macréfagos fueron incubados con P. geruginosa (ratio 1:5) durante 4 horas
en presencia de FOS e inulina (5 mg/ml). Posteriormente se determind la produccién de (A)
IL-6, (B) IL-10, y (C) TNF-a en sobrenadantes mediante ELISA. Los datos han sido expresados
como media aritmética + error estdndar de la media (SEM)(n=6).*p<0,05 vs Control sin
bacteria; &p<0,05 vs Control con bacteria.
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Figura 5: Efecto de FOS e inulina en la activacion de NF-KB por Pseudomonas aeruginosa.
(A) Los macréfagos fueron infectados con P. aeruginosa en presencia de FOS e inulina (5
mg/ml). Después de 4 horas se determind por Western blot la expresidon de ERK, p-ERK, p-
p38, p-JNK. Después de una hora de incubacion se determind la expresion de p-lkB. Se
utilizé a-actina como control. (B) La activacion de NF-xB se determind mediante la medida
de la translocacién al nucleo de p65. Los datos han sido expresados como media aritmética
t error estandar de la media (SEM)(n=3).*p<0,05 vs Control sin bacteria; &p<0,05 vs Control
con bacteria.
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1.6. Efecto de la virulencia de P. aeruginosa en la regulaciéon por FOS
e inulina

Puesto que la inhibicion del crecimiento bacteriano y de la formacidn de
biopeliculas mediada por FOS podria reducir la virulencia de la bacteria,
planteamos la posibilidad de que la respuesta de células eucariotas a la
infeccion podria estar modulada por la presencia de este oligosacarido y por su
influencia en la virulencia de la bacteria. Al objeto de verificar esta hipétesis,
estudiamos inicialmente el efecto de dos cepas de P. aeruginosa con distintos
niveles de virulencia en la respuesta de los macrofagos. Concretamente
utilizamos mutantes PtxS y PtxR, dos reguladores transcripcionales que
controlan la expresion del gen toxA, que codifica un factor de virulencia, la
exotoxina A.

Tanto PtxR como PtxS juegan un papel importante en la regulacién del
promotor Py.a. La mutacion en ptxS aumenta la expresion de toxA, mientras que
la delecion de ptxR provoca su reduccion. Como puede observarse en la Fig 6B
el mutante ptxS produjo significativamente mayor cantidad de exotoxina A que
el mutante ptxR (Fig 6B). Asimismo, el mutante ptxS se caracterizd por un
incremento en la secrecidon de piocianina por P. aeruginosa, pigmento
relacionado con su virulencia y con la formacidon de biopeliculas, como puede
observarse en la Fig 6. Por el contrario, el color del mutante ptxR fue similar al
de la cepa control. Como cabria esperar, la virulencia de las distintas cepas se
tradujo en diferencias en cuanto a la citotoxicidad en macréfagos, examinada en
nuestro caso 4 horas después de la infeccion mediante un kit que determiné la
actividad lactato deshidrogenasa resultante de la ruptura de los macréfagos y su
consecuente liberacion al medio de cultivo. La citotoxicidad fue mayor con el
mutante ptxS (Fig 6C), que produjo la muerte de aproximadamente el 25% de
las células, seguida de la cepa control (10% de muerte celular) y del mutante
ptxR, que de hecho no llegd a ser citotoxico.
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Figura 6: Efecto de las distintas cepas de P. aeruginosa PAO1 en macréfagos. (A) La cepa
control y las mutantes deficientes en ptxS y ptxR se cultivaron en medio minimo M9
suplementado con citrato 50mM durante 24 horas. El color azul-verdoso indica la secrecion
de piocianina. (B) Determinacidn de la secrecién de exotoxina A mediante western blot. (C)
La mortalidad de los macréfagos inducida por P. aeruginosa se calculé mediante la
liberacidon de lactato deshidrogenasa citoplasmatica. Los datos han sido expresados como
media aritmética * error estandar de la media.*p<0,05 vs Control sin bacteria; &p<0,05 S
Control con bacteria.

El perfil de secrecidon de citoquinas siguid un patrén similar, siendo
mayor cuando los macréofagos fueron cultivados en presencia de la cepa
mutante ptxS, seguida por la cepa control y finalmente por la cepa mutante ptxR
(Fig 7). Para las tres cepas bacterianas analizadas, FOS causé una reduccién
bastante pronunciada en la produccidon de citoquinas (Fig 7), que fue menor en
el caso de la inulina. La reduccién mediada por FOS e inulina fue mayor en el
mutante ptxS que en la cepa control, lo que sugiere que las cepas virulentas
podrian ser mas sensibles al efecto de los oligosacaridos.

Con el fin de analizar el efecto de FOS e inulina en la virulencia de P.
aeruginosa, la exotoxina A fue cuantificada en sobrenadantes de bacterias
cocultivadas con células eucariotas, asi como en el interior células eucariotas. Se
utilizaron con este fin células IEC18, que forman monocapas y son capaces de
responder a P. aeruginosa, por tratarse de células adherentes y por tanto ser
mas facil la separacion de las bacterias de las células eucariotas mediante lavado
con PBS y gentamicina. La adicion de FOS e inulina no afectd a los niveles de
exotoxina A secretados al medio en ausencia de células IEC18 (datos no
mostrados). FOS redujo los niveles de exotoxina A intracelular en células IEC18
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cocultivadas con P. aeruginosa, mientras que no se observaron cambios
significativos al adicionar inulina (Fig 8). Estos datos sugieren que la secrecidon de
exotoxina A dependiente del sistema tipo Il de P. aeruginosa al citosol es
inhibida por FOS, limitando su virulencia.
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Figura 7: Efecto de inulina y FOS en la respuesta inflamatoria de los macréfagos contra las
distintas cepas de P. aeruginosa. Los macréfagos se incubaron con las distintas cepas de P.
aeruginosa (ratio 1:5) durante 4 horas en presencia de FOS e inulina (5 mg/ml). Se
determind la produccion de (A) IL-6, (B) IL-10, y (C) TNF-a. Los datos han sido expresados
como media aritmética + error estdndar de la media (n=6).*p<0,05 vs Control con bacteria
control; &p<0,05 vs Control con mutante ptxS.
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Fig 8: Expresidon de exotoxina A en células IEC18 infectadas con P. aeruginosa tratadas con
FOS e inulina. (A) Determinacidén de exotoxina A intracelular en células IEC18 cocultivadas
con P. aeruginosa en presencia de FOS e inulina. (B) Cuantificacion densitométrica
utilizando a-actina como control. Los datos han sido expresados como media aritmética *
error estandar de la media (n=3). &p<0,05 vs Control.
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2. Efecto de los OND sobre células del epitelio intestinal

2.1. Efecto de los OND en la produccion de citoquinas en células
epiteliales intestinales

En objetivo inicial de nuestro trabajo consistié en caracterizar el posible
papel inmunomodulador de los OND, independiente de su efecto prebidtico,
sobre células de epitelio intestinal. Con este fin se estudiaron los OND mas
utilizados (FOS, inulina y GOS) y oligosacéridos aislados de leche de cabra, mas
similares a los de la leche humana en complejidad que los de otras especies de
mamiferos [338]. Estos OND fueron adicionados en distintas concentraciones
(0,05, 0,5 y 5 mg/ml) al medio de cultivo de células IEC18. Las células IEC18
constituyen una linea celular de ileon de rata de caracter no tumoral. Tras 24
horas de incubacién se determiné la produccién de GROa y MCP1 en el medio
de cultivo. Todos los OND incrementaron la producciéon de ambas citoquinas,
siendo los de mayor eficacia los OSLC, seguidos por inulina, GOS y finalmente
FOS, que no llegd a producir ningun efecto sobre la produccidon de MCP1 (Fig 9).
El efecto fue dependiente de concentracion, alcanzandose el maximo a 5 mg/ml
en todos los OND.

Dada la efectividad de los tratamientos, se estudié un mayor rango de
citoquinas y otras proteinas inflamatorias expresadas por las células epiteliales
intestinales en general, y por las IEC18 en particular, mediante un analisis
multiplex. Estos resultados confirmaron el incremento en la produccidon de
GROa y MCP1 y mostraron también este efecto sobre MIP2 aunque no se
observaron cambios generalizados en ICAM, IL6, eotaxina, CXCL10 o RANTES
(Fig 10). Por el contrario, la produccién de estas proteinas si fue estimulada por
el control tratado con LPS. De hecho, produccidon de RANTES, la citoquina que
fue inducida en mayor medida por el LPS (86,2+7,8 veces), no se vio afectada
por ninguno de los OND. Todo esto confirma que los efectos
inmunomoduladores de los OND y el LPS en células IEC18 se solapan, al menos
parcialmente, aunque son diferentes.
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Figura 9: Produccién de GROa y MCP1 inducida por los OND en la linea celular IEC18. Las
células fueron incubadas durante 24 horas con los OND a 0,05, 0,5y 5 mg/ml. Se determinéd
GROa y MCP1 en el sobrenadante mediante ELISA. Los datos han sido expresados como
media aritmética * error estandar de la media (SEM) y son representativos de dos
experimentos distintos (n=6)."p<0,05 vs grupo control.
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Figura 10. Secrecion de citoquinas e ICAM inducida por LPS y los OND en la linea celular
IEC18: Las células fueron incubadas con los OND (5 mg/ml) o LPS (1 pug/ml) durante 24
horas. Se determind la produccién de citoquinas e ICAM en el sobrenadante mediante un
ensayo multiplex. Los datos han sido expresados como media aritmética * error estandar de
la media (SEM) y son representativos de dos experimentos distintos (n=10)."p<0,05 vs grupo
control.

2.2. Mecanismo de accion implicado en el efecto inmunomodulador
de los OND en células epiteliales intestinales

Una vez evidenciado el efecto de los OND sobre la produccion de
citoquinas en IEC18, nos dispusimos a estudiar el mecanismo de accién de dicho
efecto. Dada la escasa magnitud de la accién de FOS, este oligosacarido fue
excluido del estudio. En primer lugar nos centramos en una de las principales
vias inmunoldgicas, ya mencionada en la introduccidon: la via de NF-KB. Para
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conocer la implicaciéon de esta via utilizamos Bay11-7082, un inhibidor
farmacolégico de la fosforilaciéon de IKkB-a, proceso indispensable para la
translocacion del factor de transcripcion al nicleo mediante la via cldsica. La
presencia del inhibidor dio lugar a un descenso significativo de la produccién de
GROa y MCP1 provocada por inulina, GOS y OSLC. Por el contrario, la
wortmanina, un inhibidor de fosfoinositol 3 kinasa (PI3K), enzima responsable
de la activacion de AKT, no produjo ningin efecto (Fig 11). Finalmente se
estudid la implicacion de las principales MAPK mediante el uso de inhibidores
para p38, ERK1/2 y JNK. El efecto de los OND fue parcialmente inhibido, aunque
dicha disminucion fue menor que la producida por Bayl1-7082. En
consecuencia, P38 y JNK, pero no ERK, estan implicados en la secreciéon de
MCP1 y GROa inducida por los OND, aunque con un papel muy secundario (Fig
12).
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Figura 11: Secrecion de citoquinas inducida por los OND en IEC18 tratadas con inhibidores
de NF-KB y PI3K. Los inhibidores de NF-KB y PI3K Bay 11-7085 (10 M) y wortmanina (1 uM)
se afiadieron a monocapas confluentes de IEC18 durante 1 hora antes de la adicidn de los
OND (5 mg/ml). Se determind la produccién de GROa y MCP1 en sobrenadantes recogidos a
las 24 horas mediante ELISA. Los datos han sido expresados como media aritmética * error
estandar de la media (SEM) y son representativos de dos experimentos distintos
(n=6)."p<0,05 vs grupo control DMSO;*p<0,05 vs el correspondiente grupo de OND.

Dado que las células epiteliales intestinales expresan TLR4, el cual
reconoce el LPS bacteriano, una molécula glicosilada compleja como los OND,
formulamos la hipdtesis de que estos pudieran actuar como ligandos de este
receptor. Al objeto de contrastar esta hipdtesis, procedimos a la generacion de
lineas estables de células IEC18 en las que la expresion génica de TLR4, asi como
de su molécula transductora de seifal MyD88, estaba silenciada mediante el uso
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de shRNA introducido a través de particulas de lentivirus. MyD88 actua de
hecho como proteina adaptadora comun a todos los TLR, exceptuando TLR3. Los
resultados muestran que el silenciamiento de TLR4 se tradujo en un descenso
en la secrecion de citoquinas del 59-77%, a excepcion de la secrecién de GROa
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Figura 12: Efecto de los inhibidores de MAPK en la produccidén de citoquinas inducida por
los OND en células IEC18. Los inhibidores de MAPK SB-203580 (p-38), PD-98059 (ERK1/2) y
SP-600125 (JNK) se afiadieron a una concentracién final de 10 uM, 1 hora antes de la
adicion de los OND (5 mg/ml). La produccién de GROa y MCP1 se determiné en el
sobrenadante recogido a las 24 horas mediante ELISA. Los datos han sido expresados como
media aritmética * error estandar de la media (SEM) y son representativos de cuatro
experimentos distintos (n=12)."p<0,05 vs grupo control DMSO; *p<0,05 vs el
correspondiente grupo de OND.

producida por inulina, que apenas se vio inhibida (Fig 13). Analogamente, el 42-
65% de la respuesta a inulina, GOS y OSLC fue sensible al silenciamiento de
MyD88 tanto al medir GROa como MCP1 (Fig 14). La produccién de citoquinas
provocada por la estimulacion de LPS fue inhibida sustancialmente como
consecuencia de ambas estrategias, indicando un silenciamiento efectivo.

Con el propdsito de estudiar el efecto de los OND en lineas celulares
humanas se utilizaron células Caco-2 y HT29, ambas de caracter tumoral,
procedentes de un adenocarcinoma de colon la primera y colorrectal la
segunda. También se incluyeron células Caco-2/TC7, un subtipo de las Caco-2,
seleccionadas a partir de un pase tardio de estas, y que se caracterizan por ser
una poblacidon mas homogénea. Tal y como muestra la Figura 15, las células
HT29 respondieron a FOS, inulina y OSLC aumentando la produccion de ILS,
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guimioquina homoéloga a GROa en humanos, aunque en menor medida que en
células IEC18. Sin embargo, la adicidon de GOS no tuvo ninglin efecto. Ni las
Caco-2 ni su subtipo Caco-2/TC7 respondieron a la estimulacién con OND. Estos
resultados concuerdan con la respuesta de las diferentes lineas celulares a LPS,
que fue menor en HT29 comparando con IEC18 y apenas existente en Caco-2 y
Caco-2/TC7 (Fig 15).
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Figura 13: Efecto del silenciamiento de TLR4 en la secrecion de citoquinas inducida por los
OND en IEC18. La expresién de MyD88 en IEC18 fue silenciada mediante shRNA. Las células
silenciadas fueron incubadas con los OND (5 mg/ml) durante 24 horas y la produccién de
GROa y MCP1 se determindé en el sobrenadante mediante ELISA. Los datos han sido
expresados como media aritmética + error estandar de la media (SEM) y son
representativos de dos experimentos distintos (n=6)."p<0,05 vs grupo control; *p<0,05 vs el
correspondiente grupo de OND.
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Figura 14: Efecto del silenciamiento de MyD88 en la secrecion de citoquinas inducida por
los OND en IEC18. La expresion de MyD88 en IEC18 fue silenciada mediante shRNA. Las
células silenciadas fueron incubadas con los OND (5 mg/ml) durante 24 horas y la
produccion de GROa y MCP1 se determiné en el sobrenadante mediante ELISA. Los datos
han sido expresados como media aritmética * error estdandar de la media (SEM) y son
representativos de dos experimentos distintos (n=6)."p<0,05 vs grupo control; *p<0,05 vs el
correspondiente grupo de OND.
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Por su parte, Unicamente las células IEC18 y Caco-2/TC7 presentaron
secrecion de MCP1. Los resultados fueron similares a los observados en la
produccién de GROa en IEC18, de forma que el tratamiento con los OND
incrementd la expresion de MCP1. Por el contrario, los OND inhibieron la
produccion de MCP1 en células Caco-2. El andlisis de la expresion de TLR4 en las
distintas lineas celulares mostrd una correlacion entre los niveles de produccidn
de IL8/GROa y MCP1 vy el nivel de expresidn de TLR4 De esta forma, las células
IEC18 expresaron TLR4 en mayor cantidad, seguidas de HT29, mientras que las
dos lineas de Caco-2 apenas expresaron este receptor (Fig 15).
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Figura 15: Correlacion entre la respuesta de las células epiteliales a LPS y OND vy la
expresion constitutiva de TLR4. (A) Se aislo el ARN total de monocapas confluentes de
células Caco-2, Caco-2/TC7, HT29 e IEC18. La expresion de TLR4 se analizd mediante RT-PCR
utilizando el 18s como gen de referencia. Los datos han sido expresados como media
aritmética £ error estandar de la media (SEM) y son representativos de dos experimentos
distintos (n=6).+p<0,05 vs grupo control. (B) Se afiadieron los OND (5 mg/ml) o LPS (3
ug/ml) a Caco-2 y HT29, (5 ug/ml) a Caco-2/TC7 y (1 ug/ml) a IEC18 durante 24 horas. Se
determind la produccion de MCP1, GROa en rata e IL8 en humano. Los datos han sido
expresados como media aritmética * error estdndar de la media (SEM) y son
representativos de dos experimentos distintos (n=6)."p<0,05 vs grupo control.

Con el fin de estudiar mas a fondo la implicacidon de TLR4 en el efecto
inmunomodulador de los OND, se utilizaron explantes coldnicos de ratones con
delecion génica de Tir4 y sus correspondientes controles (Fig 16). Una vez

106




Resultados

extraidos, los explantes se lavaron con una mezcla de antibidticos con el fin de
eliminar las bacterias y el posible efecto prebidtico. La secrecion basal de MCP1
fue similar en ambos tipos de ratones, mientras que la respuesta a LPS se vio
inhibida en los explantes de los ratones con delecidn génica. La produccion de
MCP1 en los ratones control fue mayor en los explantes tratados con los OND,
aunque tan solo GOS fue capaz de generar diferencias significativas. Sin
embargo, en los ratones con delecion génica de Tlr4, al afadir los OND, la
secrecion de MCP1 fue significativamente inferior comparada con la de sus
correspondientes grupos en ratones control en todos los casos
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Control LPS INU GOS OSLC

Figura 16: Produccidon de MCP1 inducida por OND en explantes coldnicos de ratones con
delecion génica de TLR4. Se procesaron los fragmentos de colon de ratones control y
ratones con delecion génica de TIr4 tratandolos con una mezcla de antibidticos. Se
afiadieron los OND (5 mg/ml) o LPS (10 ug/ml). Después de 24 horas se determind la
produccion de MCP1 en el sobrenadante mediante ELISA. Los datos han sido expresados
como media aritmética * error estandar de la media (SEM) y son representativos de tres
experimentos distintos (n=9)."p<0,05 vs grupo control;*p<0,05 vs el correspondiente control
de OND.

2.3. Interaccién LPS/OND

Considerando que los resultados obtenidos sugerian que TLR4 actua
como diana comun tanto para LPS como para los OND, examinamos el efecto
combinado de ambos productos en células IEC18. En concordancia con los
resultados anteriores, OSLC, GOS, inulina y FOS estimularon la produccién de
GROa y MCP1, aunque la respuesta fue mucho menor que la provocada por LPS
(Fig 17). La coadministracion de los distintos OND con LPS (con 60 minutos de
diferencia) resulté en un cambio en la induccién de citoquinas. FOS y LPS
tuvieron efectos sinérgicos, puesto que los niveles de GROa y MCP1 fueron
mayores que la suma de los efectos individuales. Por el contrario, inulina, GOS y
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OSLC redujeron de forma significativa los efectos del LPS en un 50%
aproximadamente para GROa y en un 80% para MCP1 (Fig 17).
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Figura 17: Interaccion entre los OND y LPS en células IEC18. Las células IEC18 se incubaron
con los OND (5 mg/ml) durante una hora y posteriormente con LPS (1 pug/ml) durante 24
horas mdas. Se determind la producciéon de GROa y MCP1 en el sobrenadante mediante
ELISA. Los datos han sido expresados como media aritmética t error estdndar de la media
(SEM) y son representativos de dos experimentos distintos (n=6)."p<0,05 vs grupo
control;*p<0,05 vs el correspondiente control de OND; #p<0,05 vs grupo LPS.
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3. Efecto directo de GOS y FOS en ratones libres de gérmenes

3.1. Determinacion de parametros generales en el efecto directo de
OND en ratones libres de gérmenes y convencionales

Con el propdsito de estudiar los efectos directos de los OND
independientes de su efecto prebidtico, se administraron dietas enriquecidas
con GOS y FOS (5%), durante 4 semanas, a ratones al destete mantenidos en
condiciones de esterilidad. Ademas, se incluyeron en el experimento varios
grupos a los que se les administré un homogenado de bacterias muertas estéril
(0,016% HBE), o bien la combinacién de FOS o GOS con dicho homogenado, con
el fin de reproducir el efecto de los OND en presencia de antigenos en el lumen.
Finalmente, se utilizaron como controles, ratones mantenidos en condiciones
convencionales a los que también se les afladid GOS y FOS en la dieta.

Debido a las dificultades que supone el control de la evolucidn del peso
en animales mantenidos en instalaciones libres de gérmenes, tan solo se evalud
el peso de los ratones al final del experimento, no observandose diferencias
significativas entre animales libres de gérmenes y convencionales, ni entre los
animales tratados con FOS y GOS y sus respectivos controles (datos no
mostrados).

Una de las principales caracteristicas descritas en animales en
condiciones de esterilidad es un incremento en el tamafio del ciego, que en
ratas puede incluso alcanzar un 25% del peso total del animal [349]. Estos
animales también presentan heces mds blandas de lo normal [15]. En nuestro
experimento observamos un incremento no significativo en la ratio entre el
peso del ciego y la del ratdn en animales libres de gérmenes, ademas de heces
blandas. Cuando se asocio la administracion del HBE a GOS o FOS, se observd un
incremento del tamaiio relativo del ciego. Este efecto fue también observado en
ratones convencionales cuando se les administré FOS, pero no GOS (Fig 18A).

En animales en condiciones de esterilidad, la administracion de GOS y
FOS disminuyd significativamente la relacion entre el peso del higado y el peso
del ratdn. El tratamiento con GOS también redujo este pardmetro en ratones

109




Resultados

convencionales y en ratones en condiciones de esterilidad a los que se
administré combinado con el HBE (Fig 18B).
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Figura 18: Ratio relativas en el tratamiento con OND en ratones convencionales y
libres de gérmenes. (A) Relacion entre el peso del ciego y el peso del animal. (B)
Relacién entre el peso del higado y el peso del animal. Los datos han sido expresados
como media aritmética + error estandar de la media (SEM) (n=9).+p<0,05 vs grupo
control convencionales;*p<0,05 vs control LG; &p<0,05 vs control HBE LG

En lo que respecta al peso de los distintos segmentos intestinales, el
peso del duodeno y del yeyuno aumentd en ratones mantenidos en condiciones
de esterilidad (Fig 19) con y sin el HBE. Este aumento de peso no se correlaciond
en general con un aumento en la longitud de los segmentos intestinales (Fig 20).
Tan solo GOS revirtid ligeramente este efecto en duodeno, mientras que el
tratamiento con FOS, por el contrario, incrementd de forma significativa el peso
del yeyuno en ratones en condiciones de esterilidad. No hubo diferencias
significativas importantes ni en el peso ni en la longitud del ileon y del colon, a
excepcion de un aumento en la longitud del ileon en el grupo FOS con y sin el
HBE en condiciones de esterilidad, de la longitud del colon en el grupo FOS +HBE
y un aumento del peso del colon en el grupo FOS+HBE. FOS en animales libres
de gérmenes incrementd la ratio peso/longitud del colon en yetuno (datos no
mostrados).

Se realizd un estudio histoldgico del colon y Del yeyuno de ratones libres
de gérmenes tratados con los distintos OND y el HBE. El estudio histoldgico
muestra como las vellosidades en el yeyuno tienden a alcanzar una mayor
longitud en animales que han sido tratados con GOS y FOS en condiciones de
esterilidad (Fig 21). Estos datos se correlacionan con un aumento significativo de
la cantidad de proteina por gramo de yeyuno en ratones tratados con GOS y con
las combinaciones FOS y GOS con el HBE (Fig 22). En ratones convencionales los
OND también aumentaron este parametro.
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Figura 19: Peso de los segmentos intestinales en el tratamiento con OND en ratones

convencionales y libres de gérmenes. (A) Duodeno, (B) yeyuno, (C) ileon y (D) colon. Los

datos han sido expresados como media aritmética £ (SEM) (n=9).+p<0,05 vs grupo control

convencionales;*p<0,05 vs control LG; &p<0,05 vs control HBE LG.
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Figura 20: Longitud de los segmentos intestinales en el tratamiento con OND en ratones
convencionales y libres de gérmenes. (A) Duodeno, (B) yeyuno (C) ileon y (D) colon. Los
datos han sido expresados como media aritmética + (SEM) (n=9)."p<0,05 vs grupo control
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111




Control LG

HBE LG

GOSLG

GOSHBE LG

Resultados

FOSLG

-

FOSHBE LG
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No se observaron diferencias en la histologia del colon (datos no mostrados).

3.2. Efecto de los OND sobre la maduracion intestinal en ratones

libres de gérmenes y convencionales

La leche materna contiene aproximadamente un 12% de OND, que de

hecho constituyen la denominada fibra soluble de la leche [21]. Se considera

que estos podrian ejercer funciones importantes desde el punto de vista de la

proteccion del neonato, incluyendo la potenciacidon de la maduracion intestinal

[22]. Para evaluar la posible relevancia de FOS y GOS en el proceso de

maduracién en presencia y ausencia de microbiota, se emplearon como

parametros especificos la actividad de distintas enzimas que se expresan en el

borde en cepillo en intestino delgado: actividad fosfatasa alcalina (AP), leucin

aminopeptidasa (LAP), sacarasa y maltasa, en los distintos segmentos del

intestino.
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Los resultados mas destacables pueden resumirse el siquiente modo. En
primer lugar, la ausencia de bacterias produjo un incremento de la actividad AP
en todo el intestino delgado, pero no en el colon. No hubo ninglin efecto
resefable de los OND en el primer caso, mientras que en el colon los OND
aumentaron la actividad enzimatica en animales libres de gérmenes

(significativamente solo en el caso de GOS) (Fig.23).
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Figura 23: Actividad fosfatasa alcalina en distintos segmentos intestinales en ratones
convencionales y libres de gérmenes tratados con OND. (A) Duodeno, (B) yeyuno, (C) ileon
y (D) colon. Los datos han sido expresados como media aritmética £ error estandar de la
media (SEM) (n=9)."p<0,05 vs grupo control convencionales;*p<0,05 vs control LG; &p<0,05
vs control LG HBE.

La actividad LAP se vio inducida especificamente en ileon en condiciones
estériles, pero no se observaron efectos de los oligosacaridos. Sin embargo,
tanto GOS como FOS inhibieron LAP en el duodeno de ratones convencionales,
pero no en ratones libres de gérmenes. En yeyuno se aprecié la tendencia
opuesta, es decir, aumento de actividad enzimatica en ratones convencionales e
inhibicion en condiciones de esterilidad, aunque en todo caso poco
pronunciada. La actividad LAP se indujo nuevamente en colon por GOS pero no
por FOS en ratones libres de gérmenes exclusivamente (Fig 24). El efecto de
inhibicion enzimatica por OND en duodeno se observd asimismo para la
sacarasa y la maltasa en ratones convencionales, aunque solo fue significativo
en el primer caso. GOS incremento la actividad sacarasa en ileon y colon en vy la
maltasa en colon en ratones libres de gérmenes. (Fig 25 y 26).El tratamiento con
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GOS, FOS y el HBE disminuyd la sensibilidad de la AP a su inhibidor en colon de
ratones libres de gérmenes y convencionales. (Fig 27).
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Figura 24: Actividad leucin amino peptidasa en distintos segmentos intestinales en
ratones convencionales y libres de gérmenes tratados con OND. (A) Duodeno, (B) yeyuno,
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3.3. Efecto de los OND en la concentracidon de inmunoglobulinas en
plasma sanguineo en ratones libres de gérmenes vy
convencionales

Con el propdsito de estudiar el efecto inmunomodulador de los OND
sobre la produccion de inmunoglobulinas, se determind la concentracion de
estas en el plasma de ratones libres de gérmenes tratados con el HBE, FOS y
GOS, y sus combinaciones. Los datos obtenidos ponen de manifiesto una
reduccion en la concentracién de inmunoglobulina G total en ratones tratados
con FOS con y sin el HBE en condiciones de esterilidad. Por el contrario, no se
observaron diferencias en la concentracion de inmunoglobulinas A y M en
plasma (Fig 28).
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Figura 25: Actividad sacarasa en distintos segmentos intestinales en ratones
convencionales y libres de gérmenes tratados con OND. (A) Duodeno, (B) yeyuno, (C) ileon
y (D) colon. Los datos han sido expresados como media aritmética = (SEM) (n=9)."p<0,05 vs
grupo control convencionales;*p<0,05 vs control LG; &p<0,05 vs control LG HBE.
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Figura 26: Actividad maltasa en distintos segmentos intestinales en ratones
convencionales y libres de gérmenes tratados con OND. (A) Duodeno, (B) yeyuno, (C) ileon
y (D) colon. Los datos han sido expresados como media aritmética + error estandar de la
media (SEM) (n=9)."p<0,05 vs grupo control convencionales;*p<0,05 vs control LG; &p<0,05
vs control LG HBE.
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Figura 27: Sensibilidad de la AP a su inhibidor (levamisol) en colon de ratones
convencionales y libres de gérmenes tratados con OND. (A) Ratones convencionales y (B)
ratones libres de gérmenes. Los datos han sido expresados como media aritmética + error
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expresados como media aritmética £ (SEM)
(n=9)."p<0,05 vs grupo control LG.

3.4. Efecto de los OND en el estudio del transcriptoma en colon y

yeyuno en ratones libres de gérmenes.

Con el fin de profundizar en los posibles efectos directos de FOS y GOS,
independientes de sus acciones prebidticas, analizamos el transcriptoma de
colon y yeyuno en ratones libres de gérmenes tratados con FOS y GOS solos o
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combinados con el HBE mediante microarrays. Se utilizd la plataforma
MouseWG-6V2-beadcheap compuesta por 45281 sondas empleando 3
microarrays en cada grupo, siendo a su vez cada muestra la mezcla de 3
muestras (ratones) del mismo grupo. Los datos crudos fueron transformados a
log2 y normalizados. Se consideréd que existian diferencias significativas en
aquellos genes cuyo log ,fold change (tanto por uno) al comparar con el grupo
control fue mayor de 1,5 o menor de -1,5 en una lista de genes con un valor de
p <0,05. El ajuste del valor de p-value se realizé utilizando el procedimiento de
Benjamini-Hochberg con el fin de disminuir la aparicidn de falsos positivos.

La administracion de los distintos tratamientos modificé
sustancialmente la expresion génica en colon y yeyuno (tablas 5y 6).

Tabla 5: Nimero de genes cuya expresion estd modificada de forma estadisticamente
significativa en yeyuno de ratones libres de gérmenes

Genes Genes inducidos Genes inhibidos
modificados
totales

HBE LG vs Control LG 414 65 349

GOS LG vs Control LG 390 242 148

FOS LG vs Control LG 638 191 447

GOS+HBE LGvs HBELG 630 383 247

FOS+HBE LG vs HBE LG 1528 768 760

Tabla 6: Nimero de genes cuya expresion estd modificada de forma estadisticamente
significativa en colon de ratones libres de gérmenes

Genes Genes inducidos Genes inhibidos
modificados
totales

HBE LG vs Control LG 408 71 337

GOS LG vs Control LG 254 138 116

FOS LG vs Control LG 306 96 210

GOS+HBE LGvs HBE LG 1121 722 399

FOS+HBE LG vs HBE LG 834 528 306

En las figuras 29 y 30 se describen los distintos genes modificados en
comun por los tratamientos en yeyuno y colon. En yeyuno cinco genes fueron
inducidos en comun por los tres tratamientos (GOS, FOS y el HBE), entre los que
destaca el gen Ctnnb1, que codifica la proteina catenina beta 1, componente del
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B
A 2 83
39 11
GOS HBE HBE GOS HBE HBE
247 349 383 65
13 124 61 43 > 18 1
GOS 52 FOS GOS 32 FOS
148 447 242 191

Figura 29: Numero de genes cuya expresion esta modificada de forma estadisticamente
significativa en yeyuno de ratones libres de gérmenes A) Inhibiciéon de la expresién y B)
aumento de la expresidon con respecto al control LG en los grupos HBE, GOS y FOS y con
respecto al HBE LG en los grupos GOS HBE y FOS HBE.

A 196 B 31¢
196 157 44
GOS HBE HBE FOS HBE GOS HBE HBE
399 337 306 722 71
4 20 17 4 45 3 43
9
GOS 41 FOS GOS 32 FOS
116 210 138 528

Figura 30: Numero de genes cuya expresion esta modificada de forma estadisticamente
significativa en colon de ratones libres de gérmenes A) Disminucion de la expresién y B)
aumento de la expresion con respecto al control LG en los grupos HBE, GOS y FOS y con
respecto al HBE LG en los grupos GOS HBE y FOS HBE.

complejo de adhesién cadherina, mediador en el proceso de adhesidn célula-
célula. La catenina beta 1 también esta implicada en la regulacion de genes
relacionados con el crecimiento y diferenciacién celular. Ocho genes fueron
inhibidos por los tres tratamientos. Entre ellos cabe destacar Defcr-rsi
(secuencia 1 relacionada con defensina alpha), gen expresado por las células de
Paneth [350] que codifica un péptido con funcién antimicrobiana [351]. En lo
que respecta a la expresion de genes en colon, tan solo el gen Prrx1 fue inducido
por los tres tratamientos. Este gen codifica la proteina PRRX1, que actla como
un coactivador de la transcripcion del factor de respuesta al suero, una proteina
requerida para la induccion de genes por factores de crecimiento y
diferenciaciéon. Tan solo 9 genes fueron inhibidos por los 3 tratamientos en
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colon. Entre ellos cabe destacar la represion del gen que codifica la subunidad vy
de EnaC, responsable del transporte electrégenico de sodio, implicado en el
mantenimiento de la homeostasis del agua en el organismo .

A continuacion se utilizé la plataforma informatica Ingenuity, la cual
permite valorar las distintas funciones celulares y moleculares que se
encuentran modificadas utilizando bases de datos gendmicas previamente
establecidas. Dicha plataforma también es capaz de predecir en que sentido
(activado o inhibido) se encuentra modificado un efecto concreto. La
implicacion de funciones bioldgicas, vias de sefalizacidon, etc., se basa en el
mayor o menor peso de los genes alterados en cuanto a su nivel de expresion
por los distintos tratamientos comparado con el total de genes del
transcriptoma, filtrados por un test estadistico adecuado (z-score). Existe cierta
concordancia en las funciones modificadas por los distintos tratamientos en
yeyuno (tabla 7). Cabe destacar que la principal funcién molecular afectada por
la administracion del HBE fue el metabolismo lipidico, mientras que GOS afectd
principalmente al crecimiento y proliferacion celular. Esta funciéon fue la
segunda mas afectada por la administracion de FOS y se encontrd también entre
las mas afectadas en los otros grupos que recibieron OND en combinacidn con
el HBE. EL HBE solo o combinado con GOS y FOS produjo una alteracién en la
funcidn definida como bioquimica de moléculas de pequefo tamafio. Las
alteraciones en el metabolismo lipidico en el grupo tratado con el HBE se
debieron a una disminucién de la absorcidén, sintesis y metabolismo de acidos
grasos mientras que en el grupo tratado con FOS y GOS implicaron un aumento
en estos procesos. Los tres tratamientos, HBE, GOS y FOS provocaron una
modificacion de la funcién movimiento celular. En los grupos HBE y FOS. esta
alteracién se debid principalmente a un descenso en el movimiento de
leucocitos. Resulté imposible predecir el sentido de la alteracién en el grupo
tratado con GOS. FOS solo y en combinacién con el HBE tuvo un efecto
especifico sobre el desarrollo celular, mientras que GOS y FOS alteraron las
interacciones célula-célula mediante la inhibicion de distintos procesos
bioldgicos.
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Tabla 7: Funciones moleculares modificadas en yeyuno en ratones libres de gérmenes
tratados con los OND.

Moléculas
Funciones moleculares modificadas asociadas Valor de p
HBE LG vs Control LG
Metabolismo lipidico 78 5,16E-11-1,19E-03
Bioguimica de moléculas de pequeio tamafio 90 5,16E-11-1,19E-03
Transporte molecular 70 6,35E-10-9,70E-04
Movimiento celular 72 1,27E-08-1,16E-03
Produccién de energia 16 2,27E-07-4,39E-04
GOS LG vs Control LG
Crecimiento y proliferacion celular 100 3,22E-07-1,54E-02
Modificaciones post-translacionales 16 1,04E-05-1,54E-02
Plegamiento de proteinas 8 1,04E-05-3,52E-05
Interaccion y sefalizacidn célula-célula 35 3,53E-05-1,54E-02
Movimiento celular 56 3,53E-05-1,54E-02
FOS LG vs Control LG
Movimiento celular 110 3,08E-10-3,71E-03
Crecimiento y proliferacion celular 162 3,91E-10-3,20E-03
Desarrollo celular 157 5,80E-09-3,70E-03
Interaccidn y sefializacion célula-célula 78 5,73E-08-3,80E-03
Muerte celular y supervivencia 144 5,18E-06-3,73E-03
FOS HBE LG vs SBH LG
Metabolismo de aminoacidos 64 2,12E-11-4,04E-03
Bioquimica de moléculas de pequefio tamafio 237 2,12E-11-4,04E-03
Sintesis de proteinas 131 4,58E-10-2,50E-03
Crecimiento y proliferacion celular 335 6,07E-10-4,04E-03
Desarrollo celular 284 4,92E-08-3,94E-03
GOS HBE LG vs SBH LG
Metabolismo lipidico 83 9,18E-09-5,98E-03
Bioquimica de moléculas de pequefio tamafio 110 9,18E-09-6,97E-03
Crecimiento y proliferacion celular 153 6,81E-08-6,91E-03
Produccidn de energia 20 1,14E-07-5,79E-03
Transporte molecular 108 2,73-07-5,79E-03
Movimiento celular 56 3,53E-05-1,54E-02
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Tabla 8: Funciones moleculares modificadas en colon en ratones libres de gérmenes

tratados con los OND.

Funciones moleculares modificadas
HBE LG vs Control LG

Metabolismo de farmacos
Metabolismo lipidico

Transporte molecular
Bioquimica de moléculas de pequefio
tamafio

Crecimiento y proliferacién celular
GOS LG vs Control LG

Movimiento celular

Interaccidn y sefializacién célula-célula
Funcién y mantenimiento celular
Metabolismo lipidico

Transporte molecular

FOS LG vs Control LG

Movimiento celular

Interaccidn y sefializacidn célula-célula

Metabolismo lipidico
Bioquimica de moléculas de pequefio
tamaio

Transporte molecular

GOS HBE LG vs SBH LG
Movimiento celular

Muerte celular y supervivencia
Ciclo celular

Crecimiento vy proliferacion celular
Metabolismo lipidico

FOS HBE LG vs SBH LG

Metabolismo lipidico
Bioquimica de moléculas de pequefio
tamafio

Movimiento celular
Transporte molecular

Interaccidn y sefializacién célula-célula

Moléculas
asociadas

37
66

45
80

51
43
42
33
53

47
44
40

53
50

175
215
99
236
110

97

133
132
157
110

Valor de p

3,30E-06-1,33E-02
3,30E-06-1,50E-02
3,30E-06-1,50E-02

3,30E-06-1,50E-02
3,77E-06-1,50E-02

4,68E-09-8,76E-03
2,51E-07-9,10E-03
6,95E-07-9,57E-03
2,61E-06-9,29E-03
2,61E-06-9,10E-03

2,17E-08-8,91E-03
4,59E-08-8,26E-03
2,07E-07-8,18E-03

2,07E-07-8,26E-03
5,13E-06-8,26E-03

1,26E-10-4,39E-03
4,61E-10-4,91E-03
7,02E-09-4,89E-03
1,02E-08-4,66E-03
1,63E-08-4,89E-03

2,90E-07-6,54E-03

2,90E-07-6,54E-03
8,16E-07-6,54E-03
1,77E-06-6,54E-03
5,53E-06-6,69E-03
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En colon (tabla 8), se observd una modificacion en el metabolismo
lipidico en todos los grupos estudiados. A su vez, ambos OND, solos o
combinados con el HBE, provocaron una activacion de la funcion movimiento
celular. De forma especifica, FOS solo y asociado al HBE modificd las
interacciones célula-célula debido a un aumento de la atraccidn leucocitaria.

3.4.1. Efecto de los OND sobre genes implicados en el metabolismo
lipidico y del glutation en ratones libres de gérmenes

La deteccidon de modificaciones en el metabolismo lipidico en colon fue
una constante en todos los grupos ensayados; sin embargo, en la mayoria de los
casos fue imposible establecer si este fue resultado de una inhibicion o
estimulacion global del mismo. Con el fin de estudiar con mayor precision los
genes implicados en este fendmeno, y la relacidn existente entre estos,
utilizamos la plataforma Ingenuity para elaborar redes moleculares relacionadas
con distintos procesos bioldgicos. Asi, las alteraciones en el metabolismo
observadas en colon de ratones tratados con el HBE estaban asociadas a una
disminucidon en la expresién de genes que codifican distintas apoproteinas,
entre ellas APOB, APOC2 y APOC3 (Fig 31). A su vez, en la red molecular
pudimos observar diferencias significativas en la expresidon de varias enzimas
implicadas en la inactivacidon de radicales libres, como glutation S trasnsferasa
alpha 3 (Gsta3), glutation S trasnsferasa alpha 1 (Gstal), glutation S transferasa
kappal(Gstkl) y glutation peroxidasa 2 (Gpx2), esta ultima responsable de la
mayoria de las reacciones de reduccién de perdxido de hidréogeno dependiente
de glutation que se llevan a cabo en el epitelio del tracto gastrointestinal.Estas
vias no solo estaban alteradas en el colon de ratones tratados con el HBE, sino
qgue también se observaron diferencias en la expresion de distintas apoproteinas
en el colon en el resto de los grupos tratados e incluso en yeyuno de ratones
tratados con FOS+HBE (Fig 32A-B). La expresion de diversas enzimas implicadas
en la reacciones redox del glutation estaban modificadas principalmente en
yeyuno de ratones tratados con FOS y GOS asociados al HBE y en colon en el
grupo al que se administrd el HBE, tal y como podemos ver en la red molecular,
asi como en los grupos en los que este estd asociado a FOS y GOS (Fig 31, 32B-
C).
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Figura 31: Modificacidon de la expresiéon de genes implicados en el metabolismo lipidico y

bioquimica de moléculas de pequefio tamafio en colon (HBE LG vs Control LG). Esquema
generado por la plataforma informatica Ingenuity.

YEYUNO
A .

FOS LG vs Control LG

GOS LG vs Control LG

HBE LG vs Control LG 1

FOS HBE LG vs HBE LG

GOS HBE LG vs HBE LG

T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

INCREMENTO

123




Resultados

COLON
B

FOS LG vs Control LG

HBE LG vs Control LG

GOS LG vs Control LG [F—

FOS HBE LG vs HBE LG _—|
GOS HBE LG vs HBE LG h
LA IR BRI B T L B B B |
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
INCREMENTO

C YEYUNO

FOS LG vs Control LG

GOS LG Control LG

HBE LG vs Control LG

FOS HBE LG vs HBE LG 1

GOS HBE LG vs HBE LG —
-15 -10 -05 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
INCREMENTO
D YEYUNO
FOS LG vs LG

GOS LGvs LG

| ——
HBE LG vs Control LG l——
FOS HBE LG vs HBE LG __‘

GOS HBE LG vs HBE LG

INCREMENTO

Figura 32: Modificacidon en la expresidon de genes en ratones libres de gérmenes tratados
con los OND. (A) Apoproteinas en yeyuno, (B) apoproteinas en colon, (C) enzimas
implicadas en las reacciones redox del glutation en yeyuno, (D) enzimas implicadas en las
reacciones redox del glutation en colon.
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3.4.2. Efecto de los OND sobre genes implicados en la modulacion de
la microbiota y funcion barrera en ratones libres de gérmenes

Finalmente, llevamos a cabo un estudio de expresion génica relacionada
con la modulacién de |la microbiota por la mucosa intestinal,
independientemente del andlisis realizado con Ingenuity. En concreto,
detectamos una inhibicion en la expresion de distintas moléculas de caracter
antimicrobiano en el yeyuno de los ratones tratados con HBE y FOS (alfa
defensinas, lisozima C péptidos de secuencia relacionada con defensinas), asi
como en el colon de los grupos FOS+HBE y GOS+HBE (defensinas, angiogenina 4,
fosfolipasa A2, y otras moléculas relacionadas como la intelectina 1, intelectina
b y moléculas resistin like). La expresion de genes correspondientes a las
proteinas que componen las uniones estrechas aumentd en colon de estos
grupos, a excepcion de Cldn5, cuya expresion estaba inhibida en ambos. Por el
contrario, en general el HBE inhibid la expresidon de estos genes. En colon el HBE
inhibié la produccién de TNF, mientras que FOS y GOS contrarrestaron este
efecto. Los oligosacaridos incluso incrementaron la expresion del receptor de
TNF (Tnfsfla). Otras moléculas de interés, como acuaporina 8, Cxc/10 o Efnal,
también mostraron diferencias significativas en su expresion en los distintos
grupos (Fig 33).

3.5. Estudio postgendmico

A continuacidn, se escogieron 16 genes basandonos en su importancia
bioldgica y las diferencias obtenidas en los distintos grupos, para realizar una
validacién del microarray en colon mediante RT-PCR. Entre los genes
seleccionados, encontramos genes que componen las uniones estrechas (Cldn4,
Cldn5, Ocln), moléculas de caracter antimicrobiano o capaces de modular la
microbiota (Defal, Pla2g2a, Ang4, Itin1), transportadores o genes relacionados
con el transporte hidroelectrolitico (Ednl, Aqp8, Slc26a3, Slc9a3, Atplal,
Atplbl, Scnnla, Scnnlb, Scnnlg) y otros (Cxcl10). La determinacion de la
expresion de estos genes mediante RT-PCR también se realizd en animales
convencionales. En condiciones de esterilidad aumentd significativamente la
expresion de Cldn4, Cldn5 y Ocin. El HBE inhibid parcialmente la expresion de
estos genes (Fig 34A). En ratones convencionales y libres de gérmenes FOS
incrementd la expresién de Cldn4 (Fig 34B-C). Asociado al HBE, GOS y FOS
también aumentaron la expresion de este gen de forma significativa (Fig 34D).
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Figura 33: Modificacion en la expresion de genes en ratones libres de gérmenes tratados
con los OND. (A) defensinas en yeyuno, (B) defensinas y moléculas relacionadas en colon y
(C) otros genes en colon.
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Figura 34: Determinacion de la expresidon de claudinas y ocludina mediante RT-PCR en
colon de ratones convencionales y libres de gérmenes tratados con OND. Los datos han
sido expresados como media aritmética + error estandar de la media (SEM) (n=9)."p<0,05 vs
grupo control convencionales;*p<0,05 vs grupo control LG; &p<0,05 vs control HBE LG.

La expresion de Defal, Itinb y Cxcl10 fue inducida significativamente en
animales en condiciones de esterilidad, asi como la de Ang4, aunque esta ultima
de forma no significativa. El tratamiento con el HBE en condiciones de
esterilidad provocd una represion de los genes Itinb y Defal con respecto a los
animales libres de gérmenes (no significativo)(Fig 35A). En animales
convencionales FOS tiene un efecto inductor de la expresién de Cxcl/10 que se
repite en condiciones de esterilidad al administrar no solo FOS sino también
GOS. La expresion de Ang4, Itinb, y Defal fue reprimida por ambos tratamientos
por si mismos no significativamente (Fig 35 B-C). La combinacién de FOS y GOS
con el HBE inhibid la expresion de Ang4 y Pla2g2a de forma significativa (Fig 35
D).

El estudio del transcriptoma coldnico mostrdé un efecto
predominantemente inhibidor del HBE sobre la expresidon de distintos genes
relacionados con el transporte entre los que destacamos ednl1, Scnnlb y Scnnlg
(subunidades B y y ENaC). Puesto que estos genes tienen una baja expresion en
condiciones basales, estos resultados sugieren que en los animales libres de
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Figura 35: Determinacion de la expresion de moléculas secretadas en colon de ratones
convencionales y libres de gérmenes tratados con OND. Expresion génica en (A) controles,
(B) ratones convencionales y (C) ratones libres de gérmenes y (D) ratones libres de
gérmenes + HBE. Los datos han sido expresados como media aritmética + error estandar de
la media (SEM) (n=9)."p<0,05 vs grupo control convencionales;*p<0,05 vs grupo control LG;
&p<0,05 vs control HBE LG.

gérmenes estan sobre expresados. La estimulacidn de la expresidon de estos
genes podria ser una respuesta a la alteraciéon en la homeostasis del agua
observada en ratas mantenidas en condiciones de esterilidad [15]. Por tanto,
estudiamos mediante RT-PCR el efecto de los OND y de la microbiota en la
expresion de estos genes y de otros transportadores, que también estaban
modificados de forma significativa en distintos grupos segun el microarrays. En
concordancia con nuestra hipdtesis, los animales libres de gérmenes mostraron
un aumento significativo en la expresidn de Scnnlby Scnnlg (subunidades By vy
de ENaC), asi como de ednl (endotelina 1). Del mismo modo, el resto de genes
estudiados, Slc9a3 (NHE3), Agp8 (acuaporina 8) y Atplal (la subunidad a de la
bomba Na*/K’) estaban incrementados de forma significativa en ratones libres
de gérmenes, mientras que Atplbl (B ATPasa) y Slc26a3 (DRA), mostraron tan
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solo una tendencia en el mismo sentido. La subunidad a de ENaC (Scnnla) no se
afectd por la microbiota. Al administrar el HBE, la presencia de antigenos en el
lumen normalizd parcialmente el nivel de expresion de todos los genes
estudiados, exceptuando Atplbl (B ATPasa) (Fig 36A). En ratones
convencionales GOS aumentd la expresion de Atplal (a ATPasa), FOS de ednl,
y Slc/9a3 (NHE3) y ambos la de Agp8 (Fig 36 B). En animales libres de gérmenes
FOS y GOS aumentaron la expresion Scnnla (la subunidad o de ENaC) y de Agp8
(Fig 36 C). La combinacién GOS con el HBE aumentd la expresion de Scnnlb (B
ENaC). La combinacion de ambos OND con el HBE incrementé los niveles de
ARNm de Slc26a3 (DRA). Los datos confirman una inhibicién en la expresion de
Scnnlg (y ENaC) al administrar FOS y GOS en ratones en condiciones de
esterilidad. Sin embargo esta inhibicidn no fue significativa en ninguno de los
casos (Fig 36D). En conclusidn, los datos obtenidos mediante RT-PCR confirman
el aumento en la expresion de distintos genes implicados en el transporte
electrolitico en ratones libres de gérmenes, asi como la capacidad de normalizar
parcialmente este incremento mediante el tratamiento con el HBE. Este efecto
inhibidor del HBE no se produce al asociarlo a los OND en la dieta.

Al realizar la validacién del microarray mediante RT-PCR en colon se
obtuvo una buena correlacion global entre los datos obtenidos mediante ambos
métodos (R=0,83) (Fig 37).La mayoria de los genes mostraron una modificacion
en la expresion en el mismo sentido en microarrays y RT-PCR (Agp8, Ang4,
Cxcl10, Cldn4, Ocln, pla2g2a, slc26a3 y Scnnlg). En algunos casos, se observaron
diferencias en los resultados obtenidos mediante ambos métodos. Al
determinar la expresidn de Scnnlb y ednl mediante RT-PCR se observd un
aumento en los grupos FOS y GOS en contraposicidn con la inhibicidon detectada
mediante microarray. Sin embargo, mediante ambas técnicas se detecté una
inhibicion en la expresion de ambos genes en el grupo HBE. Tampoco
coincidieron los resultados obtenidos mediante RT-PCR y microarray en la
expresion de Cldn5 en los grupos GOS+HBE y FOS+HBE vy la expresion de /tinb en
los grupos FOS y FOS+HBE.
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Figura 36: Determinacion de la expresion de moléculas relacionadas con el transporte de
agua y electrolitos mediante RT-PCR en colon de ratones convencionales y libres de
gérmenes tratados con OND. Expresidn génica en (A) controles, (B) ratones convencionales
(C) ratones libres de gérmenes y (D) ratones libres de gérmenes + HBE. Los datos han sido
expresados como media aritmética + error estandar de la media (SEM) (n=9)."p<0,05 vs
grupo control convencionales;*p<0,05 vs grupo control LG; &p<0,05 vs control HBE LG.
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Figura 37: Validacién de los datos obtenidos mediante microarrays en el tratamiento con
OND en animales libres de gérmenes. (A) Genes seleccionados para realizar la validacion y
(B) correspondencia entre la media del log2 del fold change obtenido mediante
micrroarrays y la media del log2 del fold change obtenida mediante RT-PCR.
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3.6. Efecto de los OND en la concentracion de aldosterona
y corticosterona en plasma sanguineo en ratones libres
de gérmenes

Uno de los principales reguladores del transporte de sodio en el
intestino es la aldosterona. Este mineralocorticoide, entre otras acciones,
induce la transcripcion de las subunidades B y v de ENaC en colon distal, y
facilita la insercidon del trimero funcionalmente activo en la membrana apical,
estimulando la reabsorcidon de sodio y agua tanto en colon distal como en el
rindn. Por otra parte, la corticosterona es el principal glucocorticoide en rata y
raton y tiene funciones reguladoras del transporte hidroelectrolitico en el
intestino, ademdas de ser un precursor de la aldosterona. Puesto que los
resultados anteriores muestran una alteracion en la expresion de estas
subunidades, decidimos determinar los niveles de estos corticoides en plasma.
La ausencia de microbiota afectd de forma diferente a los niveles de
aldosterona y corticosterona, produciendo una disminucidn significativa de la
primera y un incremento de la segunda (Fig 38). EL HBE no alterd estos efectos.
FOS incrementd los niveles de aldosterona en ratones convencionales y en
ratones libres de gérmenes, solo o con el HBE. La administracion de GOS se
asocid con una tendencia similar en animales convencionales, la cual llegd a ser
significativa en ratones libres de gérmenes (con y sin el HBE). Los niveles de
corticosterona en plasma no se vieron afectados por los oligosacaridos en
condiciones convencionales, mientras que aumentaron en ratones libres de
gérmenes, efecto que soélo llegd a ser significativo en los grupos GOS y FOS+HBE.
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Figura 38: Concentracion de aldosterona y corticosterona en plasma de ratones
convencionales y libres de gérmenes tratados con OND. Las muestras de sangre se
obtuvieron, utilizando heparina como anticoagulante. Se determind la concentracién de
aldosterona y corticosterona en plasma mediante ELISA. Los datos han sido expresados
como media aritmética * error estdndar de la media (SEM) (n=9).+p<0,05 vs grupo control
convencionales;*p<0,05 vs grupo control LG; &p<0,05 vs control HBE LG.
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4. Estudio del papel de la microbiota en la expresion de
transportadores en colon

Dado que los resultados obtenidos indican un aumento en la expresion
de distintos transportadores en colon de ratones en condiciones de esterilidad,
decidimos estudiar en profundidad este fendmeno. En concreto, nos
planteamos en primer lugar confirmar el efecto que las alteraciones en la
expresidon génica asociadas a la vida en esterilidad tienen a nivel fisioldgico, y
concretamente en el transporte hidroelectrolitico. En segundo lugar, quisimos
abordar el estudio de estas alteraciones en ausencia (deplecidn masiva) de
microbiota no innata sino sobrevenida. Este enfoque tiene gran interés, pero
venia dado también por la dificultad de realizar estos experimentos en
condiciones libres de gérmenes. A continuacion, estudiamos el papel de FOS y el
HBE en el transporte hidroelectrolitico en ratones cuya microbiota habia sido
eliminada (animales pseudo estériles). Por ultimo, planteamos el papel de la
microbiota en transporte en el modelo de colitis inducido por DSS en ratones
mantenidos en condiciones de esterilidad y en ratones pseudo estériles.

4.1. Expresion de transportadores en colon y ciego de ratones
pseudo estériles.

Con el objetivo de eliminar la microbiota, se administré una mezcla de
antibidticos en agua de bebida durante 4 semanas, siguiendo protocolos
anteriormente establecidos [344].

La deplecion de la microbiota se comprobd mediante la extraccion de
ADN de heces y posterior cuantificacion del 16s mediante RT-PCR. A su vez, se
realizaron cultivos de heces en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis, que
confirmaron una reduccién significativa del nimero de bacterias en heces (Fig
39).
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Figura 39: Cuantificacion de bacterias en heces en ratones pseudo estériles. (A)
Cuantificacién 16s bacteriano en heces mediante RT-PCR y (B) cultivo de bacterias fecales
en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis. Los datos han sido expresados como media
aritmética + error estandar de la media (SEM) (n=7)."p<0,05 vs grupo control aerobios
totales;*p<0,05 vs grupo control anaerobios totales.

El tratamiento con antibidticos no afectd de forma significativa a la
evolucion del peso corporal de los animales (Fig 40A), al peso del higado (ratio
peso higado: peso corporal) o al peso y longitud del colon (Fig 40B). Sin
embargo, al igual que en los ratones estériles, los ratones pseudo estériles
mostraron un aumento en la ratio del ciego que fue significativa en este
experimento, confirmando la similitud existente entre ambos modelos (Fig 40B).
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Figura 40: Evoluciéon del peso corporal y parametros macroscdpicos en ratones pseudo
estériles. (A) evolucion del peso corporal, (B) ratio higado (peso higado/ peso ratén), ratio
ciego (peso ciego/ peso ratén) y peso colon/ longitud del colon. Los datos han sido
expresados como media aritmética + error estandar de la media (SEM) (n=7)."p<0,05 vs
grupo control.

El estudio de las heces no solo reveld una disminucidon en la carga
bacteriana, sino que también se observaron heces mas blandas en ratones
pseudo estériles, caracteristica que por otro lado también estd descrita en
ratones en condiciones de esterilidad. Este hecho fue confirmado al determinar
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el calculo del porcentaje de materia seca en heces, el cual presenté una
reduccion significativa en ratones pseudo estériles frente a los controles
normales (Fig 41).

)
S
I

Figura 41 :Porcentaje de materia
seca en heces de ratones pseudo
estériles. El porcentaje de materia
seca en heces se calculd a partir del
peso de heces frescas y de heces
sometidas a un proceso de
deshidratacion mediante incubacidn
en estufa 37°C durante 72 horas. Los
datos han sido expresados como
media aritmética * error estandar de
Control PE la media (SEM) (n=7)."p<0,05 vs
grupo control.

N w N o
=1 S S =}
! ! ! 1

MATERIA SECA EN HECES (%)

=)
!

o
I

A continuacion se determind la expresion de distintos transportadores y
moléculas relacionadas con el transporte de agua e iones en el colon de ratones
pseudo estériles. La reduccion de la flora bacteriana provocé un aumento
significativo en la expresion de genes que codifican diversos transportadores
relacionados con el transporte de sodio, entre ellos las subunidades a y y de
ENaC (Scnni1b y Scnnlg), asi como las subunidades a y B de la ATPasa de Na*/K"
(Atplal y Atplbl). También la acuaporina 8 (Agp8), asi como la endotelina 1
(edn1), mostraron un aumento significativo de su expresidon al eliminar la
microbiota. Otros transportadores también implicados en el transporte de
sodio, como NHE3 (S/c9a3), o la subunidad B de ENaC (Scnnlb), asi como el
antiportador cloruro/bicarbonato DRA (S/c26a3), mostraron una tendencia no

significativa a incrementar su expresién en colon.

Dadas las diferencias observadas en el tamafo del ciego tanto en
ratones en condiciones de esterilidad como en ratones pseudo estériles y la
distinta bibliografia que confirma la existencia de diferencias importantes no
solo en su tamano sino también en su contenido, decidimos estudiar también la
expresion de moléculas relacionadas con el transporte en este 6rgano. Al igual
que en colon, la expresion de a y y de ENaC (Scnnla y Scnnlg) se incrementd de
forma significativa al reducir la microbiota. El incremento en la expresion de
DRA (Slc26a3) y NHE3 (S/c9a3) también fue significativo, mientras que el resto
de moléculas, endotelina 1 (ednl), acuaporina 8 (Agp8),B ENaC (Scnnilb) asi
como las subunidades a y B de la ATPasa de Na*/K' (Atplal y Atplbl)
mostraron un aumento no significativo de su expresion en ciego.
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Figura 42: Determinacién de la expresién de moléculas relacionadas con el transporte de
agua y electrolitos por RT-PCR en ratones pseudo estériles. (A) colon y (B) ciego. Los datos
han sido expresados como media aritmética * error estdandar de la media (SEM)
(n=7)."p<0,05 vs grupo control.

La alteracion de la consistencia de las heces y de la expresion de
transportadores sugiere una modificacion en la absorcidn coldnica. Con el fin de
determinar la capacidad de absorcidon de agua se realizd un experimento de
colon ligado durante 30 minutos, el cual puso de manifiesto una disminucién no
significativa de la absorcidon en ratones pseudo estériles.

Figura 43: Absorcion colénica en
ratones pseudo estériles. El
volumen de absorcidn coldnica
expresado por unidad de tiempo vy
longitud del colon se determind
mediante la  introduccién de
solucion de Ringer en colon ligado
durante 30 minutos y posterior
cdlculo del volumen restante. Los
datos han sido expresados como
media aritmética t error estandar
Control PE de la media (SEM) (n=7)."p<0,05 vs
grupo control.
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4.2. Expresion de transportadores en colitis experimental inducida
por DSS en ratones libres de gérmenes

Una vez demostrada la influencia de la microbiota en el control de la
homeostasis del agua y su capacidad para modificar la expresidon de distintos
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transportadores en ciego y colon, planteamos el estudio en un modelo de colitis
experimental inducido por DSS en animales libres de gérmenes. La microbiota
juega un papel crucial en el desarrollo de inflamacién intestinal de forma que no
es sencillo inducir colitis en condiciones de esterilidad. Elegimos el modelo de
colitis por DSS dado que algunos estudios indican que los ratones libres de
gérmenes desarrollan colitis en este modelo. La colitis se indujo mediante la
administracion de distintas dosis de DSS (2% y 4%) en agua de bebida durante
una semana. Se incluyeron dos grupos a los que se afiadié en combinacion con
el DSS el HBE (0,016%) con el fin de determinar la influencia de los antigenos de
la microbiota en lumen. Finalmente, se realizd un experimento paralelo con
ratones convencionales como control en los que se utilizaron dosis de 1% 2% y
4% de DSS. Este experimento se realizd con dos objetivos diferentes: la
caracterizacion de la inflamacidon en ausencia de microbiota, objeto de estudio
de la tesis doctoral del Dr. Fermin Capitan Cafadas y el estudio de la alteracion
génica en moléculas relacionadas con el transporte en colon. Algunos de los
datos necesarios para constatar el grado de inflamacion de los animales han
sido previamente presentados en la mencionada tesis doctoral.

Tal y como esta descrito, los animales a los que se administré DSS
perdieron peso de forma significativa a partir del cuarto dia (Fig 44), ademas de
sufrir otros sintomas de colitis, como diarrea y hematoquecia. De los animales
en condiciones de esterilidad murieron tres ratones en el grupo DSS 4%, uno en
el DSS 2% + HBE y otro en el DSS 4% + HBE. Por el contrario, entre los animales
convencionales solo muriéd prematuramente un ratéon en el grupo DSS 4%. El
efecto del DSS sobre la pérdida de peso corporal fue dependiente del tiempo y
de la dosis. Cabe destacar que la suplementacion con HBE evitd este efecto con
la dosis de 2% de DSS.

Los animales convencionales tratados con DSS desarrollaron una
inflamacién intestinal de intensidad dosis dependiente caracterizada
principalmente por fibrosis e hiperemia (Fig 45). La relacién entre el peso y la
longitud del colon no aumentd significativamente, a pesar del engrosamiento
aparente (que fue valorado como parte del indice de dafio macrocdpico, ver Fig.
45). Ademds de colitis, los animales mostraron un incremento en el peso del
higado que fue significativo en el grupo DSS 2%.

Los animales libres de gérmenes presentaron un aspecto mas enfermizo
qgue los controles convencionales, con una menor movilidad espontanea y una
mayor tendencia a acurrucarse y decoloracidon marcada de orejas y o0jos. Una
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Figura 44: Evolucion del peso corporal en el modelo de colitis inducido por DSS en ratones
convencionales y libres de gérmenes. (A) Ratones convencionales y (B) ratones libres de
gérmenes. Los datos han sido expresados como media aritmética + error estandar de la
media (SEM) (n=9)."p<0,05 vs grupo control.

vez sacrificados, estos animales no mostraron hiperemia intestinal y se observd
una decoloracidn patente de sangre e higado. Todos estos datos sugieren que
los animales libres de gérmenes tratados con DSS pierden sangre en mayor
proporcidn que los animales convencionales. El colon de los ratones tratados
con DSS presentaba algunos signos de inflamacién, como fibrosis y fragilidad,
pero no engrosamiento de forma que el IDM resulté menor en animales en
condiciones de esterilidad, a pesar de que su estado general era mas grave (Fig
45. A excepcion del grupo tratado con DSS 2% y HBE, los ratones libres de
gérmenes no mostraron hepatomegalia (Fig 45).

En animales convencionales se observé un incremento de la actividad
mieloperoxidasa (MPQO) coldnica dependiente de la dosis de DSS, indicativo de
un aumento en la infiltracién de neutréfilos. También se determiné la actividad
AP, marcador de inflamacién y estrés epitelial, obteniéndose resultados
similares (Fig 46). La sensibilidad de la actividad AP al levamisol aumenté en el
tejido coldnico, lo cual es coherente con una mayor infiltracién de neutrdfilos
y/o con el cambio de isoforma descrito previamente en enterocitos [345]. Por el
contrario, en los animales libres de gérmenes no se observaron cambios en la
actividad MPO, ni en la sensibilidad de la actividad AP al levamisol, en tanto que
el incremento en la actividad AP fue menos acusado. De hecho, tanto la
actividad MPO basal como la sensibilidad de la AP al levamisol estaban
claramente disminuidos en ratones libres de gérmenes. La adicion del HBE no
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tuvo ningun efecto sobre estos pardmetros, a excepcion de una disminucién en
el porcentaje de inhibicidn de la actividad AP en el grupo DSS 2% + HBE.
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Figura 45: Parametros macroscépicos en el modelo de colitis experimental inducida por
DSS en ratones convencionales y libres de gérmenes. (A) Ratones convencionales y (B)
ratones libres de gérmenes. Los datos han sido expresados como media aritmética * error
estandar de la media (SEM) (n=9)."p<0,05 vs grupo control.
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Figura 46: Actividades enzimdticas en colon en el modelo de colitis inducido por DSS en
ratones convencionales y libres de gérmenes (A) Actividad mieloperoxidasa, (B) actividad
AP y (C) sensibilidad de la AP a su inhibidor (levamisol 1mmol/l) en ratones libres de
gérmenes y controles convencionales. La linea de puntos muestra la diferencia en la escala
entre graficas. Los datos han sido expresados como media aritmética + error estandar de la
media (SEM) (n=9)."p<0,05 vs grupo control.

A continuacion determinamos la expresidn de distintos marcadores de
inflamacion mediante RT-PCR. Observamos una inhibicidon en la expresion de
1110, 1117, Reg3g, Tnfa, Ifng, Il1b y S100a8 en animales libres de gérmenes que
no alcanzd significancia en ninguno de los genes estudiados (Fig 47C). En
ratones convencionales, la administracion de DSS 4% provocd por el contrario
un aumento significativo de la expresién de //1b y S100a8. Los niveles de ARNm
de Ifng y Tnfa también aumentaron como consecuencia del tratamiento con DSS
a todas las dosis estudiadas mientras que Reg3g e /117 solo a las dosis de 2 y 4%,

140




Resultados

e 1110 al 4% (Fig 47A). En ratones libres de gérmenes, se observaron menos
diferencias en los niveles de expresion de estos genes que incluyeron un
aumento significativo en Tnfa al administrar DSS 4% con y sin el HBE. También
un aumento no significativo de la expresion de Ifng, que revirtid como
consecuencia del tratamiento con el HBE y de $100a8 en el grupo DSS 4% con y
sin el HBE (Fig 47B).

Para completar el estudio anterior se analizaron distintos genes
relacionados con la funcidn barrera en el epitelio. En animales libres de
gérmenes los niveles de ARNm de ocludina y ZO1, proteinas que componen las
uniones estrechas en el epitelio intestinal, aumentaron, mientras que MUC3 fue
inhibido como consecuencia de la ausencia de microbiota (Fig 47). En ratones
convencionales, la expresidon de ocludina, ZO1 y MUC3 fue inhibida por el DSS a
todas las dosis estudiadas en el caso de los dos primeros genes, y en los grupos
DSS 2% y 4% para Muc3. En ratones libres de gérmenes el DSS no alterd la
expresion de ocludina y ZO1. Muc3 aumentd tan solo en los grupos a los que se
administré el HBE.
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A continuacidon, abordamos el estudio de la expresién de
transportadores en el colon. La ausencia de microbiota provocé un incremento
en la expresién de ednl, agp 8, Slc26a3 (DRA), Atplal, Atplbl (subunidades ay
B de la bomba Na“/K"), Scnnla, Scnnlb y Scnnlg (subunidades a, B y v de ENaC)
en los animales no expuestos a DSS (Fig 48).
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Figura 48: Determinacion de la
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relacionadas con el transporte
de agua y electrolitos
mediante RT-PCR en ratones
convencionales y libres de
gérmenes. Los datos han sido
expresados como media
aritmética t error estandar de
la media (SEM) (n=9)."p<0,05 vs
grupo control.
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Figura 49: Determinacion de la expresion de moléculas relacionadas con el transporte de
agua y electrolitos mediante RT-PCR en el modelo de colitis inducida por DSS en ratones
convencionales y libres de gérmenes. (A) ratones convencionales y (B) ratones libres de
gérmenes. Los datos han sido expresados como media aritmética + error estandar de la
media (SEM) (n=9)."p<0,05 vs grupo control.
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Por el contrario, el estado de esterilidad no afectd a la expresidon de Slc9a3
(NHE3). La administracion de DSS en ratones libres de gérmenes dio lugar a una
disminucion de los niveles de ARNm de Edn1, Atplal, Atplb1 (subunidades ay
B de la bomba Na*/K"), Scnnla, Scnnlb y Scnnlg (subunidades a, By y de ENaC),
Slc26a3 (DRA), aunque no siempre con caracter significativo). No hubo
diferencias en la expresion de Sic9a3 (NHE3) (Fig. 49B). La administracién de DSS
en ratones convencionales aumentd de forma significativa los niveles de end1
en el grupo tratado con DSS 4% y presentd una tendencia no significativa con
Atplal (o ATPasa). Se observd asimismo una reduccion generalizada en la
expresion de Scnnla Scnnlb y Scnnlg (afy ENaC), que curiosamente fue mas
pronunciada con la dosis de 2%, asi como de S/c9a3 (NHE3) y Agp8, y en menor
medida S/c26a3 (DRA) y Atplbl (BATPasa), aunque sin alcanzar en general
cardcter significativo (Fig 49A).

4.3. Expresion de transportadores en colitis experimental inducida
por DSS en ratones pseudo estériles

Con el fin de averiguar si se obtendrian resultados similares al inducir la
deplecién de la flora bacteriana en ratones convencionales, realizamos un
experimento similar en ratones pseudo estériles. Como en el caso anterior
(seccidn estudio del papel de la microbiota en la expresidon de transportadores
en colon y ciego de ratones pseudo estériles), se administrd una mezcla de
antibidticos a ratones convencionales con el fin de reducir la microbiota. A las 4
semanas se determind la proporcion de 16S bacteriano en heces, observdandose
una disminucion significativa con respecto el control (Fig 50). Una vez
comprobada la deplecion bacteriana, se inicié el tratamiento con DSS 3% en
agua de bebida. Los animales convencionales a los que se administré DSS
perdieron peso a partir de dia 4, mientras que los animales pseudo estériles se
mantuvieron estables (Fig 51A). Los ratones tratados con DSS mostraron un
incremento significativo en el indice de dafio macroscépico comparados con el
grupo control. El IDM en ratones DSS control triplicé el valor del de los ratones
DSS PE (Fig 51B). Sin embargo, no se observaron cambios significativos en la
relacion peso:longitud del colon y tampoco se observé hepatomegalia. Los
ratones que recibieron la mezcla de antibidticos mostraron un incremento
significativo del tamano del ciego, independientemente de la induccién de la
colitis (Fig 51C).
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Figura 50: Cuantificacion de bacterias en
heces en ratones pseudo estériles. Se

3
3 cuantificd el ADN 16s bacteriano en heces
° mediante RT-PCR después de administrar
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o . . .7 oy
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0.09 ey . .
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ratdn), ratio ciego (peso ciego/ peso ratén) y
peso colon/ longitud del colon. Los datos han
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" Control  3%DSS  PE 3% DSS PE 7)."p<0,05 vs grupo control; p<0,05 vs grupo
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PARAMETROS MACROSCOPICOS

La actividad MPO coldnica fue considerablemente mayor en el grupo
control DSS comparado con su correspondiente control no colitico, mientras
gue en animales pseudo estériles, el DSS no afectd significativamente a este
parametro (Fig 52). Por el contrario, la actividad AP coldnica no aumenté en
animales convencionales, y si en los pseudo estériles, al administrar DSS. Este
incremento se asocid a un descenso en la sensibilidad al levamisol in vitro.
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Figura 52: Actividades enzimaticas en colon
c en el modelo de colitis inducido por DSS en
ratones pseudo estériles. (A) Actividad
mieloperoxidasa, (B) actividad AP y (C)
sensibilidad de la AP a su inhibidor
(levamisol 1mmol/l).Los datos han sido
expresados como media aritmética + error
estandar de la media (SEM) (n=4-7)."p<0,05
vs grupo control; *p<0,05 vs grupo PE.
Control 3% DSS PE  3%DSS PE aritmética + error estdndar de la media

(SEM) (n=4-7)."p<0,05 vs grupo control.

% INHIBICION AP

Al realizar una tincion eosina-hematoxilina de los cortes histoldgicos
procedentes de colon distal, los animales convencionales tratados con DSS
mostraron signos de inflamacion, como infiltracién en la mucosa y submucosa,
asi como elongacion de las criptas y erosion epitelial. Sin embargo, en ratones
pseudo estériles, la estructura general de la mucosa se preservd
adecuadamente, detectandose tan solo una minima infiltracion leucocitaria (Fig

53).

Control PE

DSS DSS PE

Figura 53: Tincion eosina-hematoxilina en muestras histolégicas de colon en el modelo de
colitis inducido por DSS en ratones pseudo estériles.
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En el grupo control DSS la expresion de $S100a8, 1117, Ifng , Il1b e /110
en colon aumentd de forma significativa (Fig 54). También se observd un
incremento, no significativo, en la expresion de Tnfa y Reg3g. En ratones pseudo
estériles, el DSS no indujo la expresion de estos marcadores, sin embargo,
Muc3, Z0O1 y ocln , que no se afectaron en el grupo control, aumentaron su
expresion en animales pseudo estériles con DSS .
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Tal y como se habia descrito previamente, el porcentaje de materia seca
en heces de los ratones pseudo estériles fue inferior al de los ratones control
(Fig 55). Al administrar el DSS tanto en ratones controles como pseudo estériles,
este porcentaje descendid hasta alcanzar el mismo nivel en ambos grupos como
consecuencia de la diarrea provocada por el DSS.
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Figura 55: Evolucidon del porcentaje
de materia seca en heces en el

= Gonira modelo de colitis inducida por DSS

“ Pt e €N ratones pseudo estériles. El
50 porcentaje de materia seca en heces
33% > : se calculd a partir del peso de heces
gﬁ: . . frescas y de heces sometidas a un
2 + z proceso de deshidrataciénomediante
gzz: incubacion en estufa a 37 "C durante
%] * 72 horas. Los datos han sido
] e expresados como media aritmética
et DIZS oo error estandar de la media (SEM)
(n=4-7).4+p<0,05 Vs grupo

control;*p<0,05 vs grupo PE

La absorcién en colon no se vio afectada por el DSS en ratones
convencionales. En ratones en condiciones de pseudoesterilidad se registré un
descenso de la capacidad de absorcidn (no significativo), que desaparecid
totalmente a consecuencia de la exposicion a DSS (Fig 56).
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Figura 56: Absorcién colénica en el modelo de colitis inducida por DSS en ratones pseudo
estériles. El volumen de absorcidn coldnica expresado por unidad de tiempo y longitud del
colon se determind mediante la introduccion de solucién de Ringer en colon ligado durante
30 minutos y posterior cdlculo del volumen restante. Los datos han sido expresados como
media aritmética + error estdndar de la media (SEM) (n=4-7)."p<0,05 vs grupo
control;*p<0,05 vs grupo PE.

La induccidn de colitis por DSS en animales normales dio lugar a un
descenso de la concentracién sérica de albumina (significativo) y proteinas
totales (no significativo). Curiosamente se aprecié la misma tendencia en
animales en pseudoesterilidad, con o sin DSS que fue significativo para la
albumina en ratones PE sin DSS. Asimismo, se verificd una tendencia similar a la
hiperpotasemia como consecuencia de la pseudoesterilidad o el tratamiento
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con DSS (no significativa). Por el contrario, los niveles de cloro y sodio no fueron
modificados en absoluto(Fig 57).
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Figura 57 Concentracién de iones y proteinas en suero en el modelo de colitis inducida
por DSS en ratones pseudo estériles. (A) Concentracién sérica de albumina y proteinas
totales, (B) concentracién sérica de potasio y (C) concentracidn sérica de sodio y cloro.
Los datos han sido expresados como media aritmética = error estandar de la media
(SEM) (n=4-7). +p<0,05 vs grupo control;*p<0,05 vs grupo PE.

Finalmente, el estudio de los transportadores en colon confirmd la
induccidn significativa de los genes que codifican las subunidades a, B y y de
ENaC (Scnnla, Scnnlb y Scnnlg), DRA (SIc26a3) y acuaporina 8 (Agp8) como
consecuencia de la deplecion parcial de la microbiota. También se observd un
incremento no significativo en end1. La administracion de DSS causé efectos
similares en ratones control y pseudo estériles, reduciendo la expresion de
Scnnla (aENaC), Scl26a3 (DRA), Agp8 y end1 en ambos grupos, si bien de forma
generalmente no significativa. Merece la pena destacar el efecto diferencial de
DSS sobre Scnnlb (B ENaC), cuya expresidon se encuentra incrementada de
forma no significativa en ratones convencionales pero es inhibida en ratones
pseudo estériles (Fig 58).
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Figura 58: Determinacion de la expresion de moléculas relacionadas con el transporte de
agua y electrolitos en colon por RT-PCR en el modelo de colitis inducido por DSS en
ratones pseudo estériles. Los datos han sido expresados como media aritmética + error
estandar de la media (SEM) (n=4-7)."p<0,05 vs grupo control;*p<0,05 vs grupo PE.
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La presente tesis doctoral se enmarca en el contexto de un proyecto de
investigacion financiado por el MINECO cuyo objeto es la dilucidacién de
acciones no prebidticas de los oligosacaridos no digeribles. El perfil de esta linea
de trabajo nos llevd precisamente a utilizar desde el principio un término
alternativo a “prebidticos” para designar estos compuestos, en la medida en
que se trata de dos tipos de acciones bioldgicas diferentes que no tienen por
qué coincidir en el mismo agente. Nuestro objetivo principal en este sentido
estaba dirigido a la investigacidon del papel de dichas acciones no prebidticas,
esto es, independientes de la modulacion de la microbiota bacteriana, en el
efecto antiinflamatorio intestinal de los OND, dada la gran implicacién de
nuestro grupo en la investigacion de la enfermedad inflamatoria intestinal,
tanto desde el punto de vista farmacoldgico y nutricional como puramente
fisiopatoldgico. En paralelo, consideramos un objetivo secundario relacionado
con la posible modulaciéon de la maduracidn intestinal. Ambos objetivos han
sido abordados a distintos niveles.

El mecanismo por el cual los OND ejercen efectos prebidticos no esta
claro, aunque se cree que implica la utilizacién preferencial de oligosacaridos
por bacterias beneficiosas para el organismo como bifidobacterias o
lactobacilos, protegiendo asi frente a infecciones y reduciendo la presencia de
patogenos [352, 353]. Otro posible mecanismo consiste en el aumento de la
secrecion de bacteriocinas por los lactobacilos, lo que facilita el asentamiento e
inhibe la invasidon de cepas competidoras (incluyendo patdgenos). La inhibicion
de patdgenos puede producirse mediante mecanismos indirectos [354], aunque
se han descrito propiedades antimicrobianas en varios oligosacaridos [16]. Los
oligosacaridos que alcanzan el colon pueden impedir ademas la unién de las
bacterias al epitelio mediante competicidn con los receptores de glicanos [21,
312].

Como se ha indicado anteriormente, se han descrito algunas acciones
no prebidticas de algunos oligosacaridos, aunque los estudios al respecto son
muy escasos. En este sentido, consideramos que los resultados descritos en la
presente tesis doctoral son muy novedosos, y permiten afirmar sin lugar a
dudas que los OND estudiados ejercen acciones en ausencia de microbiota o
microorganismos en general. Por otra parte, los prebidticos pueden inhibir el
crecimiento de bacterias patdgenas; por este motivo abordamos también el
estudio del efecto de los OND sobre el crecimiento y citotoxicidad de una
bacteria sumamente relevante desde el punto de vista clinico como es
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Pseudomonas aeruginosa. Este estudio es resultado de una colaboracién
estrecha con un grupo de investigacion especializado en bacteriologia, vy
concretamente en esta especie, liderado en este caso por el Dr. Abdelali
Daddaoua, dentro del grupo del Dr. Juan Luis Ramos, en el CSIC. Asi, nuestros
resultados muestran que FOS, uno de los OND mas empleados, tiene efectos
especificos sobre P. aeruginosa PAO1, inhibiendo su crecimiento, su motilidad y
la formacién de biopeliculas. Es interesante destacar que FOS e inulina
afectaron de forma opuesta a la formacién de biopeliculas de P. aeruginosa,
teniendo el primero efectos inhibidores y la segunda estimulantes. El efecto de
FOS fue retardado, ya que se observd Unicamente pasadas 6 horas, lo que
sugiere que interfiere en las ultimas etapas de formacidn, o bien que induce la
dispersion de la biopelicula ya formada. El efecto de FOS puede estar
relacionado, al menos en parte, con la inhibicion de la motilidad de tipo
twitching, dada la implicacién de esta en la formacidon de biopeliculas [132].

El tratamiento con FOS se tradujo asimismo en una menor
estimulacion/citotoxicidad en macréfagos primarios de rata y en células IEC18
infectadas con P. aeruginosa. Estos efectos también se observaron con la
inulina, pero en general la magnitud de los efectos de FOS fue mayor. Teniendo
en cuenta la estructura quimica de ambos OND, esto indica que la actividad
bioldgica esta relacionada con la longitud de la cadena. El efecto es también
dependiente de la concentracion, puesto que a 10 mg/ml tanto FOS como
inulina pueden ser empleados por P. aeruginosa como fuente de carbono y
energia, estimulando el crecimiento bacteriano. Por el contrario, a 20 mg/ml la
inulina tiene un efecto muy modesto sobre el crecimiento que contrasta con la
inhibicidon significativa observada con FOS. Asimismo, se trata de un efecto
especifico de FOS/inulina, dado que los OSLC no produjeron inhibicidn alguna en
las mismas condiciones experimentales.

El efecto preferente de FOS frente a inulina se observé también en la
respuesta de los monocitos de rata a la infeccidn con P. aeruginosa. Esta implica
un aumento en la liberacion de citoquinas dependiente de la activacién de NF-

kB vy la translocacion al nicleo de p65. El tratamiento con FOS atenud de forma
significativa todos los pasos de esta respuesta (secrecion de IL-6, IL-10 y TNFa,

fosforilacién de IKB y translocacion al ntcleo de p65), mientras que la inulina
tuvo un efecto mds moderado. En ausencia de bacterias no se observaron
efectos de FOS ni de inulina, lo que se debe con toda probabilidad al corto
periodo de seguimiento, ya que en un estudio paralelo, nuestro grupo de
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investigacion ha puesto de manifiesto que ambos OND estimulan la produccion

de citoquinas en monocitos, incrementando el estado de activacién de NF-KB,
efecto contrario al observado en monocitos infectados con P.aeruginosa[355].
Este mismo efecto se observa, como sabemos, en enterocitos, y parece implicar
la participacion de TLR4. Es posible que esta circunstancia explique la no

inhibicion de la fosforilacion de 1IkB-a por la inulina en el presente estudio, dado
que la tendencia directa de esta es a activarla. Es posible por tanto que el efecto
inhibidor de la inulina sobre la secrecidon de IL-6 se deba a la actuacidon sobre
otras vias no estudiadas, como Akt, Takl u otras. En cualquier caso, el hecho de
gue la tendencia de ambos compuestos sea la contraria a la observada en

presencia de P. aeruginosa sugiere que la inhibicién de NF-KB es probablemente
indirecta, es decir, debida a la atenuacién del potencial estimulador de la
bacteria mas que a una accion sobre el propio monocito. Nuestros datos
sugieren asimismo que las MAPK no estan implicadas en este proceso.

Con objeto de determinar si FOS efectivamente disminuye la virulencia
de P. aeruginosa, seleccionamos el gen toxA, que codifica la exotoxina A, un
importante determinante de patogenicidad en esta especie bacteriana. Para
llevar a cabo nuestro objetivo, utilizamos dos cepas mutantes deficientes en
PtxS y PtxR. La expresion de toxA esta correlacionada con la estimulacion de la
produccién de citoquinas inducida por las cepas PtxS y PtxR .Asi, se observd una
mayor secrecion de citoquinas y de exotoxina A con el mutante PtxS, seguido
por la bacteria control y finalmente por el mutante PtxR [356]. Nuestros datos
demuestran la capacidad de FOS de ejercer sus efectos moduladores incluso en
el mutante mas virulento, PtxS. FOS disminuyd la virulencia de las 3 cepas
diferentes de P. aeruginosa, lo que es indicativo de un amplio espectro de
actuacion en este sentido. El efecto de la inulina fue mayor en este mutante que
en la cepa control, pero siempre menor que el de FOS. A su vez, nuestros datos
sugieren que FOS podria actuar mediante la modulacion de la expresion o del
transporte de la exotoxina. Con el fin de verificar este extremo, utilizamos
células epiteliales intestinales (IEC18), las cuales permiten eliminar los restos de
bacterias por medio de lavados sucesivos mas facilmente que en cultivos en
suspension, confirmandose que FOS, pero no la inulina, reduce la cantidad de
exotoxina A presente en las células infectadas.

La variedad de procesos celulares modulados por FOS fue un hallazgo
ciertamente sorprendente. Es posible que estos efectos impliquen la interaccion
con receptores de glicésidos, sefializando a través de diferentes cascadas vy
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modulando en ultimo término distintos procesos celulares. Este mecanismo
seria comparable al de otros glicésidos antimicrobianos [357]. Globalmente,
nuestros resultados indican la capacidad de FOS para reducir la patogenicidad
de P. aeruginosa in vitro de forma especifica y actuando a varios niveles. P.
aeruginosa es un patdégeno oportunista que infecta a individuos
inmunocomprometidos en diferentes zonas, como el tracto respiratorio,
intestino, piel, tracto urinario y heridas. La gravedad de la infecciéon depende de
los factores de virulencia expresados por la bacteria que afectan a la
citotoxicidad y la resistencia a antibidticos. Como resultado, las infecciones con
P. aeruginosa son generalmente dificiles de tratar. Algunas clases de
antibidticos, como cefalosporinas, penicilinas, carbapenems, quinolonas vy
aminoglicdsidos se han utilizado para combatir P. aeruginosa, aunque se
requieren tests de sensibilidad especifica [358]. Nuestros datos sugieren que
FOS podria ser util para combatir infecciones de P. aeruginosa como
componente de una mezcla de antibidticos. También podria emplearse via oral
como profilactico con el objetivo de prevenir infecciones gastrointestinales, De
hecho, FOS se emplea como suplemento para prevenir dichas infecciones de
forma genérica [359]. Sin embargo, cualquier aplicacion clinica requerira un
estudio mas exhaustivo del efecto de FOS en humanos.

Como se ha indicado anteriormente, ademdas de tener efectos
sustanciales sobre bacterias, los OND son capaces de modificar el
comportamiento de células eucariotas. Teniendo en cuenta que se trata de
moléculas de peso molecular elevado que por definicion no son objeto de
hidrdlisis significativa en ausencia de bacterias, los OND estan en contacto con
la barrera epitelial a lo largo del tubo digestivo hasta llegar al colon, donde
finalmente son metabolizados. En consecuencia, las células epiteliales son las
células de nuestro organismo que gozan de una mayor exposicion de forma
natural a los OND ingeridos. Ademas, estas acciones no se limitan al colon, dado
qgue TLR4, que como veremos desempeia un papel importante en el efecto de
los OND, también se expresa en intestino delgado y posiblemente con una
mejor oportunidad para interaccionar con estos, dada su expresion apical [94].
Por esta razén abordamos el estudio de los efectos de estos compuestos sobre
lineas celulares de epitelio intestinal. El uso de lineas celulares es inevitable en
este caso debido a la dificultad que presenta el cultivo de enterocitos primarios.

Nuestros datos demuestran que los prebidticos estudiados,
concretamente FOS, GOS, OSLC e inulina, inducen la secrecidon de citoquinas

155




proinflamatorias en células epiteliales intestinales. Usando IEC18 como modelo
principal in vitro, los OND incrementaron la produccién de NHE3, GROa, y MIP2,
mientras que IL-6, eotaxina, CXCL10 y RANTES no se vieron afectadas. EL efecto

sobre MCP1 y GROa fue dependiente principalmente de TLR4/MyD88/NF-kB y
secundariamente de MAPK. Nos planteamos que los OND podrian actuar como
ligandos de TLR4 basandonos en el hecho de que su agonista candnico, el LPS,
posee una parte glucidica en su estructura. De hecho, TLR4 puede ser activado
por otros compuestos ademas del LPS, incluyendo proteinas de choque térmico,
sulfato de heparina y otros componentes de la matriz extracelular, y la
calprotectina [360, 361], lo que indica una gran variedad de estructuras
aceptadas como ligando por parte del receptor. Cabe destacar que los efectos
de LPS y OND en células IEC18 no fueron equivalentes, aunque en ambos casos
se produce inmunoestimulacion. Asi, el LPS indujo la secrecidon de ICAM, IL-6,
CXCL10 o RANTES, ademads de NHE3, GROa y MIP2, y se comportd en general
como un estimulo mas eficiente. Del mismo modo, RANTES fue la citoquina que
presentd un mayor efecto del LPS, mientras que no resultd afectada en absoluto
por los OND. Por tanto, existe un solapamiento sustancial entre ambos
estimulos, pero con efectos diferentes. Sin embargo, en los dos casos se produjo
una inhibicidon drastica tras el silenciamiento genético de TLR4 y MyD88 en
células IEC18, asi como en ratones con delecién génica de TLR4. Hubo asimismo
una buena correlacién entre la respuesta a los OND y la expresion de TLR4 en
células epiteliales intestinales in vitro. Por tanto, es probable que el TLR4 sea la
principal diana de los OND en IEC. Esta hipdtesis es coherente asimismo con los
resultados correspondientes a la interaccion entre OND y LPS cuando son co-
administrados a células IEC18. Asi FOS, el OND con menor efecto sobre la
produccién de citoquinas, potencid la respuesta al LPS, mientras que el resto de
OND la inhibié. Este comportamiento es tipico de la tolerancia a la estimulacién
que se produce en los TLR y otros receptores, en virtud de la cual la
estimulacion previa del receptor reduce la respuesta al estimulo, aunque en
este experimento en concreto el tiempo de pre tratamiento fue bastante corto
(60 min). El hecho de que FOS no llegue a inducir tolerancia es coherente con su
menor efecto global.

Es importante recordar que, dado que las células Caco-2 y T84 apenas
expresan TLR4, y que no realizamos experimentos de silenciamiento del
receptor en las células HT29, es posible que la importancia de la activacidon de
TLR4 sea diferente en roedores y humanos.
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Segun nuestros datos, todos los OND actian como ligandos agonistas
del TLR4, pero la eficacia tiende a ser mayor conforme la estructura se vuelve
mas compleja (inulina con respecto a FOS y OSLC con respecto al resto de OND).
En un estudio reciente, una preparacion de 3-sialil lactosa y fructooligosacaridos
inhibid la respuesta inmunoldgica en células Caco-2 actuando tedricamente a
través del receptor PGIyRP3 [362]. Sin embargo, los OND mantuvieron su
capacidad inhibidora después del silenciamiento de PGIyRP3, dificultando la
interpretacion de estos resultados.

Las consecuencias bioldgicas de la activacion de TLR4 mediada por los
OND u otros agonistas son controvertidas. En principio, la activacion de TLR4
produce sefales proinflamatorias que incluyen la produccidon de citoquinas, la
captacidon de microparticulas por las células M, la fagocitosis y la proliferacion
celular. Dado que el epitelio intestinal esta expuesto constantemente a
bacterias y a sus componentes en la membrana apical, cabria esperar que la
activacion continua de TLR4 produjera inflamacioén. Sin embargo, es notorio que
este no es el caso, sino que se establece un equilibrio homeostatico entre la
microbiota y el organismo mediante mecanismos no del todo conocidos, que
incluyen la limitacion de la expresion de los TLR en condiciones no inflamatorias
y la existencia de sefiales inhibidoras como Tollip [17]. Asi, la expresidon de TLR4
esta incrementada en pacientes con EC, y se ha descrito también un cambio de
expresion predominante en la membrana apical en condiciones inflamatorias
[94]. Se ha constatado que, en ratones, la delecidn especifica de TLR4, MyD88 o
NEMO en IEC o en células no hematopoyéticas da lugar a un debilitamiento de
la respuesta a la infeccion bacteriana y/o de la respuesta inflamatoria [18-20].
Por tanto, la evidencia disponible apunta a que el TLR4 desempefia un papel
importante en la funcion de barrera de la mucosa intestinal.

Independientemente de lo indicado hasta el momento, es
incuestionable que la administracion oral de OND resulta beneficiosa en
modelos experimentales de inflamacidén intestinal [16, 363, 364]. Por tanto, la
activacion de TLR4 producida por estos compuestos no produce una respuesta
inflamatoria in vivo. Existen precedentes de este efecto paraddjico en
inflamacidn intestinal. Por ejemplo, la administracion del factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) protege en la colitis
experimental actuando sobre mecanismos de la inmunidad innata [365].
Ademads los ratones con deleciéon génica de GM-CSF son mas susceptibles a la
colitis inducida [366]. Otros estudios demuestran que la falta de GROa o
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neutrdfilos y la sefializacidon deficiente de TLR en IEC estdn asociados con una
colitis mas severa [17, 367, 368]. Estos datos sugieren que una funcién barrera
debilitada puede desencadenar una respuesta inflamatoria. Los OND podrian
por tanto actuar reforzando la funcién barrera in vivo.

Nuestro grupo de investigacion es el primero que ha descrito que los
OND pueden actuar como ligandos de TLR4, tanto en células epiteliales
intestinales, como en monocitos/macréfagos [355]. Esta accion no excluye que
los OND puedan ejercer otras acciones no prebidticas que puedan ser igual o
incluso mas relevantes biolégicamente, particularmente en cuanto a la funcion
intestinal.

Los experimentos in vitro discutidos hasta el momento son Utiles en la
medida en que permiten demostrar de manera incontrovertible la existencia de
acciones no prebidticas de los OND, a la vez que posibilitan la exploracion
mecanistica de las mismas, pero por el contrario, tienen la limitacion inherente
a este modelo experimental, es decir, el caracter incierto de la extrapolacion de
los resultados al animal in vivo. En otras palabras, dado que los OND siempre
van a ejercer sus acciones prebidticas, écomo calibrar la importancia de las
acciones no prebidticas? La respuesta légica es que sélo es posible eliminando el
componente prebidtico, es decir, examinando el efecto de los OND in vivo en
animales desprovistos de microbiota. Aunque la cria de animales en completa
esterilidad es técnicamente sencilla, y su estudio se remonta a los afos 50,
existen muy pocos laboratorios que cuenten con este sistema en Europa. En
nuestro caso optamos por utilizar las instalaciones del Karolinska Institutet
(Estocolmo, Suecia), a través de nuestra colaboracién con el Dr. Carrero. Este
laboratorio utiliza exclusivamente ratones NMRI, que por tanto usamos para
todos los estudios en condiciones estériles, asi como para sus estudios control
en condiciones convencionales. Para la realizacion de experimentos en
condiciones libres de gérmenes, se emplean incubadores estériles en los que se
mantienen los ratones y se introduce el material necesario para el desarrollo del
experimento (dieta, instrumental, etc). Estas condiciones hacen que la
posibilidad de manipulacion de los animales esté restringida, por lo que
optamos por introducir los OND como suplemento dietético. Se eligieron FOS y
GOS por ser los OND mas utilizados, principalmente en férmulas infantiles.
Teniendo en cuenta antecedentes bibliograficos, seleccionamos la
concentracion de 5% (p/p).
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El plan de trabajo contemplaba originalmente dos estudios en
condiciones libres de gérmenes. El primero de ellos estaba dirigido a estudiar el
efecto de FOS y GOS en ratones al destete, con objeto de verificar su posible
efecto sobre la maduracidn intestinal. Esta hipdtesis estaba basada en buena
medida en la presencia de OND en la leche materna de diversas especies,
incluida la humana, lo que sugiere que estos compuestos podrian contribuir a
los procesos de maduracién y defensa intestinal en el recién nacido. Este primer
estudio tenia un disefio sencillo y no planteaba problemas significativos a priori.
Por el contrario, el segundo estudio, cuyo objeto era la evaluacidon del efecto
antiinflamatorio intestinal de los OND en ratones adultos con colitis
experimental en ausencia de microbiota, planteaba un problema de
consideracion, ya que la inflamacion intestinal depende en buena medida de la
presencia de la microbiota, tanto en el hombre como en animales de
experimentacion [369-372], de forma que la realizacidn de este experimento
dependia de la posibilidad de inducir una respuesta inflamatoria suficiente en
los animales libres de gérmenes. Se selecciond en principio el modelo de colitis
por DSS porque habia estudios seglin los cuales la inflamacidon no sdlo se
producia de forma efectiva, sino que de hecho era mas intensa que en animales
convencionales [373], aunque habia datos contradictorios en este sentido [374].
En vista de la ausencia de una evidencia sdélida en cuanto al potencial
colitogénico del DSS en los animales libres de gérmenes, decidimos llevar a cabo
un ensayo preliminar con ratones NMRI libres de gérmenes expuestos a 3 dosis
distintas de DSS.

Ya que nuestro objetivo era observar el efecto independiente de los
efectos prebidticos, creimos interesante introducir grupos de animales a los que
se adiciond un homogenado de bacterias estéril. De este modo intentamos
mimetizar hasta cierto punto los efectos de la interaccion de los OND con
antigenos de la microbiota, a la vez que se evitaban los efectos sobre el
crecimiento bacteriano y sobre la produccidon de sustancias por las bacterias
como los acidos grasos de cadena corta o bacteriocinas. Tanto en la obtencidn
del HBE como la preparacion de las dietas se prestd especial atencion al
mantenimiento de la estructura de los compuestos integrantes. Con esta
finalidad, se sonicaron los homogenados y se liofilizaron hasta su utilizacion. En
cuanto a las dietas, la esterilizacién se llevé a cabo por irradiacion.

Como se ha indicado anteriormente, se aplicd una doble metodologia a
la evaluacion de los ratones libres de gérmenes al destete; por una parte, se
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examinaron parametros predefinidos, relacionados con el tamafio de los
drganos de interés, histologia, actividades enzimaticas, inmunoglobulinas, etc.,
y, por otra, se realizd un analisis del transcriptoma del colon y del yeyuno, el
cual por su propia naturaleza es independiente de hipodtesis previas de trabajo.
Globalmente considerados, nuestros resultados demuestran de forma
incuestionable que FOS, GOS y el HBE afectan a los ratones tratados en
condiciones estériles, lo que constituye una evidencia de acciones no
prebidticas de estos oligosacaridos in vivo. Este hallazgo es de gran importancia
dada la escasa bibliografia al respecto; en concreto, en estudios anteriores se ha
puesto de manifiesto que altas dosis (40 g/kg) de GOS afectan a la distribucion
de la producciéon de mucus en el colon de ratas libres de gérmenes, pero no
otros parametros [375]. El efecto de los tres tratamientos fue sin embargo
sumamente complejo, y no encaja en una categorizacidon sencilla, como
veremos a continuacion.

Como se ha comentado en la introduccion de esta Tesis Doctoral, se ha
descrito una serie de alteraciones fisioldgicas en animales criados en esterilidad
que incluyen cambios en la longevidad, alteraciones en la inmunidad intestinal,
en el metabolismo, en la funcidn intestinal...[13]. En nuestro caso observamos
un incremento en el peso relativo del ciego (aunque no alcanzé caracter
significativo), heces mas blandas, y un incremento del peso del duodeno y del
yeyuno, sin cambios en la longitud, en los ratones libres de gérmenes. A
diferencia de otros estudios, el tamafio relativo del higado no se vio afectado en
absoluto [376, 377]. La reduccion del tamaino del higado en animales libres de
gérmenes se ha asociado a los menores requerimientos de destoxificacion de
amonio y otras sustancias provenientes de la microbiota ([377, 378] [379, 380]).

En cuanto a la maduracion intestinal, se observé un incremento en la
actividad fosfatasa alcalina en todos los segmentos intestinales, a excepcion del
colon. Se detectaron ademdas incrementos de las actividades
leucinaminopeptidasa y maltasa/sacarasa en el intestino delgado, pero no de
forma consistente. Varios estudios ponen de manifiesto el aumento en la
actividad de distintas enzimas del borde en cepillo en animales libres de
gérmenes [381-385]. El incremento de enzimas disacaridasas ha sido
relacionado con un menor recambio epitelial, prolongandose el tiempo de
permanencia del enterocito y aumentando en consecuencia su capacidad de
maduracién [14]. Esta observaciéon es coherente asimismo con la mayor
cantidad de proteinas presente en el intestino delgado de animales libres de
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gérmenes en comparacion con los criados en condiciones convencionales [382].
Este incremento de actividades enzimaticas no se encuentra uniformemente en
animales libres de gérmenes [384, 385].

Nuestros resultados indican que los OND no ejercieron efectos claros
sobre el peso o la longitud de distintos fragmentos intestinales o sobre el
tamafo del ciego en ratones libres de gérmenes al destete alimentados con
dietas que contenian GOS o FOS durante 4 semanas. En ratones convencionales
tampoco se registraron apenas efectos del tratamiento, mas alld de un
incremento del peso del duodeno y del tamafio del ciego (significativos sélo en
el caso de FOS). Sin embargo, la histologia llevada a cabo en ratones libres de
gérmenes indico un efecto tréfico de los OND sobre las vellosidades del yeyuno,
gue se correlaciond con un incremento de la ratio peso/longitud (FOS) y del
contenido en proteina (no significativo para FOS). Un efecto comparable de GOS
ha sido observado previamente en ratones convencionales [386]. Tanto FOS
como GOS aumentaron el contenido en proteinas en el yeyuno de animales
convencionales en nuestro estudio.

Como se ha indicado anteriormente, la ausencia de microbiota ralentiza
la dinamica de reposicion epitelial y favorece la maduracién del enterocito, lo
gue se traduce en una mayor actividad de enzimas digestivas. GOS tuvo un
efecto destacable en la actividad AP. Los efectos mas notables en este sentido
se manifestaron en el colon, observdndose un incremento por la administracion
de GOS en ratones libres de gérmenes, mientras que se produjo una
disminuciéon moderada en ratones convencionales. En ambos casos los cambios
se asociaron a una inhibicion de la sensibilidad a levamisol. Este hecho resulta
un tanto sorprendente, porque los colonocitos expresan predominantemente la
isoforma no especifica de tejido del subtipo hepatico (TNAP-L)en condiciones
normales y, dado que esta es la menos activa de las formas de AP, y que es
resistente a la inhibicidon por levamisol, el incremento de la actividad especifica
suele asociarse a una mayor inhibicion por este agente, al menos en situaciones
de inflamacidn[387, 388]. En la colitis la actividad AP tisular aumenta tanto por
un cambio de isoforma en el epitelio, con predominio de formas TNAP sensibles
a levamisol (es decir, del tipo renal u 6seo), como por la AP aportada por la
infiltracion neutrofilica (que es del mismo tipo). En nuestro caso, por el
contrario, la menor sensibilidad al levamisol es coherente con un incremento de
la expresidn relativa de una o ambas isoformas resistentes, es decir, IAP y TNAP-
L. Puesto que los ratones libres de gérmenes se caracterizan por una menor
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infiltracion leucocitaria, cabria esperar un origen fundamentalmente epitelial de
la AP tisular, de forma que el incremento de actividad que se observa en ratones
libres de gérmenes tratados con GOS podria deberse a la induccién de
IAP/TNAP-L en los enterocitos. Esta explicacion es especulativa, puesto que no
se han llevado a cabo experimentos especificos de caracter confirmatorio. Por
su parte, el efecto de FOS sobre la actividad AP es, en general, poco consistente.

A diferencia de la AP, no se encontraron efectos consistentes de FOS o
GOS sobre las actividades LAP, sacarasa o maltasa tanto en ratones libres de
gérmenes como en ratones convencionales. No obstante, un anadlisis mas
detallado de las actividades en yeyuno, que es la seccidon de intestino con mayor
actividad enzimatica especifica, indica que FOS inhibid la actividad de estas tres
enzimas en animales libres de gérmenes, mientras que incrementd las
actividades sacarasa y LAP en animales convencionales. Del mismo modo,
respecto a GOS, se observd una inhibicidn de la actividad sacarasa en animales
libres de gérmenes y un incremento tanto de la actividad sacarasa como LAP en
animales convencionales. Estos datos son dificiles de interpretar, pero parecen
indicar un efecto divergente de ambos OND en ratones libres de gérmenes y
ratones convencionales. Dada la accidon tréfica que FOS/GOS presentan en el
yeyuno de animales libres de gérmenes, segin comentamos con anterioridad,
cabria esperar un aumento del recambio epitelial en este segmento intestinal y
consecuentemente una menor capacidad de diferenciacidn, lo que es coherente
con nuestros resultados. Es posible que existan asimismo mecanismos de
cardcter directo. En este sentido, se ha descrito el incremento de la actividad
sacarasa por GOS, tanto en ratones convencionales como en células Caco-2, es
decir, tanto en presencia como en ausencia de bacterias[386], mientras que el
efecto de FOS sobre LAP en animales convencionales cuenta con un precedente
asimismo en pollos [389]. Es interesante constatar ademds que GOS incrementé
todas las actividades enzimaticas en el colon de ratones libres de gérmenes,
pero no en los convencionales. Por otra parte, en un estudio anterior de nuestro
grupo de investigacidon no obtuvimos datos que indicaran un efecto consistente
de los OND sobre las actividades enzimaticas digestivas en células Caco-2, lo que
contradice los resultados de Lefolestier y colaboradores [386]. Aunque el
planteamiento inicial era que los OND podrian ser importantes en la
maduracion intestinal, ya que la fibra soluble, que constituye aproximadamente
el 12% de los componentes de la leche humana, puede afectar a este proceso
[22], es necesario indicar que estos componentes son mucho mds complejos
estructuralmente que GOS o FOS [390]. En consecuencia, nuestros datos son
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coherentes globalmente con un efecto de estos OND sobre la maduracién del
epitelio intestinal, posiblemente relacionado con un mayor recambio celular.

En consonancia con la atrofia inmunolégica de la mucosa ya
mencionada, se ha descrito que los animales libres de gérmenes tienen niveles
de IgA e 1gG reducidos y, en general, un menor desarrollo inmunoldgico a nivel
de mucosa [23]. Nuestros resultados no indican la existencia de efectos a este
nivel de GOS, mientras que la administracién de FOS a ratones libres de
gérmenes disminuye la 1gG sérica. Tanto FOS como GOS han mostrado cierta
capacidad de modificar los niveles séricos de inmunoglobulinas de distinto tipo.
Asi, en nifios con alto riesgo de alergia una combinacién de GOS y FOS reduce
los niveles de IgE, 1gG1, 1gG2 e 1gG3 y en ratones expuestos a ovoalbumina la
suplementacion dietética con FOS disminuye el nivel de anticuerpos especificos
del tipo IgG1l, mientras que una intervencion similar con FOS potencia la
respuesta de produccion de IgG frente a Salmonella en ratones vacunados [24,
359, 391]. Estos estudios sugieren que el resultado global se ve influido
decisivamente por las condiciones ambientales. Nuestros resultados
demuestran que FOS modula los niveles de IgG sérica mediante un mecanismo
independiente de la presencia de microbiota.

A nivel hepatico, aunque no se observaron diferencias entre ratones
libres de gérmenes y convencionales, se produjo una disminucidon en el peso
relativo del higado cuando se administraron ambos OND en ambas condiciones
(que no llegd a ser significativo en el caso de animales convencionales que
recibieron FOS). Se trata por tanto de un efecto muy consistente, a la vez que
llamativo. Se ha descrito cdmo FOS reduce el peso del higado en ratones a los
gue se administré una dieta rica en grasas y en ratas Zucker obesas. En ambos
casos, este descenso se asocid a una disminucién en el contenido de
triglicéridos en higado [392, 393]. Sin embargo, en estos experimentos los
animales partian de esteatosis hepatica y a diferencia de estos, los ratones
libres de gérmenes parecen tener una menor cantidad de triglicéridos en higado
gue los ratones convencionales [394]. Por otro lado, el peso relativo del higado
se ha relacionado inversamente con la capacidad de metabolizar xenobidticos
[376] lo que implicaria un aumento de dicha capacidad en ratones a los que se
administré los OND. De hecho, Sugatani y colaboradores han descrito como la
inulina es capaz de inhibir el fallo hepatico inducido por xenobidticos en ratas
[395]. Otros estudios sin embargo han mostrado una ausencia de efecto de FOS
a este nivel [396] [397] [397] [398].
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Por su parte, el tratamiento de ratones libres de gérmenes con el HBE
indujo muy pocos cambios significativos en los pardmetros morfoldgicos y
bioquimicos estudiados. Concretamente, el HBE disminuyd el peso del colon (20
%) y la actividades LAP y sacarasa en yeyuno, e incrementd la actividad maltasa
en colon. Estos datos contrastan marcadamente con los efectos observados
cuando se combind el HBE con FOS o GOS. En primer lugar, ambas
combinaciones incrementaron el peso del ciego y disminuyeron el del higado;
cuando se comparan estos efectos con los de la adicién de los OND por
separado se constata que el efecto sobre el ciego es dependiente de HBE en
animales libres de gérmenes, mientras que el del higado no lo es. En animales
convencionales FOS también aumentd el tamafo relativo del ciego. Diversos
estudios muestran un aumento en el peso del ciego en ratones convencionales
tratados con FOS, lo que se ha relacionado con un aumento de biomasa como
consecuencia de la mayor fermentacion en el ciego. También se ha atribuido al
efecto trdfico de los dacidos grasos de cadena corta producidos como
consecuencia de la fermentacion de FOS por la microbiota [399, 400]. Esto
explicaria por qué no se observa este aumento al administrar FOS en animales
libres de gérmenes, pero no el aumento al asociarlo al HBE. El aumento de
tamafo del ciego en animales libres de gérmenes se ha relacionado con la
acumulacién de mucus como consecuencia del menor desgaste por la ausencia
de bacterias. Nuestros datos indican que este HBE y los OND tienen efectos
sinérgicos afnadidos a esta tendencia basal de los ratones libres de gérmenes. Es
posible que este hecho represente simplemente la presencia anadida de
moléculas no absorbibles que produzcan retencion de agua (FOS y GOS
permanecen en forma polimérica en ausencia de microbiota, y al menos parte
del HBE debe estar compuesto por moléculas de gran tamafio). En contra de
este razonamiento esta la baja dosis de HBE utilizada, 0,016% de suplemento
dietético, que corresponde a ~0,5 mg por dia asumiendo un consumo de unos 3
g de dieta. Aun suponiendo que la totalidad de este suplemento fuera no
absorbible, el incremento de presidn osmdtica asociado a esta cantidad es
probablemente muy pequefio para justificar la potenciacidon de este efecto. Por
razones técnicas no hemos podido llevar a cabo un experimento que examine la
capacidad funcional de transporte del ciego en funcidon del tratamiento con
OND=HBE en estas condiciones.

Por otra parte, se produjo una segunda interaccidn positiva entre HBE y
FOS en cuanto al incremento de la longitud de yeyuno, ileon y colon,
fundamentalmente. El efecto sobre la longitud de yeyuno se acompafié de una
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tendencia a incrementar la longitud de las vellosidades y el contenido proteico.
Asimismo, aunque el tratamiento con GOS+HBE no tuvo efecto sobre el peso o
la longitud de ninguno de los fragmentos intestinales, si se observd un
incremento significativo de la longitud de las vellosidades y del contenido
proteico en yeyuno. Estos datos apuntan a un posible efecto tréfico de la
combinacion OND+HBE, pero no de forma consistente, dado que por ejemplo
no se producen cambios en la ratio peso:longitud. Del mismo modo, el efecto
del tratamiento combinado sobre las actividades enzimaticas epiteliales se alejé
también de un perfil claramente definido. En concreto, la combinacion
GOS+HBE produjo un incremento de la actividad sacarasa en ileon y colon,
mientras que la variante FOS+HBE produjo un efecto similar pero en duodeno y
se observaron efectos dispares sobre las actividades fosfatasa alcalina y maltasa
en los distintos fragmentos por la combinacién de HBE y OND, y ningun efecto
en absoluto sobre LAP. En cuanto a la actividad fosfatasa alcalina, los resultados
fueron asimismo dispares, con un descenso en yeyuno de HBE+GOS y un
incremento de HBE+FOS. Por tanto, nuestros resultados indican que el HBE
tiene escasos efectos por si solo pero que potencia algunos de los efectos de los
OND.

Globalmente, nuestros resultados confirman la existencia de acciones
no prebidticas de FOS y GOS in vivo y la capacidad de interaccidon con antigenos
de la microbiota, pero sin distinguirse un patréon claro de la naturaleza de estas
acciones. Este primer andlisis se ve complementado por el correspondiente
estudio del transcriptoma, utilizando microarrays. Este analisis se llevd a cabo
de forma exhaustiva, en la medida en que se utilizé un dispositivo microarray
por cada 3 muestras, y dos drganos por ratén, concretamente yeyuno y colon.
Teniendo en cuenta el complejo diseio experimental, que comprende 6 grupos,
el procesamiento de los datos generados resultd ser sumamente dificil. Cabe
recordar en este sentido el escaso desarrollo que ha alcanzado la técnica
estadistica aplicada a la gendmica, lo que impone muchas limitaciones a la hora
de trabajar con resultados de este tipo, la principal de las cuales es
posiblemente el hecho de que sdlo se puedan analizar comparaciones por
parejas. En nuestro caso, evaluamos por una parte las comparaciones entre
GOS, FOS y HBE con el grupo LG control, por un lado, y las combinaciones
OND+HBE con HBE. Como es habitual en nuestro grupo de investigacion, se
llevé a cabo un analisis manual de las listas de genes modificados, y un analisis
global a través de la plataforma Ingenuity, a la que tenemos acceso gracias a la
Plataforma Andaluza de Bioinformatica. De acuerdo con el protocolo seguido
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habitualmente en estudios de caracter gendmico [401, 402], hemos realizado
una validacién postgendmica en colon, por medio de la determinacién por RT-
PCR de un total de 16 genes. En general la validacidon arrojé un resultado
positivo, observandose una buena correlacién entre los resultados obtenidos
por esta técnica y los obtenidos en los microarrays.

Los resultados obtenidos confirman el efecto directo, no prebidtico, de
los tratamientos, dado que tanto los OND como el HBE o sus combinaciones
modularon la expresidn de cientos de genes, lo que constituye una respuesta
relativamente modesta pero sin duda sustancial. FOS presentd el efecto mas
acusado en el yeyuno, mientras que en el colon el efecto principal fue del HBE.
En ambos casos quedd de manifiesto la potenciacion del efecto de las
combinaciones OND+HBE frente al HBE, excepto en el caso de GOS+HBE en
yeyuno, lo que concuerda con los datos expuestos anteriormente. Desde el
punto de vista de la genédmica funcional, el andlisis a través de Ingenuity mostré
similitudes sustanciales, de forma que se identificaron funciones moleculares
moduladas significativamente por los 3 tratamientos que resultaron en buena
medida coincidentes. Es el caso del transporte molecular, el crecimiento y
proliferacion celular, el movimiento celular, y el metabolismo lipidico, por citar
los mas destacables. En lo que respecta a este ultimo, en el yeyuno el HBE
indujo cambios de expresidn consistentes con una disminucidn de la absorcion,
sintesis y metabolismo de acidos grasos, mientras que FOS y GOS presentaron el
efecto opuesto. En el colon el resultado global no estaba claro, pero en general
se registrd una disminucidon en la expresién de genes que codifican distintas
apoproteinas, incluyendo APOB, APOC2 y APOC3 (ver mas adelante).

Existen algunos precedentes de estudios de este tipo con OND.
Rodenburg y colaboradores estudiaron el efecto de FOS sobre el transcriptoma
coldnico en ratas convencionales [403]. Sus datos apuntan a alteraciones en el
metabolismo energético, especialmente a nivel mitocondrial, con un total de
997 genes afectados. Por su parte, en un estudio similar llevado a cabo en el
ileon de ratdon, Fukasawa y colaboradores detectaron cambios de caracter
fundamentalmente inmunomodulador [404], que se producen fuera de las
placas de Peyer, es decir, en la lamina propia normal. Nuestros resultados, que
obviamente son mucho mas amplios, son hasta cierto punto comparables con el
primero de estos estudios, mientras que no hemos podido constatar cambios
resefiables en lo que respecta a la regulacion del sistema inmunoldgico.
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Como se ha comentado, la ausencia de microbiota tiene un impacto
determinante sobre la dindmica del epitelio intestinal, que podria ser
modificada por los OND o por el HBE; nuestro analisis genédmico indica que los
tratamientos estudiados afectan sustancialmente a los procesos de crecimiento
y proliferacion celular y de movimiento celular (las listas de genes que definen
cada funcién no son excluyentes entre si, sino que se solapan), lo que en
principio apoya la hipdtesis de que los OND y HBE efectivamente tienen un
efecto en este sentido. Es importante recordar que los resultados corresponden
al transcriptoma global y por tanto no son de ningun modo especificos del
epitelio. Asi, en el yeyuno HBE y FOS produjeron cambios consistentes con una
disminucion del movimiento de leucocitos, mientras que en el colon FOS vy
FOS+HBE se asociaron al efecto contrario. Sin embargo, la existencia de efectos
significativos sobre las enzimas digestivas epiteliales, aunque no sencillos, son
coherentes con un cierto efecto sobre la proliferacion epitelial. La propia
complejidad de los efectos observados sugiere que los estimulos luminales
ensayados pueden ejercer acciones paralelas distintas, por ejemplo un
incremento de la proliferacion acompafiado de acciones especificas sobre
determinados marcadores de diferenciacion, como sugieren los escasos datos
disponibles in vitro a los que aludimos anteriormente [386].

Por otra parte, el unico gen inducido por ambos OND y por el HBE,
Prrx1, codifica una proteina que parece comportarse como un coactivador
transcripcional que potencia la actividad del factor de respuesta sérica y que
posiblemente esta implicado en la respuesta de otros factores con efectos sobre
la diferenciacion y proliferacién celular, tanto a nivel embrionario como
postembrionario. Por ejemplo, se ha descrito que este gen inhibe Ia
diferenciaciéon de adipocitos a través de la via de TGF-B y que desempefia un
papel importante en la regeneracién del pancreas, asi como en la carcinogénesis
en este organo [405, 406]. En el intestino, Prrx1 ha sido implicado igualmente en
el cancer colorrectal, concretamente en la transicidon epitelial-mesenquimal,
aunque su funcion en el intestino normal no esta bien definida [407, 408]. Por
tanto, aunque nuestra interpretacion de la induccion comin de este gen es
necesariamente especulativa, es muy posible que este efecto esté relacionado
con la modulacion de la proliferacion y diferenciacion celular en ratones libres
de gérmenes tratados con OND y HBE.

Por ultimo, tanto el analisis global mediante la plataforma Ingenuity
como nuestro propio anadlisis manual, indicé la presencia de cambios relevantes
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a nivel de transporte. En este sentido, teniendo en cuenta este hecho y el
posible efecto de los tratamientos aplicados sobre la funcién de barrera
intestinal y su posible impacto en su efecto antiinflamatorio intestinal,
decidimos llevar a cabo un estudio pormenorizado de genes que regulan dicha
funcion de barrera y la defensa frente a agentes patdgenos. Efectivamente, un
estudio pormenorizado de genes alterados en los microarrays por por el HBE y
los OND mostré alteraciones en la expresidon de genes relacionados con el
transporte lipidico (apolipoproteinas), el metabolismo del glutatidon, la funcién
de barrera y la defensa frente a agentes patégenos (Fig 32-33). En general es
muy interesante observar la oposicion directa que se observa entre los efectos
del HBE y el de los OND. Asi, mientras la administracién en la dieta de HBE
inhibe la expresion de lipoproteinas , defensinas, genes relacionados con las
uniones estrechas o lisozima, la adicion de FOS o GOS a esta dieta induce la
expresion de estos genes. En este sentido, los datos de los microarrays indican
un efecto inhibidor (o nulo) del HBE sobre distinas lipoproteinas, mientras que
los oligosacaridos, y especialmente la combinacién de HBE con oligosacaridos,
ejercieron el efecto contrario, incrementando su expresion. Como se ha
comentado anteriormente, nuestros datos indican que los oligosacaridos
pueden ejercer efectos complejos sobre la diferenciacion celular en el intestino,
particularmente en el yeyuno, y en este sentido es interesante resaltar que
diversos estudios en células Caco-2 han puesto de manifiesto que la expresion
de lipoproteinas (APOA1, APOC2, APOC3, APOH y APOM) es proporcional a su
diferenciacién [409, 410], y de hecho ApoAl ha sido propuesta como marcador
de diferenciacion [411, 412]. Mencién especial merece la fuerte induccién de
Apoa2 por FOS en yeyuno (FC=51,57). Se ha descrito que esta apoproteina se
expresa principalmente en el higado y que entra a formar parte de las particulas
HDL. Los defectos en la ApoA2 inducen hipercolesterolemia y por tanto Apoa2
puede tener una funcidn ateroprotectora [413]; por otra parte, su
sobreexpresion induce hipertrigliceridemia postprandial y disminucion de las
HDL circulantes[414].

En cuanto al colon, es interesante constatar que el HBE inhibidé la
expresion de Apoc3, c2 y b, mientras que la combinacién con FOS o GOS
contrarresto este efecto, incrementando de hecho su expresion junto con la de
Apoal. Tanto FOS como GOS indujeron individualmente asimismo la expresion
de Apoc2 y c3. Aunque practicamente no hay estudios en los que se haya
caracterizado la expresion de apoproteinas en colon, si se ha descrito que
Apoal, by c3 son las lipoproteinas mas expresadas en el intestino [415]. Se ha
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descrito que las dietas ricas en fibra inhiben la expresion de Apoal en yeyuno e
ileon y de Apob en ileon en animales convencionales[416-418]. Nuestros
resultados en ratones libres de gérmenes contradicen por tanto estos
resultados. Esto puede ser debido a la ausencia de microbiota, al tipo de fibra o
al hecho de que en estos estudios se utilizan mayores cantidades de fibra en la
dieta (usan un 10%).

Como se ha indicado anteriormente, la expresidn de genes relacionados
con el metabolismo del glutatidon se vio alterada en nuestro estudio. Al igual que
en el caso de las apoproteinas, la expresion de estos genes se afectd de manera
diferencial (sobre todo en el colon) por la administracién de HBE y de OND+HBE
Por ejemplo, el HBE incrementd la expresion en colon de Gpx2, la isoforma
gastrointestinal de la glutation peroxidasa, mientras que la adiciéon de FOS o
GOS a esta dieta contrarresté este efecto. Aunque hay estudios que no
muestran diferencias entre animales convencionales y libres de gérmenes en la
expresion de Gpx2 [419], varios estudios han puesto de manifiesto que la
introduccidon de microbiota en animales libres de gérmenes induce la expresion
de Gpx2 [420, 421]. Este incremento se ha explicado como el resultado de una
respuesta inflamatoria a la introduccion de la microbiota [421], aunque
posiblemente cabe hablar mas de maduracién inmunolégica que de inflamacion
propiamente dicha.

En un estudio en el que se caracterizd la expresion de enzimas en
animales libres de gérmenes y convencionales, se observd una mayor expresion
de Gstal/2 en el colon de animales libres de gérmenes [419], lo que
nuevamente se ha interpretado como parte de una respuesta inflamatoria de
adaptacion a la presencia de bacterias. Aunque no se incluyeron muestras de
animales convencionales en este caso, nuestros resultados muestran que la
administracion del HBE disminuye la expresion de Gstal y no varia la de Gsta2,
de forma que parecen divergir sustancialmente de los anteriores

Por lo demas, existe cierta consistencia en los efectos de los OND, en el
sentido de que se puede constatar una tendencia a la induccién de Gst (que es
especifica porque varia en funcién del oligosacdrido considerado) y a la
represion de Gpx2. Se ha descrito que FOS presenta un efecto compatible con
un aumento de la protecciéon antioxidante en el colon, aunque
presumiblemente a través de mecanismos dependientes de la microbiota[396].
Un efecto comparable ha sido descrito a nivel de ileon [422]. Como vemos,
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apenas hay precedentes de nuestros datos, que representan por tanto un
avance sustancial en este campo.

Un aspecto importante y novedoso en la relacion de la microbiota con
su hospedador es el relacionado con la funcion de barrera del intestino.
Observamos inicialmente a partir de los datos de gendmica que la
administracion del HBE y de OND modificaba la expresion de genes relacionados
con la defensa frente a bacterias (péptidos antibacterianos) y con el
mantenimiento de la permeabilidad intestinal (claudinas, ocludinas, etc.). De los
resultados obtenidos con microarrays es interesante destacar las diferencias
gue se observan entre yeyuno y colon en la expresion de genes relacionados
con la respuesta frente a bacterias (defensinas y moléculas relacionadas) (Fig
33). Asi, mientras que en yeyuno las mayores diferencias se observan en
presencia de FOS o del HBE por separado (la adicion de oligosacaridos a la dieta
con HBE no contrarresta o modifica los efectos de HBE), en el caso del colon no
se observan diferencias resefiables cuando se administran los OND solos, vy
ademas la adicién de estos a la dieta que contenia HBE tiende a anular los
efectos de este (Fig 33A-B). Este efecto se puede observar también en colon en
cuanto a la expresion de genes como Cldn4, Cldn5, Aqp8, Tnf, Cxcl10 o Efnal
(Fig 33C). Es posible que estas diferencias puedan estar relacionadas con la
presencia de una microbiota mucho mas densa en el colon, en el que por tanto
es normal la coexistencia de bacterias y oligosacaridos, en tanto que en
intestino delgado la cantidad de bacterias presentes es mucho menor, aunque
sigue siendo significativa.

Se estudid la expresidn en colon de una seleccion de estos genes
mediante RT-PCR tanto en ratones convencionales como en libres de gérmenes.
La primera observacion relevante es que en los ratones libres de gérmenes la
expresion de todos los genes seleccionados, con la notable excepcién de Reg3g,
es mayor que en ratones convencionales (Fig 35). Por tanto, la ausencia de
microbiota estimula la expresion de genes relacionados con la produccion de
péptidos antibacterianos y con la funcion de barrera, lo que sin duda constituye
una respuesta paraddjica, dado que a priori cabria esperar una relacidn directa
entre la presencia luminal de bacterias y la expresidn de proteinas dirigida a
controlar a dichas bacterias, como ocurre precisamente con Reg3g. De hecho,
en un estudio realizado en ratones convencionales se observéd que la
administracion de antibidticos inhibe la expresion de Reg3g y también de
PI2g2a y Ang4 en colon[27] . Andlogamente, Larsson y colaboradores.
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estudiaron la expresion de Reg3g en animales convencionales y libres de
gérmenes y observaron que hay mds en los primeros (4,2 veces) que en
condiciones libres de gérmenes [423].

Por su parte, el efecto de los OND en la funcion de barrera es
controvertido. En humanos, la suplementacion dietética con inulina la potencia,
disminuyendo la permeabilidad a lactulosa [25], mientras que GOS reduce el
aumento de permeabilidad producido por la pancreatitis aguda en ratas [26].
Los OND (polidextrosa y goma de agar) también reducen la translocacion
bacteriana en ratones [424]. Sin embargo, el efecto de FOS parece ser el
contrario, es decir, un incremento de la translocacién [425]. En un estudio
llevado a cabo con microarrays no se halld correlacidon con genes relacionados
con la funcidn de barrera [403]. Los autores propusieron que el origen de este
fendmeno se encontraba por el contrario en alteraciones en el metabolismo de
la mucosa, lo que como sabemos es coherente con nuestros propios resultados.
En todo caso, este incremento no parece producirse en humanos [426] pues
FOS no afecta a la permeabilidad intestinal en pacientes quemados [427].
Nuestros resultados muestran incrementos en la expresidon de cldn4 vy, en
menor medida, cldn5, en el colon de ratones libres de gérmenes y
convencionales tratados con FOS, aunque GOS presentd una tendencia similar.
Estos cambios son consistentes en principio con una menor permeabilidad. Otro
efecto destacable de GOS y FOS fue el incremento de expresidon de Cxcl10 y
Reg3g en el colon, tanto en ratones libres de gérmenes como convencionales.
CXCL10 es una quimioquina implicada en la atraccién de diversos tipos
celulares, incluyendo monocitos y linfocitos T, mientras que Reg3g es una
lectina antibacteriana que participa en la defensa epitelial. Por tanto, se trata de
efectos plenamente compatibles con una potenciacién de la funcién de barrera.
En vista de los resultados obtenidos en enterocitos in vitro, es tentador
considerar la posibilidad de que estos genes puedan ser regulados de forma
directa por FOS/GOS a través de la via NF-kB. CXCL10 formaba parte del
multiplex utilizado para evaluar la respuesta de las células IEC18 a OND, donde
se observd un efecto positivo pero sélo en el caso de los OSLC. En consecuencia,
no tenemos datos que confirmen el efecto de FOS/GOS, pero consideramos
muy posible que pueda ser verificado mediante medicidn estandar con ELISA,
que es presumiblemente mds sensible.

En suma, hemos demostrado que los OND presentan acciones no
prebidticas bioldgicamente relevantes a nivel del tracto gastrointestinal. Estas

171




acciones implican al menos parcialmente cambios en el comportamiento del
epitelio y son de naturaleza compleja. Ademads, parece existir una interaccion
significativa entre dichas acciones y componentes normales de la microbiota.
Entre las acciones de los OND en intestino podemos destacar una alteracién del
crecimiento y la proliferacién celular, del metabolismo lipidico un aumento de la
funcidn barrera asi como la modulacion de la expresion de distintas enzimas
implicadas en procesos de destoxificacion.

Por otra parte, el efecto predominante del HBE sobre el transporte
despertd nuestro interés puesto que nuestro grupo de investigacion ha estado
interesado desde hace mas de 20 afos en el estudio de las alteraciones en el
transporte idnico en el intestino inflamado. Ademas, estudios previos habian
descrito defectos en el transporte hidroelectrolitico en animales libres de
gérmenes [15, 129]. Por este motivo nos planteamos estudiar el efecto de la
ausencia de microbiota en la expresién de transportadores. El estudio de la
expresion de distintos transportadores mediante RT-PCR en ratones normales y
libres de gérmenes indicd que en ausencia de microbiota la expresion de
Scnnlb, Scnnlg (las subunidades By y de ENaC), SIc9a3, (NHE3), Agp8 y Atplal
(la subunidad o de la ATPasa Na'/K’) se encontraba incrementada
significativamente, observandose asimismo una tendencia a incrementar la
expresion de Slc26a3 (DRA) y Atp1b1 (subunidad B de la ATPasa Na“/K") (Fig 36).
Globalmente estos resultados son coherentes con la hipdtesis de un cambio en
el transporte hidroelectrolitico en colon asociado a las condiciones libres de
gérmenes. En este sentido, es interesante observar que los resultados de
microarrays y de PCR indicaron que la presencia de pequenas cantidades de
antigenos bacterianos (grupo HBE) normalizé la expresion de los
transportadores cuando se compard con la expresidon en animales libres de
gérmenes (Fig 36), sugiriendo una posible relaciéon causa-efecto. Datos
preliminares realizados en células Caco-2 muestran cédmo el HBE modula la
expresion de S/lc9a3 (NHE3), Atplal y Atplbl (subunidades a y B de la ATPasa
de Na'/K’) (datos no mostrados). Por el contrario, los OND presentaron un
efecto escaso a este nivel, mostrando tan solo una tendencia general a
aumentar la expresiéon de distintos transportadores en ratones convencionales,
qgue fue menos patente en condiciones libres de gérmenes.

Desafortunadamente no contamos en este experimento con ensayos
funcionales que permitan evaluar el impacto fisiolégico de las alteraciones en la
expresion génica de moléculas relacionadas con el transporte a consecuencia de
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la presencia/ausencia de microbiota. Por este motivo, llevamos a cabo varios
experimentos en los que eliminamos la microbiota mediante la administracién
de una mezcla de antibidticos. Este es un modelo que nos permitid repetir
experimentos facilmente, sin necesidad de utilizar las instalaciones del
Karolinska Institutet, a la vez que facilita estudiar el efecto de la eliminacién de
gérmenes y las posibles diferencias entre los efectos de la ausencia de gérmenes
como condicién congénita (o natural) y como condicion sobrevenida. A la hora
de poner a punto este modelo partimos de estudios previos de otros grupos de
investigacion, segun los cuales es posible conseguir una deplecién sustancial de
la microbiota con una mezcla de antibidticos [344]. En este sentido el modelo
funciond razonablemente bien, ya que conseguimos la deplecion de al menos
un 90% de la microbiota, que se vio acompafiada de cambios fenotipicos que
reproducian en lo sustancial los observados en ratones libres de gérmenes. Por
ejemplo, se observd un incremento del tamafio del ciego y un aumento de la
humedad de las heces (aproximadamente del 20%) [27]. El estudio de la
expresion de transportadores en este modelo mostré un incremento de su
expresion no sélo en el colon, sino también en el ciego. En ambos casos el
cambio mdas marcado se observé en la subunidad y de ENaC .

Estos resultados contradicen los de un estudio previo en el que se
observé que la expresion de Sic26a3 (DRA) y de Agp4 en ratones libres de
gérmenes se encuentra reducida, y que se normaliza cuando se establece la
colonizacion bacteriana en ellos [428]. En cambio, nuestros resultados si
coinciden con un estudio del transcriptoma realizado en ratones libres de
gérmenes y convencionales que revela una menor expresion de Agp4 en colon
de ratones convencionales [429]. Los resultados también son coherentes con el
trabajo publicado por Simonetta y colaboradores., en el que encontraron
mayores niveles de ATPasa Na'/K" en ileon y ciego de ratas libres de gérmenes
en comparacion con ratas convencionales, lo que asociaron con una mayor
eficiencia absortiva [28]. Efectivamente, un incremento en la expresion de estos
genes deberia traducirse en una mayor fuerza motriz en cuanto al transporte
idnico debida a la ATPasa, mayor absorcion de sodio/cloro y también de agua.
En un estudio llevado a cabo en ratones, se constaté que, ademds de detectarse
una mayor actividad ATPasa Na'/K" en el duodeno de animales libres de
gérmenes, esta se reduce al introducir una microbiota bacteriana normal [430].

Por tanto, nuestros resultados indican que la reduccién/ausencia de
microbiota induce la expresidn de transportadores idnicos, mientras que la
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introduccion de antigenos bacterianos la inhibe. El incremento en la expresion
de transportadores se traduciria en una mayor absorcion de agua a nivel del
colon y ciego. Clasicamente se ha descrito que los animales libres de gérmenes
tienen una diarrea suave; aunque por razones técnicas no realizamos un
seguimiento de este parametro en los ratones libres de gérmenes, es patente
que estos no tenian una diarrea claramente establecida, aunque globalmente
los ratones NMRI criados en las instalaciones libres de gérmenes del Karolinska
Institutet tienden a tener heces algo madas blandas de lo normal. En
consecuencia, es posible que la induccién de genes proabsortivos contrarreste
esta tendencia fundamental de los animales libres de gérmenes. La realizacion
de experimentos en condiciones pseudo estériles nos permitio profundizar en el
estudio de los posibles cambios en el transporte hidroelectrolitico,
constatandose que estos ratones tampoco presentaban diarrea, pero si un
cierto ablandamiento de las heces. Ademas, su contenido en agua era
incuestionablemente mayor que en animales control, lo que confirma que la
disminucion marcada de la microbiota es capaz de reproducir este defecto
fundamental de los animales libres de gérmenes. Cuando se evalud la capacidad
de transporte de agua se observd una disminucion de la capacidad de absorcidn
de agua (p=0,012), combinando los datos de ambos experimentos). Este
experimento se ha hecho dos veces y esta prevista una repeticidon adicional con
objeto de aumentar el nimero de muestras y la potencia estadistica global. Es
importante destacar que estas medidas se realizaron con la técnica del colon
ligado, lo que excluye cualquier posible influencia de la motilidad intestinal. El
hecho de que estos animales no presenten signos claros de diarrea y de que no
se aprecien alteraciones en la concentracion de iones ni en la concentracion de
proteinas plasmaticas indica que este defecto esencial de la capacidad absortiva
estd compensado funcionalmente. Desconocemos obviamente si el transporte
hidroelectrolitico esta afectado a nivel del intestino delgado, dado que no era
factible realizar el estudio funcional con mas de un segmento intestinal, sin
embargo es poco probable dado que estd descrito que la absorcidon de agua en
intestino delgado es similar en ratones libres de gérmenes y convencionales
[431].

La causa del defecto de absorcién en ausencia de microbiota ha sido
objeto de estudio con anterioridad. Asi, se ha constatado que los animales libres
de gérmenes presentan una menor absorcién de agua in vivo y una mayor
absorcidn electrogénica de sodio [129, 431]. Donowitz y Binder observaron que
la absorcidn de agua por el ciego en ratas libres de gérmenes estaba disminuida,
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pero que este fendmeno estaba ligado a la composicién de la solucidn presente
en el intestino in vivo mds que a un cambio especifico de tipo regulador, en la
medida en que la absorcién a partir de una solucién de NaCl era normal en
animales libres de gérmenes, mientras que la absorcidon en animales control
resultaba inhibida cuando se partia del liquido contenido en el ciego de los
primeros [15]. Estos autores sefialaron al mayor contenido en mucus en dicho
liguido como responsable de este efecto. Como se ha indicado anteriormente,
el recambio de mucus se enlentece considerablemente en ausencia de bacterias
luminales, por lo que tenderia a acumularse en la luz del intestino. El resultado
es una mayor densidad de cargas anidnicas, obviamente no absorbibles, que
tenderian a retener sodio y agua. Sin embargo, hay datos contradictorios
respecto a si hay mas o menos moco en el colon de animales libres de gérmenes
[125, 432]. Asumiendo que haya efectivamente mas moco y que este impida la
absorcion, la induccién de transportadores absortivos tiene sentido
fisioldgicamente, pero esta hipdtesis no encaja con la absorcidon normal de una
solucion idnica estandar en el ciego de ratas libres de gérmenes [15]. Es posible
gue esta discrepancia se deba a diferencias relacionadas con la especie animal
utilizada.

Cuando se produce la pérdida de agua y sodio se induce el sistema
renina-angiotensina-aldosterona, lo que tiende a incrementar la presion arterial,
a preservar la funcion renal y a potenciar la reabsorcion de agua y sodio en el
rifndn pero también en el colon distal, a través de la estimulacién de la absorcion
electrogénica de sodio y otros mecanismos. El transporte electrogénico de sodio
estd mediado por ENaC, que muestra los cambios mas importantes en nuestro
estudio. Aunque esta es la diana fundamental de la accidn mineralocorticoide, la
aldosterona tiene un efecto mas amplio sobre transportadores proabsortivos,
incluyendo la ATPasa Na*/K* y el NHE3, entre otros [433]. Por tanto, es plausible
gue un defecto basico de absorcion en condiciones libres de gérmenes pueda
ser compensado por una respuesta de hiperaldosteronismo secundario.
Sorprendentemente, al medir los niveles de aldosterona en el plasma de los
ratones libres de gérmenes, encontramos no ya una ausencia de incremento,
sino una franca disminucion. Posteriormente medimos los niveles de
corticosterona (principal glucocorticoide en el ratén) en estas muestras vy
hallamos un aumento del 75%, aunque con caracter no significativo. Estos
resultados coinciden con los de otros estudios que han descrito que en ratones
libres de gérmenes existen niveles de corticosterona elevados, tanto en
condiciones basales como después de la estimulacidn con LPS [29, 30]. Algunos
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autores han descrito ademas que las ratas libres de gérmenes pueden tener una
mayor produccidn de corticosterona en respuesta al estrés y que puede existir
una resistencia a la corticosterona a nivel de sus receptores [434]. Dado que la
produccidon de glucocorticoides se regula por mediacion del eje hipotalamo-
hipofisario-adrenal, en el que se ejerce una inhibicidn por parte del producto
final (corticosterona en este caso) a nivel central, una menor sensibilidad de los
receptores daria lugar a un aumento en la produccién de glucocorticoide. A su
vez, los niveles elevados de corticosterona son susceptibles de superar la
barrera de contencidn que presentan las células sensibles a mineralocorticoides,
gue consiste en la inactivacion enzimatica de glucocorticoides por medio de la
11B-hidroxiesterol deshidrogenasa 2[433]. En la medida en que tenga lugar este
fendmeno, la corticosterona induciria los efectos de la aldosterona en los tejidos
sensibles, empezando por el aumento de expresion e insercion en membrana
plasmatica de ENaC. Por otra parte, es conocido que los glucocorticoides
estimulan per se la absorcién de agua y electrolitos en el intestino. Por tanto,
nuestros resultados pueden explicarse en funcidon de esta hipdtesis. La
disminucion de aldosterona en sangre seria el resultado de la inhibicidn
indirecta. Aunque nuestros ratones no experimentaron hipopotasemia, hay que
recordar que los datos corresponden a un estado de compensacion fisiolégica,
no a una fase intermedia en la que se haya podido producir el ajuste.

Por su parte, la endotelina 1 es un mediador conocido por sus efectos
presores a nivel arterial [435] , pero que ejerce también funciones reguladoras
del transporte hidroelectrolitico, actuando como secretagogo e inhibidor de la
absorciéon de NaCl en el colon [436, 437] y el ileon [438]. Por tanto, el
incremento de la expresion de endotelina 1 que se observa en nuestro estudio
tenderia a neutralizar los efectos presumiblemente proabsortivos de los
transportadores inducidos en condiciones libres de gérmenes. Nuestro interés
en este gen surgid fundamentalmente por ser una de las secuencias
incrementadas en condiciones libres de gérmenes que eran sensibles al HBE.
Aunque los resultados del microarray no muestran cambios de expresién en
transportadores secretores, el incremento en la expresion de Ednl sugiere que
pueden producirse efectos complejos a este nivel, es decir, la endotelina 1
puede estar implicada en los cambios adaptativos asociados a la menor
capacidad de absorcidon oponiéndose funcionalmente a la induccion de
transportadores absortivos, o bien puede presentar un efecto no secretor en
estas condiciones. La dilucidacion de este extremo requerira la realizacion de
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experimentos adicionales. Es importante recordar que el gen Ednl es regulado
por la aldosterona.

Nuestro grupo ha trabajado intensamente en el estudio de las bases
moleculares y bioquimicas de la Ell [182, 401, 402, 439]. Como se ha indicado
anteriormente, el segundo experimento en condiciones libres de gérmenes
estaba destinado a evaluar el efecto antiinflamatorio intestinal de los OND en
ausencia de microbiota, es decir, dependiente de las acciones no prebidticas,
pero dicho experimento dependia légicamente de la capacidad de inducir
inflamacidn intestinal en estas condiciones. Nuestros resultados demuestran sin
lugar a dudas que la respuesta inflamatoria al DSS se encuentra fuertemente
atenuada en ratones libres de gérmenes, aunque su estado global experimenta
un deterioro importante, que hemos relacionado con una mayor pérdida de
sangre, debido posiblemente a un defecto en la funciéon barrera del intestino. Es
importante destacar que los ratones pseudo estériles presentan igualmente una
respuesta inflamatoria escasa pero, a diferencia de los animales libres de
gérmenes, no muestran signo alguno de dafo o de deterioro de su estado de
salud. Nuestro grupo de investigacion ha relacionado este fendmeno con la
mayor presencia de células Treg en la mucosa de estos ratones, en virtud de la
presencia previa de una microbiota normal. Estos experimentos han sido
ejecutados y analizados por un equipo del que la doctoranda ha formado parte,
pero como se ha comentado con anterioridad han sido tratados
exhaustivamente en otra tesis doctoral presentada recientemente, por lo que
no seran analizados aqui. Sin embargo, en paralelo con la investigacion
relacionada con la inflamacidon en si, y en consonancia con nuestro interés por
las alteraciones en el transporte electrogénico, consideramos de gran relevancia
estudiar los cambios que se registran en estos modelos en este sentido.

Nuestros resultados indican que la administracién de DSS a los ratones
tuvo en general un efecto inhibidor sobre la expresidn de los transportadores en
los ratones convencionales, al tiempo que se desarrolla la respuesta
inflamatoria. Nuestros datos coinciden con algunos estudios que indican
disminucién en DRA, NHE3, ENaC, AQP8 y ATPasa Na'/K* en el intestino
inflamado de humanos con Ell y/o en modelos de inflamacién en animales [31-
33], pero no con todos [32, 34]. Varios grupos de investigacion, incluyendo el
nuestro, han puesto de manifiesto que la inflamacidn crénica del intestino
inhibe los procesos absortivos y también los secretores, a través de mecanismos
gue pueden comprender desde alteraciones en la expresion de transportadores
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y moléculas reguladoras del transporte (lo que se denomina transportoma)
hasta cambios en la permeabilidad epitelial, represion de isoformas de
adenilato ciclasa, etc. [182, 440].En general, en nuestro estudio se observd una
inhibicion, que no siempre alcanzd significancia, de la expresién de Slc26a3
(DRA), Atp1b1 (subunidad B de la ATasa), Agp8 y Scnnla (aENaC) en todos los
modelos (ratones convencionales+DSS, ratones LG+DSS y ratones PE+DSS). Con
algunas excepciones, se registrd asimismo una menor expresion de Atplal (la
subunidad a de la ATPasa), Scnnlg (yENaC) y S/ic9a3 (NHE3). También se
observé inhibicidon de Scnnlb (BENaC) en ratones convencionales y ratones
pseudo estériles a los que se administré DSS. Por tanto, hay mas coincidencias
que discrepancias en el perfil de expresion de transportadores en los 3 modelos.
Sin embargo, como se ha indicado anteriormente, mientras que los marcadores
de inflamacién determinados y el estado de los animales indican la presencia de
colitis en animales convencionales, en ratones pseudo estériles y libres de
gérmenes a los que se administrd DSS se observd inflamacion muy leve.
Ademas, los ratones libres de gérmenes mostraron sintomas de afectacion
grave, probablemente por pérdida abundante de sangre, en tanto que los
ratones pseudo estériles no mostraron sintomas en absoluto. Por tanto la
inhibicidn de la expresidn de transportadores parece deberse en ese caso mas al
daio del DSS a la barrera epitelial que a la presencia o ausencia de inflamacion
y/o de bacterias. En este sentido, es conocido que el DSS actua como agente
lesivo sobre las células epiteliales, lo que de hecho constituye su mecanismo de
accion como agente colitogénico. Precisamente para reducir el sesgo en este
sentido utilizamos villina en la normalizacién de estos datos, de forma que la
expresion de los transportadores esta referida a la cantidad de células
epiteliales presentes en la muestra. Por tanto, el descenso de los
transportadores podria interpretarse en funciéon de la existencia de mas
enterocitos inmaduros o por un efecto sobre la expresidn en enterocitos
maduros. Alternativamente, es posible que un nivel minimo de inflamacion
como el detectado en nuestros modelos libres de gérmenes y pseudo estériles
sea suficiente para determinar la represidon génica observada. Es interesante
constatar también que la endotelina 1 presentd un comportamiento diferencial,
ya que fue inducida en ratones convencionales e inhibida en los ratones libres
de gérmenes y pseudo estériles expuestos a DSS.

Desde el punto de vista funcional, en los ratones convencionales y en los
pseudo estériles la administracidon de DSS produjo el esperado incremento de la
humedad de las heces. Nuestros datos indican que este efecto se superpone
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con el defecto de absorcion ligado a la deplecién masiva de la microbiota en los
ratones pseudo estériles, pero se llega a un limite fijo cercano al 60% de
humedad. En consecuencia, el efecto del DSS es proporcionalmente mayor en
ratones convencionales que en los pseudo estériles. Paraddjicamente, este
efecto no se asocié con cambios significativos en la absorcidn de agua en los
animales expuestos a DSS, cuya tendencia fue de hecho a aumentar mas que a
disminuir. Por tanto, en los ratones tratados con DSS se pierde la correlacidn
entre el grado de humedad en heces/diarrea y la capacidad especifica de
absorcion del colon, tanto en ratones convencionales como pseudo estériles.
Dado que el DSS tipicamente produce hematoquecia, incluyendo la presencia de
sangre oculta en heces, es posible que esta contribuya decisivamente a la mayor
pérdida de agua y que no se detecte en el corto periodo de estudio del
experimento de transporte. Alternativamente, esta puede deberse al menos en
parte a una mayor motilidad intestinal, dado que esta no influye en la captacion
de agua en la técnica del colon ligado. Una tercera posibilidad es que el DSS
produzca una mayor secrecion o menor absorcion de agua en las porciones
proximales del intestino, aunque es improbable porque el DSS no produce
inflamacidn en el intestino delgado.

Con independencia de la causa concreta, dado que el DSS produce una
disminucidn global de la expresidon de transportadores absortivos en el colon de
ratones normales y pseudo estériles, el hecho de que no se registre una
inhibicidn paralela de la capacidad de absorcién coldnica indica que el impacto
funcional de este cambio regulador es despreciable en este caso. Por supuesto,
es posible que no se produzcan cambios paralelos a nivel de proteina, lo que de
hecho constituiria la explicacion mds probable para esta discrepancia. En vista
de esta observacién, es posible que los ratones libres de gérmenes tratados con
DSS tampoco experimenten una inhibicidon de la capacidad de transporte, pero
es imposible afirmarlo categéricamente al no disponer de datos de
funcionalidad en este modelo.

Los OND son productos que, ademas de ser empleados con frecuencia
en la industria alimentaria, han demostrado ser efectivos en la prevencion y el
tratamiento de distintas enfermedades como la diarrea o la enfermedad
inflamatoria intestinal, al menos a nivel preclinico. A pesar de que la mayoria de
sus efectos se han relacionado con sus acciones prebidticas, el mecanismo de
accién es relativamente desconocido. La presente tesis doctoral demuestra la
capacidad de los OND de actuar directamente no solo sobre células de la
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mucosa intestinal sino también sobre la bacteria patdgena Pseudomas
aeruginosa, contribuyendo al conocimiento del mecanismo de accidon de estos
compuestos. El hecho de que convivamos con la microbiota nos plantea cudl es
la importancia biolégica de estas acciones directas. En primer lugar, los OND
deben atravesar todo el tracto intestinal antes de llegar al ciego, pudiendo
ejercer sus acciones directas principalmente en estas zonas. Ademas, existen
algunas situaciones como el uso prolongado de antibidticos que reducen la flora
bacteriana, haciendo a estos individuos mas susceptibles de percibir estas
acciones directas. Algunas de estas acciones son el efecto inmunoestimulador
de los OND sobre células de la mucosa intestinal ,ademads de la modificacion en
la expresion de genes implicados en diversas funciones como el metabolismo
lipidico o la funcidn barrera. Para determinar la importancia bioldgica de estos
cambios se requerira de estudios mas amplios en cada una de estas areas.

Por otro lado, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral
demuestran como la presencia de la microbiota esta implicada en el
mantenimiento de la homeostasis del agua. Este hecho no solo nos ayuda a
comprender la relaciéon existente entre individuo y microbiota y sus
implicaciones, sino también las consecuencias derivadas de la alteraciéon de la
microbiota. Las implicaciones a nivel funcional, asi como las posibles ventajas de
la administracion de antigenos de la microbiota, deberan ser objeto de futuros
estudios.

180




Conclusiones/Conclusions

181




Conclusiones/conclusions

Conclusiones

e Fos reduce la patogenicidad de P. aeruginosa mediante distintos
mecanismos.

e Los OND ejercen efectos directos in vitro induciendo la secrecion de
citoquinas proinflamatorias en células epiteliales intestinales a través de
la activacion de la via TLR4/MyD88/NF-kB.

e FOS y GOS presentan acciones directas independientes de su efecto
prebidtico in vivo que son moduladas por antigenos de la microbiota.
Entre estos efectos destacamos la regulacion del crecimiento y la
proliferacion celular, del transporte de lipidos, del metabolismo del
glutation, de la funcién barrera y de moléculas que intervienen en la
defensa frente a patdgenos.

e La ausencia de microbiota implica una induccion de la expresidén de
transportadores como posible mecanismo de compensacién a las
alteraciones de la homeostasis del agua observada en animales libres de
gérmenes.

e EI DSS inhibe Ila expresion de transportadores en colon
independientemente de la presencia de microbiota o de su grado de
inflamacidn. Esta inhibicidn no se correlaciona con una menor absorcién
de agua.

e EI DSS no induce inflamacién coldnica en animales libres de gérmenes
de forma que no es posible realizar el estudio del efecto
antiinflamaatorio directo, independiente de su efecto prebidtico de los
OND.
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Conclusiones/conclusions

Conclusions

e FOS reduces P. aeruginosa pathogenicity throught several mechanisms

e NDOs exert direct effects in vitro inducing the secretion of
proinflammatory cytokines by intestinal epithelial cells via
TLR4/MyD88/NF-kB activation.

e FOS and GOS exert direct actions independent of their prebiotic effect
in vivo. These effects are modulated by microbiota antigens. Some of
these actions include effects on the regulation of cell growing and
proliferation, lipid transport, glutathione metabolism, epithelial barrier
function and defense against pathogens.

e The lack of microbiota results in an induction of the expression of
hydroelectrolytic carriers as a possible compensatory mechanism to
water homeostasis alteration observed in germ free mice.

e DSS inhibits the expression of hydroelectrolytic carriers in colon
independently of the presence of microbiota or the degree of
inflammation. This inhibition did not correlate with lower water
absorption.

e DSS does not induce colonic inflammation in germ free mice.
Consequently there is not a suitable model of colitis to investigate the
non prebiotic antiinflammatoory actions of NDOs.
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