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RESUMEN

En la actualidad, los probidticos son utilizados ampliamente debido a la gran cantidad de
efectos benéficos que presentan, destacando principalmente su capacidad para modular el tracto
gastrointestinal y la respuesta del sistema inmunolégico. En la industria porcina son empleados en
gran medida para mantener una buena salud digestiva de los animales, asi como para aminorar la
sintomatologia de diferentes padecimientos. Los mecanismos de accién de los probidticos son
variados, pero uno de ellos es mediado por microRNAs (miRNAs), pequefias secuencias de RNA
no codificante capaces de bloquear la produccion de proteinas de respuesta, impactando en
procesos como la sefializacion de receptores tipo Toll (TLR), presentacion antigénica y produccion
de citocinas. Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue analizar la expresion de los miRNAs
miR-21-5p, miR-26a-5p, miR-30b-3p en células de ganglios mesentéricos de cerdo, y determinar
si el probiotico Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (Bb12) podria inducir cambios en la
expresion de dichos miRNAs y proteinas de la respuesta inmune. Para esto, se utilizaron células
aisladas de ganglios mesentéricos de cerdos y se estimularon con Bbl2 por 4 h'y 24 h y se
determind el porcentaje de proteinas de superficie de membrana (CD3, CD21, CD172 y CADM1)
mediante citometria de flujo. Después se cuantifico la expresion de los miRNAs mediante reaccion
en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion (RT-qPCR). Posteriormente se evaluo la
produccion y expresion de las citocinas IL-10 e IL-12 mediante un ensayo por inmunoadsorcion
ligado a enzimas (ELISA) y RT-qPCR. En los resultados, se encontrd que el porcentaje de células
dendriticas no se vi6 afectado al utilizarse concentraciones bajas del probidtico (10* y 10°
UFC/mL), mientras que al emplearse concentraciones mayores de Bb12 (107 y 10 UFC/mL) el
porcentaje de células dendriticas disminuy6 significativamente entre 2-5 %, respectivamente
(p<0.05) Ademas, se encontro la expresion de los miRNAs estudiados; sin embargo, al estimular
con el probidtico en concentraciones de 10* y 10° UFC/mL, no se observaron cambios en su
expresion. Asimismo, la produccion y expresion de IL-10 e IL-12 no presentd variaciones ante el
estimulo con los tratamientos de 10* y 10° UFC/mL del probidtico. Se considera que la expresion
de los miRNAs y proteinas de respuesta inmune estudiadas, podrian depender de cantidades
mayores a 10’ UFC/mL del probiético Bb12 en células de ganglios mesentéricos; sin embargo, es
necesario la realizacion de més investigaciones al respecto.

Palabras clave: miRNAs, probidticos, ganglios mesentéricos, respuesta inmune, cerdo
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ABSTRACT

Currently, probiotics are widely used due to the large number of beneficial effects they
confer, highlighting their ability to modulate the gastrointestinal tract and the immune system
response. In the swine industry, they are used to maintain the good digestive health of animals, as
well as to reduce the symptomatology related to several diseases. Probiotic mechanisms of action
are diverse, but one is mediated by microRNAs (miRNAs), small-non coding RNAs capable of
blocking response proteins production, impacting processes such as Toll-like receptor (TLR)
signaling, antigenic presentation, and cytokine production. Therefore, this work aimed to analyze
the miRNAs miR-21-5p, miR-26a-5p y miR-30b-3p expression in swine mesenteric lymph node
cells, and to determine if probiotic Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (Bb12) could
induce changes in the expression of these miRNAs and cytokines. For this, mesenteric lymph nodes
cells from swine were isolated and stimulated with Bb12 for 4 h and 24 h, after which, the cell
surface molecules (CD3, CD21, CD172, and CADM1) percentage was determined by flow
cytometry. Then miRNAs expression was quantified by reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-qPCR). Afterward, cytokine IL-10 and IL-12 production and expression were
evaluated by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and RT-qPCR. As result, it was
found that dendritic cells percentage were not affected by using low concentrations of probiotic
(10* and 10° CFU/mL), while higher probiotic concentrations (107 and 108 CFU/mL) significantly
decreased dendritic cells percentage to 2-5%, respectively (p<0.05). Furthermore, the miRNAs
expression was found, however when stimulated with probiotic at 10* and 10° CFU/mL
concentration, there was no modulation in their expression. Likewise, IL-10 and IL-12 production
and expression did not significantly change when stimulated with probiotics at 10* and 10°
CFU/mL concentrations. MiRNAs and response proteins studied could likely be dependent on
probiotic Bb12 in higher amounts than 10’ CFU/mL in mesenteric lymph nodes cells; however,

more research is needed on this subject.

Key words: miRNAs, probiotics, mesenteric lymph nodes, immune response, swine
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1. INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal es el sitio donde convergen una gran cantidad de microorganismos,
estableciéndose en las diferentes regiones del intestino y contribuyendo a la salud del hospedero al
mantener la homeostasis del tracto gastrointestinal (Tuohy y Scott, 2015). Cuando ocurren cambios
que afectan dicha homeostasis, una forma de recuperarla es mediante el uso de probidticos. Uno
de los géneros ampliamente utilizado es Bifidobacterium, siendo Bifidobacterium animalis subsp.
lactis (Bb12) una de las especies mas destacadas (Jungersen et al., 2014). Diversas investigaciones
demuestran su accion benéfica al contrarrestar efectos secundarios al uso de antibidticos, mejorar
la salud gastrointestinal, asi como modular la respuesta del sistema inmunoldgico (Quigley, 2017).
Dentro de los mecanismos estudiados mediante los cuales los probidticos realizan su funcion se
encuentran aquellos donde evitan la adhesion de microorganismos patégenos, impidiendo asi que
provoquen subsecuentes infecciones, ya sea por la secrecion de sustancias o metabolitos (Plaza-
Diaz et al., 2019). Sin embargo, existen otros mecanismos de tipo molecular que no han sido
completamente esclarecidos. Dentro de ellos encontramos la participacion de microRNAS
(miRNAs) en los efectos proporcionados por probidticos. No obstante, la forma en la que se
relacionan es un tema relativamente nuevo, el cual continua siendo investigado. Es, por tanto, que
se ha demostrado en diferentes estudios la estrecha relacion que mantienen la microbiota,
probidticos y miRNAs y la forma en la que se considera que éstos ultimos son excelentes
candidatos para realizar ajustes y recuperar la homeostasis intestinal (Zhao et al., 2021).

La interaccion miRNAs-probioticos ha sido poco estudiada en humanos, y en su mayoria se han
empleado modelos murinos, sin embargo, es dificil extrapolar los resultados obtenidos de ratones
a humanos a causa de las pocas similitudes que presentan. En cambio, los modelos porcinos son
considerados como una opcién mas adecuada para estudiar la participacion de miRNAs en
respuesta a probioticos, debido a que cerdos y humanos comparten similitudes en aspectos
genéticos, de tracto gastrointestinal, desarrollo cognitivo y tipo de dieta (Lunney et al. 2021). Las
investigaciones publicadas hasta el momento, se encuentran enfocadas en los efectos
proporcionados por probioticos o a la participacion de miRNAs en determinadas patologias, pero
existe muy poca informacién acerca de su estudio en forma conjunta. Ademas, se acentua la

relevancia de realizar investigaciones conjuntando los efectos proporcionados con mecanismos de
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accion de probidticos para comprender los diversos aspectos por los cuales se presentan los efectos
de probidticos para una futura aplicacion.

Por lo mencionado anteriormente, se sustenta la importancia de tratar de mantener e incrementar
la poblacion de bacterias del género Bifidobacterium en el tracto gastrointestinal, lo cual puede ser
logrado a través del consumo de probidticos. Para esto, las investigaciones relacionadas no solo
con sus efectos proporcionados sino con sus mecanismos de accion, son de vital relevancia. Por lo
tanto, y debido a que en células del sistema inmunolédgico se ha visto un incremento en la expresion
de estos miRNAs y de proteinas involucradas en la respuesta inmune, es que se considera que el
probiodtico Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 tiene la capacidad de modular la expresion

de estos elementos, en células de ganglios mesentéricos porcinos.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Cerdo

2.1.1. Industria Porcina: Inconvenientes y Alternativas

En la actualidad la industria porcina es considerada una de las mas proliferas. El consumo de carne
de cerdo posee el primer lugar a nivel mundial con un 37.4%, seguida de la avicola (35.3%), bovina
(22.6%) y ovina (4.7%) (FAO, 2009; McGlone, 2013). El incremento en la poblacion, supone un
incremento en la produccion de alimentos derivados del cerdo. Por lo cual diferentes metodologias
y procesos han sido adoptadas por las industrias con la finalidad de crear un ambiente que
proporcionen las mejores condiciones para los animales y para los productores. Uno de los retos
que se presenta en la crianza de cerdos comerciales, es el asegurar una correcta salud digestiva de
los ejemplares.

Los antibiodticos son una herramienta utilizada frecuentemente en la produccion de animales de
granja desde la década de 1950, en particular durante la cria intensiva para mantener a los animales
sanos y aumentar la productividad. En la actualidad también son utilizados comunmente no solo
para el tratamiento, sino también para controlar la propagacién y prevencion de infecciones,
particularmente en periodos de estrés y vulnerabilidad, asi como para mejorar la eficiencia de la
alimentacion y la promocion del crecimiento de los animales (Lekagul et al., 2019).

Por otro lado, el uso de antibidticos en animales ha generado inconvenientes relacionadas con
resistencia bacteriana (Burow et al., 2019). La presencia de bacterias resistentes a antibidticos en
animales es alarmante desde una perspectiva veterinaria, pero también desde el aspecto zoonético.
Un ejemplo es el descubrimiento de un gen resistente a la colistina mediado por plasmidos (MCR-
1) encontrado en Escherichia coli proveniente de cerdo y en carne de cerdo cruda, el cual comienza
a ser preocupacion a nivel mundial ya que se ha encontrado también en humanos, aunque de forma
esporadica por el momento (Liu et al., 2016). Por tanto, las bacterias resistentes a antibidticos que

emergen entre los animales destinados para consumo pueden propagarse a los humanos, a través
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de la cadena de produccién de alimentos, siendo un tema mundial de gran prioridad la crianza de
animales para consumo sin la utilizacidon excesiva de antibioticos (Osterberg et al., 2016).

Una de las alternativas que ha emergido desde hace un tiempo, es el uso de probioticos para mejorar
la salud gastrointestinal. Gran cantidad de efectos benéficos han sido descritos en modelos porcinos
empleando diferentes bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium como son: mejora
en la absorcion y digestion de nutrientes, reduccion de diarreas, y mejora en el desarrollo de los
animales (Liao y Nyachoti., 2017). Especificamente, el periodo de lactancia es un punto critico
donde los lechones son més susceptibles a enfermedades causadas por bacterias patdgenas, donde
pueden disminuir en gran cantidad su microbiota, por lo cual la administracion de probidticos

resulta como una solucion viable (Kenny et al., 2011).

2.2. Probidticos

Etimolégicamente el término probidtico es derivado del latin “pro” y del griego “bios” y significa
“por la vida” (Salazara y Montoya, 2003). La definicién brindada por la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés), enuncia
que probidticos son “cepas vivas de microorganismos seleccionados estrictamente, los cuales
administrados en cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud del hospedero” (FAO/WHO,
2002). Debido a que una diversidad de estudios clinicos han probado la efectividad de los
probiodticos, la utilizacion de los mismos va en aumento; cepas pertenecientes a los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium son las mas utilizadas comercialmente (Plaza-Diaz et al., 2017).
Estos dos géneros de bacterias, se encuentran dentro de las Bacterias Acido Lécticas (LAB, por sus
siglas en inglés). Estas son un grupo de bacterias Gram-positivas que comparten la caracteristica
de convertir rapidamente los carbohidratos a lactatos, acidificando su ambiente (Burgé et al., 2015).
Las LAB se encuentran distribuidas ampliamente en habitats naturales, como tractos
gastrointestinales de mamiferos, asi como alimentos fermentados (Gilliland, 1990). En el apartado
siguiente se abordaran las caracteristicas e importancia de una especie en particular del género

Bifidobacterium.
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2.2.1. Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12

B. animalis subsp. lactis Bb12 es una bacteria Gram positiva que se encuentra frecuentemente
colonizando el tracto gastrointestinal de los mamiferos (Quigley, 2017). Este microorganismo
presenta caracteristicas singulares, como una gran capacidad de tolerancia a ambientes acidos en
comparacion con otras bacterias de procedencia humana, resistencia al estrés oxidativo y habilidad
para crecer en ambientes con una temperatura elevada para este tipo de bacterias (Vernazza et al.,
2006). Anteriormente se consideraba a Bifidobacterium animalis y Bifidobacterium lactis como
dos especies diferentes, sin embargo, en la actualidad se clasifican como parte de la misma especie,
B. animalis, y se consideran dos subespecies: animalis y lactis (Masco et al., 2004).

Dentro de las funciones presentadas por este microorganismo, y que podrian tener importancia en
el ambito clinico, se encuentran la inmunomodulacion, la adherencia a las células epiteliales y la
mejora de la funcion de la barrera intestinal. En humanos, la utilizacion principalmente de este
organismo se ha enfocado en la inmunidad, con base a los diferentes ensayos clinicos que se han
realizado, en sujetos sanos y enfermos, se han presentado efectos satisfactorios en
inmunomodulacion, prevencion de infecciones, asi como disminucion de desérdenes inflamatorios,
considerandose como resultados prometedores al estimular la respuesta inmune (Quigley, 2017;
Meng et al., 2016; Meng et al., 2017; Sheiki et al., 2016; Tonucci et al., 2017).

Por otra parte, en animales se ha demostrado su capacidad para disminuir la permeabilidad
intestinal en ratones que sufrian de enterocolitis necrotizante (Krumbeck et al., 2018; Bergamann
et al., 2013). Particularmente en cerdos, se ha encontrado que este probidtico modula la respuesta
inmunologica local y mejora la funcion intestinal en ejemplares juveniles que habian sido
infectados con el nematodo Ascaris suum (Solano-Aguilar et al., 2018). De forma similar, Vlasova
y colaboradores (2013), demostraron en un modelo de infeccion con el virus HRV en ejemplares
gnobioticos, que al utilizar los probidticos Bb12 y Lactobacillus rhamnosus (LGG), contribuyeron
a la inmunomaduracion, regulacion de la homeostasis de la respuesta inmunoldgica, entre otros

efectos, logrando asi un control en la diarrea provocada por dicho virus.
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2.2.2. Mecanismos de Accion de Probioticos

Para ser capaces de proporcionar sus efectos, los probidticos cuentan con una amplia variedad de
mecanismos de accion, siendo la modulacion del sistema inmunoldgico uno de los ampliamente
estudiados (Bermudez-Brito et al., 2012). Se ha determinado que mediante la produccién de
moléculas inmunomoduladoras y antinflamatorias se pueden estimular células de la respuesta
inmune, siendo asi que estos efectos sean proporcionados a causa de la interaccion de los
probidticos con células intestinales y células dendriticas, monocitos, macréfagos y linfocitos
(D’Amelio y Sassi, 2018; Plaza-Diaz et al., 2019).

Por otro lado, y refiriéndonos especificamente a los mecanismos de accidon descritos sobre B.
animalis subsp. lactis Bb12, en diversos articulos se ha descrito su capacidad de adhesion a la
mucosa intestinal, inhibicién de patdgenos al producir sustancias inhibitorias, mejora de la barrera
intestinal y modulacion de respuestas del sistema inmunolégico (Jungersen et al., 2014; Commane
et al., 2005; Laparra y Sanz, 2009; Martins et al., 2009; Lopez et al., 2010).

Las investigaciones enfocadas a la elucidacion de los mecanismos empleados por probidticos, ha
conllevado un gran interés por aquellos procesos moleculares en la interaccion hospedero-
microbioma. Es de esta forma, que surgen las investigaciones relacionadas con miRNAs-
probidticos-hospedero, ya que estos elementos, como se verd en el apartado siguiente, son un
mecanismo molecular participe en los efectos proporcionados por probidticos. Es este estudio de
los mecanismos de accion de probioticos, el que podria ayudar al desarrollo de estrategias de

tratamiento para enfermedades del sistema inmunoldgico y del tracto gastrointestinal.

2.3. miRNAs

Todos los organismos al ser sistemas con cierto grado de orden y estructura, deben tener una
regulacion de sus diferentes procesos. Por lo cual, elementos como los miRNAs son esenciales
para el correcto funcionamiento de los individuos. Estos son pequenas secuencias de RNA no

codificante que cumplen una amplia variedad de procesos bioldgicos como son desarrollo,
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diferenciacion y homeostasis, pero principalmente son conocidos por ser reguladores de la
expresion génica (Gebert y MacRae, 2019). En la mayoria de los casos, los miRNAs se unen a la
region 3’ UTR del RNAm de sus genes blanco; esta interaccion es muy dindmica y depende de
muchos factores, como la abundancia de los miRNAs y el RNAm de sus genes blanco, asi como la
afinidad en su interaccion (O’Briend et al., 2018). En la respuesta inmune, se ha demostrado la
capacidad de los miRNAs para regular respuestas al modular la expresion de genes involucrados
en la respuesta inmune. De esta forma, modulan el balance entre respuestas inflamatorias efectivas

y dan una resolucion de inflamacidn que evita un dafio tisular (Runtsch et al., 2014).

2.3.1. Historia

El descubrimiento de los microRNAS (miRNAs) fue realizado por el grupo de trabajo de Lee y
colaboradores (1993), mientras se encontraban estudiando al nemétodo Caenorhabditis elegans.
Es asi que, encontraron una disminucion de una proteina denominada LIN-14, la cual determinaron
era esencial para un cambio en los primeros estadios larvales. Ademas, aunado a esta disminucion
de LIN-14, se encontrd que esta proteina era dependiente de la transcripcion de un segundo gen,
llamado lin-4. Sin embargo, dentro de lo més relevante de esta investigacion fue que lin-4 no era
traducido a una proteina activa, en cambio daba origen a dos RNAs pequefios de aproximadamente
21y 61 nucleotidos de longitud (Bhaskaran y Mohan, 2014).

Posteriormente, y relacionado con este mismo grupo de trabajo en conjunto con Wightman y
colaboradores (1993), determinaron que el RNA de menor tamaio era la secuencia antisentido con
complementariedad en multiples sitios de la regiéon 3°’UTR del RNAm de lin-14, encontrando asi,
que la union entre estas dos regiones complementarias disminuy6 la expresion de la proteina LIN-
14 sin causar cambios significativos en sus niveles de RNAm.

Este novedoso hallazgo en el area de la regulacion de la expresion génica, se creia era un evento
exclusivo del organismo estudiado en cuestion, C. elegans. Sin embargo, en el afio 2000 dos grupos
descubrieron, de forma separada, que un RNA pequefo, let-7, era esencial para el cambio de un
estado larval tardio a adulto en C. elegans (Reinhart et al., 2000, Slack et al., 2000). Aun mas

importante, es que homodlogos de este gen fueron descubiertos de forma subsecuente en muchos
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otros organismos, incluyendo a los humanos. Posteriormente proviene un auge aunado a los RNA
pequefios, llegando a clonarlos e inclusive encontrando aspectos evolutivos de los mismos tales
como que muchos se encontraban conservados entre especies. De igual forma, es importante
mencionar que desde el 2002 se cred un repositorio de miRNAs, denominado miRBase,
encontrandose nomenclatura, posibles secuencias de miRNAs, asi como diversa informacién de

prediccion (Kozomora et al., 2019).

2.3.2. Biogénesis y Procesamiento

La biogénesis de los miRNAs es un proceso complejo que involucra la participacion de varias
proteinas, ademas de ocurrir en mas de un lugar dentro de la célula. La Figura 1 muestra de forma
resumida el proceso de biogénesis y procesamiento de estos elementos. La transcripcion de los
miRNAs ocurre en el nucleo donde la RNA polimerasa II transcribe directamente del templado de
DNA a sustratos de RNA con una longitud de varios cientos de nucleo6tidos, conocido como
miRNA primario (pri-miRNA). Posteriormente, y de igual forma en el ntcleo, este pri-miRNA es
procesado por dos proteinas, Drosha y DGCRS8, que se encuentran formando un complejo
denominado Microprocesador, en el cual este pri-miRNA es transformado a una secuencia de
aproximadamente 70 a 120 nucleotidos de longitud, siendo llamado ahora pre-miRNA (Bhaskaran
y Mohan, 2014; Ha y Narry, 2014). Este pre-miRNA es ahora transportado al citoplasma por la
proteina exportina 5 y una vez encontrandose ahi, el pre-miRNA es procesado por la proteina Dicer
en pequefios fragmentos, dando como resultado un miRNA maduro con una longitud de 18 a 22
nucleotidos; de las dos cadenas del diplex de miRNA, una de ellas es la hebra guia la cual se une
a un complejo conocido como RISC, mientras que la hebra pasajera es degradada, conllevando de

esta forma al silenciamiento del gen (Thijssen ef al., 2019; Matsuyama y Suzuki, 2019).
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Figura 1. Descripcion de la biogénesis, procesamiento y funcion de los miRNAs. (Modificada de
Matsuyama y Suzuki, 2019).

2.3.3. Participacion de miRNAs en el Tracto Gastrointestinal

El tracto gastrointestinal porcino es un sistema complejo que se encuentra cambiando de forma
constante, ocurriendo principalmente en cerdos juveniles que se encuentran en proceso del destete
(Pluske et al., 2018). Dentro de este sistema se producen relaciones de gran dinamismo como son
la interaccion de la mucosa epitelial, la microbiota y procesos de nutricion lo que conlleva al buen
sustento de una correcta salud intestinal. Para esto, se conoce que los miRNAs tienen participacion
en los diferentes procesos mencionados, ayudando a la homeostasis intestinal (Runtsch et al.,
2014).

Dentro de las investigaciones relacionadas con expresion de miRNAs en diferentes procesos del
tracto gastrointestinal, se encuentra la investigacion de Zhu y colaboradores (2017), donde
encontraron que el miRNA miR-29a tuvo un incremento significativo en el yeyuno proveniente de
cerdos con restriccion del crecimiento intrauterino (IUGR, por sus siglas en inglés) y que se
encontraba ademas, regulando este padecimiento. Asimismo, se ha visto que en humanos este
miRNA regula la permeabilidad intestinal en pacientes que padecen el sindrome de colon irritable
(IBD, por sus siglas en inglés) (Zhou et al., 2010). Por otro lado, Zou y colaboradores (2019),
determinaron que la expresion del miRNA miR-100 estaba relacionado con la regeneracion de
células epiteliales intestinales porcinas. Mientras que en humanos este miRNA se ha documentado
como un inhibidor de supresion tumoral al interferir con la expresion de la proteina Lgr5 (Zhou et

al., 2015).
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También se han visto implicados miRNAs en otros procesos relacionados al tracto gastrointestinal
porcino, como la digestion de lipidos. Sun y colaboradores (2018), determinaron que los miRNAs
miR-214-3p y ssc-un39 se expresaron de forma significativa en muestras provenientes de estdmago
de cerdo, encontrando también que tenian participacion en el proceso de digestion de lipidos. En
contraste, en humanos se ha encontrado que una disminucion en la expresion de miR-214-3p podria
contribuir a la comprension de la patogénesis de la colitis ulcerativa, ya que se determind que
regulaba de forma negativa a su gen blanco STAT6 (Li et al., 2017).

De igual manera, un tema relevante en cerdos es el estrés post-destete, una de las condiciones que
mas afectan a estos animales y en el cual se ha visto que participan miRNAs. En este sentido, Tao
y colaboradores (2016), realizaron un andlisis transcriptomico de la expresion de los miRNA en
intestinos delgados de cerdos lactantes y destetados, y encontraron que el miRNA ssc-mir-146b
presentd la mayor diferencia en expresion entre los dos grupos estudiados. En humanos, se ha
reportado que este miRNA esta relacionado con funciones como la regulacion de la respuesta

inflamatoria, al regular de forma negativa la expresion del receptor TLR4 (Curtale ef al., 2013).

2.3.4. miRNAs y Sistema Inmunoldgico

Actualmente, se ha descubierto que cientos de miRNAs son expresados por las células del sistema
inmunologico. Aun mas relevante es que la expresion de estos elementos puede ser regulada en
respuesta a una gran cantidad de estimulos tales como bacterias benéficas que son reconocidos por
los receptores de las células T o B, citocinas y componentes microbianos que activan a los
receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés), de lo cual se describira con mayor detalle en
un apartado siguiente (Wu y Lu, 2017).

Diversos estudios han reportado la participacion de los miRNAs en la respuesta inmune a virus en
cerdo, tal es el caso del trabajo realizado por Kuang y colaboradores. (2017), donde compararon
cerdos infectados con el virus herpes simple tipo 2 (HSV2v, por sus siglas en inglés) contra
ejemplares sanos, encontrando que la expresion de los miRNAs miR-592, miR-1245b-5p, miR-
150, miR-342-5p, miR-1245b-3p y miR-124 habia sido incrementada y que ademas éstos tenian

participacion en la via de sefializacion de los receptores TLR. De forma similar, en humanos se ha
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reportado que un incremento en miR-592 posee una funcion de regulacion. Es asi que Liu y
colaboradores (2015), encontraron que este miRNA inhibi6 la expresion de CCND3 en células de
cancer colorrectal al incrementarse su expresion.

En otras investigaciones de miRNA en sistema inmune, tenemos que Nufiez-Hernandez y
colaboradores (2017), demostraron que en cerdos infectados con el virus de la peste porcina
africana (ASF, por sus siglas en inglés) los miRNAs miR-126-5p, miR-92c, miR-92a, miR-30e-5p
y miR-500a5p se vieron incrementados mientras que miR-125b, miR-451 y miR-125a fueron
disminuidos, determinando ademas su participacion en diversas funciones incluidas las vias de
sefalizacion de la respuesta inmune.

En cuanto a modulacion de infecciones por parte de miRNAs, Brogaard y colaboradores. (2016),
trabajaron con el virus de influenza tipo A (IAV, por sus siglas en inglés) subtipo HIN2 en
leucocitos circulantes, y descubrieron que 20 transcritos de miRNAs entre ellos ssc-miR-15a, ssc-
miR-21 y ssc-miR-29b, asi como una variedad de proteinas participantes de la respuesta inmune
como IL-8, IL-10 y receptores TLR, fueron regulados de forma significativa posterior a la infeccion
con el virus. Similar a esto, Brogaard y colaboradores (2018), trabajaron también con el virus AV
subtipo HIN2, aunque enfocado a los pulmones de cerdo, encontrando que posterior a la infeccion
viral, se habian expresado significativamente los miRNAs ssc-miR-18a, hsa-miR-590-3p, ssc-miR-
15a, ssc-miR-21 y ssc-miR-29b siendo estos tres ultimos encontrados en el estudio anterior, y
concluyeron ademads, que podrian estar relacionados con la modulacion de la respuesta al
reconocimiento del virus asi como al proceso de apoptosis.

Por otro lado, uno de los padecimientos que afectan severamente a los cerdos esta relacionado con
el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV, por sus siglas en inglés). En la
literatura se encuentra reportado diferentes enfoques en los cuales se ha estudiado este virus y una
de ellas es la participacion de miRNAs. Zhang y colaboradores (2016), demostraron que el miRNA
miR-30c era un potente regulador negativo de interferon de tipo 1(IFN-I), lo que resultaba en una
mejora de la infeccion por el virus PRRSV, encontrando asi una manera prometedora de evitar la
respuesta inmune mediada por IFN-I. Mientras que Guo y colaboradores (2013), se enfocaron a
inhibir la replicacion in vitro del virus PRRSV en la linea celular de primates MARC-145
utilizando el miRNA miR-181, el cual previamente habia sido identificado como un regulador
positivo de la respuesta inmune. Asimismo, Fleming y Miller (2019), se enfocaron en el incremento

de miRNAs con potencial de accion pro y antiviral encontrando que los miRNAs ssc-miR-125b y
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ssc-miR-145-5p, potencialmente podrian predecir un limite en los niveles del virus PRRSV y
activar de forma alternativa a macrofagos, respectivamente.

Dentro de la respuesta inmune, se ha visto también la participacion de miRNAs en respuesta a
probidticos. Archambaud y colaboradores (2012), encontraron que al aplicar tratamientos con
Lactobacillus, producian cambios en los niveles de expresion de miRNAs como miR-192, miR-
200b y miR-215, los cuales se encontraron que eran inhibidos durante una infeccion por L.
monocytogenes. Otro estudio por Heydari y colaboradores (2019), emplearon un modelo murino
de cancer de colon inducido por azoximetano, el cual encontraron que tras la induccion, los niveles
de los miRNAs miR-135b, miR155 y el gen blanco de estos miRNAs, KRAS, incrementaba, pero
que al administrar una preparacion de los probiodticos Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium
bifidum resultaba en una disminucion en los niveles de expresion de dichos elementos. De forma
similar, en nuestro grupo de trabajo se ha investigado la relacion probidticos-miRNAs. Es asi que
se ha encontrado la activacion del receptor TLR2 por el probiodtico Bb12, lo cual tiene efecto en la
regulacion de la citocina IL-10 asi como también se ven implicados una serie de miRNAs entre
ellos miR-21-5p, miR-26a-5p, miR671-5p, miR30b-3p y miR-9858-5p (Arenas-Padilla, 2018). Por
otro lado, también se ha descubierto que en células dendriticas derivadas de cerdo (moDCs)
estimuladas con Bb12, miR671-5p, miR30b-3p y miR-9858-5p disminuyen la expresion de
proteinas del sistema inmune como SLA-DR y CDS80, mientras que Unicamente miR671-5p se

encuentra regulando la expresion de IL-10 (Bravo-Parra et al., 2020).

2.4. Sefializacion de Respuestas

Un mecanismo por el cual la microbiota puede influenciar a las células inmunoldgicas del intestino
es a través de receptores en la superficie celular, denominados receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs, por sus siglas en ingles), los cuales reconocen estructuras microbianas
conservadas (PAMPS, por sus siglas en inglés) en bacterias patdgenas y comensales, como son
peptidoglicanos, lipopolisacaridos y lipoproteinas (Hawlisch y Kohl, 2006). Un tipo de PRRs son
los receptores Tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés), los cuales activan principalmente la

proteina adaptadora MyD88 para activar factores de transcripcion tales como NF-kB. Los TLRs se
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encuentran en una gran cantidad de células, incluidas las del sistema inmune como células
dendriticas, macrofagos y células B (Asgari et al., 2018). Generalmente la activacion de receptores
de superficie celular por bacterias comensales inducen respuestas de tipo tolerogénicas, lo cual
resulta como algo fundamental para el mantenimiento del equilibrio intestinal (Runtsch et al.,
2014).

La deteccion a través de PRRs desencadena una serie de respuestas inmunoldgicas y de activacion
de vias de sefializacion; aunado a esta activacidn, se encuentra la participacion de moléculas co-
estimulatorias y de proteinas de respuesta, como las citocinas (Purchiaroni ez al., 2013). Estas son
proteinas de bajo peso molecular, producidas por una diversidad de células, entre ellas monocitos,
macrofagos y células dendriticas (Mclnnes, 2017). Las citocinas regulan una gran cantidad de
procesos celulares, incluidos desarrollo, migracion, diferenciacion, pero también tienen una
participacion muy importante en las respuestas innata y adaptativa (Foster, 2001). Dentro de los
procesos inflamatorios, una citocina que se encuentra en accion es IL-12, ya que ante un estimulo
es producida por el organismo para tratar de desencadenar una respuesta de defensa. Por otro lado,
IL-10 es una citocina de funcién primordial, que se encuentra regulando este tipo de respuestas
inflamatorias para tratar de evitar acciones exacerbadas y dafios, promoviendo asi el equilibro de
la respuesta inmune.

B. animalis subsp. lactis Bb12, se ha observado que interacciona con el receptor TLR2 y que
ademas proporciona un efecto de tipo anti inflamatorio. Es asi que, Meng y colaboradores (2017)
encontraron que en células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés)
de personas que habian recibido cuatro diferentes tratamientos que incluia al probidtico Bb12
inactivado por calor, en una concentracion de logl0 + 0.5 UFC/dia, encontraron una disminucion
de las citocinas pro inflamatorias IL-6 y TNF- a, la cual determinaron pudo ser mediada por el
receptor TLR2. Asimismo, en nuestro grupo de trabajo, se demostrd que Bb12 indujo la produccion
de IL-10 en monocitos y células de ganglios mesentéricos en un modelo porcino, a través de la

interaccion del probidtico con el receptor TLR2 (Arenas-Padilla ef al., 2018).
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3. HIPOTESIS

Los miRNAs miR-21-5p, miR-26a-5p y miR-30b-3p son expresados en células de ganglios
mesentéricos de cerdo siendo modulada su expresion y la de proteinas involucradas en la respuesta

inmune, por el probidtico Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12.
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Analizar la expresion de los miRNAs miR-21-5p, miR-26a-5p y miR-30b-3p en células de ganglios

mesentéricos de cerdo, y determinar si el probiodtico Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12

induce cambios en la expresion de dichos miRNAs y de proteinas involucradas en la respuesta

inmune.

1y

2)

3)

4)

4.2. Especificos

Analizar por citometria de flujo la expresion de proteinas de superficie de membrana CD3,
CD21, CD172 y CADMI en células de ganglios mesentéricos de cerdo estimuladas con el
probiodtico Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12.

Determinar mediante RT-qPCR diferencias en la expresion relativa de los miRNAs miR-21-
5p, miR-26a-5p y miR-30b-3p en células de ganglios mesentéricos de cerdo sin estimulo y
estimuladas con Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12.

Cuantificar mediante ELISA la produccién de IL-10 e IL-12 en células de ganglios
mesentéricos de cerdo estimuladas con Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12.
Cuantificar mediante RT-qPCR la expresion relativa de 1L-10 e IL-12 en células de ganglios
mesentéricos de cerdo sin estimulo y estimuladas con Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Bb12.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cerdos

Se utilizaron cerdos sanos de 6-9 semanas de edad, los cuales se mantuvieron en la granja
experimental del Laboratorio de Inmunologia del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo, A.C. (CIAD, Hermosillo, México). Los animales tuvieron acceso ad libitum a agua 'y
alimentos. Los cuidados de los animales se realizaron de acuerdo a los lineamientos de
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-
Z00-1999). Los animales se sacrificaron siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-033-
SAG/Z00-2014, donde se describen los métodos para dar muerte a los animales domésticos y
silvestres. Para la obtencion de células mesentéricas se disectaron los animales y se expuso la
cavidad abdominal, posteriormente se obtuvieron los ganglios mesentéricos y se colectaron en
buffer salino de fosfatos (PBS: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO4 10 mM y KH>PO4 4.2 mM)

y se mantuvieron en hielo hasta su procesamiento en el laboratorio.

5.2. Obtencion y Cultivo de Células de Ganglios Mesentéricos

Los ganglios mesentéricos se colectaron en tubos Falcon de 50 mL con 15 mL de PBS frio. Una
vez en condiciones asépticas, se maceraron y filtraron a través de una malla de 0.22 pm, seguido
de un lavado con PBS. A continuacion, se adiciond cloruro de amonio (NH4Cl; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), para la remocioén de eritrocitos presentes en la suspension celular. Luego se
realizd un lavado con PBS para eliminar los residuos de cloruro de amonio. Finalmente, para su
almacenamiento se resuspendieron las células en medio de congelacion compuesto por dulbecco’s
modified eagle’s medium (DMEM; Invitrogen Co., EUA), suero fetal bovino (SFB; Gibco, EUA)
al 40% y dimetil sulfoxido (DMSO; Gibco, EUA) al 30% y se almacenaron a -70°C hasta su
posterior uso (10x GENOMICS, 2019).
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Las células se cultivaron en medio DMEM suplementado con 5000 UI/mL de penicilina, 5 pg/mL
estreptomicina y 5 pg/mL de anfotericina (antibidticos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) y
20 % de SFB, a temperatura de 37°C con 5% de CO». Para la determinacion de la viabilidad celular

de realiz6 una tincion de exclusion de azul de tripan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

5.3. Cultivo de B. animalis subsp. lactis Bb12

El cultivo de Bb12 se realizo en caldo Man Rogosa Sharpe (MRS; BD Difco, Sparks, MD, EUA)
suplementado con 0.05% de cisteina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 37°C por 5 dias con
una resiembra a las 72 horas, en condiciones de anaerobiosis utilizando tabletas efervescentes para
la produccion de CO,, tal como se describe en los trabajosde Pérez y colaboradores (2012) y Bravo-
Parra y colaboradores (2020). El pellet bacteriano se lavo con PBS y la concentracion de bacterias
se determind mediante una curva de correlacion, utilizando la densidad optica (600 nm) y la

ecuacion y = 5x10° X+ 0.052, obtenida en los ensayos preliminares.

5.4. Estimulacién de Células de Ganglios Mesentéricos con Bb12

Las c¢lulas de ganglios mesentéricos se cultivaron en una placa de cultivo de 24 pozos colocando
2x10° células totales; mientras que el probidtico se afiadié en una cantidad de 10%, 107, 105, 10° y
10* UFC/mL (relacién célula:bacteria de 1:100, 1:10, 1:1, 10:1 y 100:1, respectivamente) para los
experimentos de citometria de flujo, mientras que para RT-qPCR y ELISA, basado en los
resultados de citometria de flujo, se agregd el probidtico en concentraciones de 10° y 10* UFC/mL
(relacion célula:bacteria de 10:1, 100:1, respectivamente). Los tiempos de incubacion fueron de 4

h para los experimentos de RT-qPCR y 24 h para los ensayos de citometria de flujo y ELISA.
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5.5. Anélisis de Proteinas de Superficie de Membrana por Citometria de Flujo

La determinacion de las proteinas de superficie de membrana se realizd empleando la técnica de
citometria de flujo, siguiendo el protocolo descrito por Parra-Sanchez y colaboradores (2018). Para
lo cual, previo al marcaje, las células fueron bloqueadas con 10% de suero porcino por 10 min a
25°C; después se agreg6 2 mL de PBS con EDTA 2 mM (PBS/EDTA) y se centrifugo a 1,400 rpm,
por 8 min a 25°C. Posteriormente, las células fueron incubadas con los anticuerpos anti-CD3 (IgG1,
clon 145-2C11; Southern Biotech, EUA), anti-CD21 (IgG1, clon BB6-11C9.6; Southern Biotech,
EUA), anti-CADMI1 (IgY, clon 3E1l; MBL, Japon) y anti-CD172a (IgG2b, clon 742215%
Monoclonal Antibody Center, EUA). A continuacidon, fueron agregados los anticuerpos
secundarios: anti-IgG1 PE (Phycoerythrin, BioLegend, EUA) anti-IgG1 FITC (5/6-fluorescein
isothiocyanate, BioLegend, EUA), anti-IgG2b Alexa-Fluor 647 (BioLegend, EUA) y biotina
(BioLegemd, EUA). Finalmente se agregd BV421 (Streptovidin-Brilliant Violet, BioLegend,
EUA). Todos los anticuerpos fueron utilizados en relacion 1:100 con excepcion de anti-IgG2b
Alexa-Fluor 647, empleado en relacion 1:200. Las incubaciones con los anticuerpos se realizaron
por periodos de 15 min a temperatura ambiente, seguido de dos lavados con PBS/EDTA a 1,400
rpm, por 10 min a 25°C. La adquisicion y analisis de los datos se realizaron en el citometro de flujo
FACSCanto II™ (BD Biosciences, San José, CA, EUA) utilizando el programa FACSDiva ver.
2.9 (BD Biosciences, San José, CA, EUA).

5.6. Determinacion de la Expresion Relativa de miRNAs por RT-qPCR

La cuantificacion de la expresion relativa se realizéo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real (RT-qPCR). EI RNA se obtuvo utilizado TRIsure (Meridian Life Science Inc,
Memphis, TN, EUA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para determinar la concentracion y
pureza del RNA, se emple6 un NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA).
El RNA total se almacend a -20°C hasta su posterior uso.

Para la sintesis de cDNA a partir del RNA total extraido, se realizaron reacciones de transcripcion
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reversa (RT), para lo cual se elaboré una mix de RT universal empleando buffer PAP 10X, ATP
ImM, Primer RT 10 uM, mix de INTPS ImM, MU-LV RT y la polimerasa Poly (A) por reaccion,
en un volumen final de 10 pl. Para la reaccion de sintesis se utilizé un termociclador MJ mini ®
(Bio-Rad, Hércules, CA, EUA), con el siguiente protocolo de corrida: 60 min a 37°C y 5 min a
95°C. Finalmente, se almacenaron a -20°C.

Las reacciones de RT-qPCR se realizaron en un termociclador QuantStudio 6 Flex (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) en un volumen final de 10 pl, incluyendo 2 pl de la enzima HOT
FIREPol ®Eva Green® (Solis Biodyne, Tartu, EE, UE), 1 pl de cada primera 10 uM, 1 ul de cDNA
(10 ng totales) y 5 ul de agua ultrapura. Los niveles de expresion relativa fueron determinados

mediante el método 22ACT

, y se empleo el gen constitutivo snRNA U6 para la normalizacion de
los datos. En el Cuadro 1 se muestra las secuencias de los miRNAs, para lo cual se empled la base

de datos miRBase.

Cuadro 1. Secuencias de iniciadores sentido y anti-sentido empleados en la determinacion de la
expresion relativa.

miRNA Numero de acceso Iniciador sentido Iniciador antisentido
miRbase
ssc-miR-21-5p MIMATO0002165 GCAGTAGCTTATCAGAC CAACTTTTTTTTTT
TGATG TTTTTGACCTGG
ssc-miR-26a-5p MIMATO0002135 CGAGTTCAAGTAATCCA CCAGTTTTTTTTTT
GGA TTTTTAGCCTATC

ssc-miR-30b-3p  MIMATO0015269 GCTGGGAGGTGGATGT CAGGTCCAGTTTT
ITTTTTTTTTTAAG

5.7. Cuantificacion de IL-10 e IL-12 en Sobrenadantes de Cultivos Celulares por ELISA

Posterior a la estimulacioén por 24 h de las células de ganglios mesentéricos con el probidtico, se
colectaron los sobrenadantes los cuales se centrifugaron para remover las células. La produccion
de IL-10 e IL-12 se determin6 mediante el kit de ELISA DuoSet ® (R&D Systems, Minneapolis,
MN, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para esto, se colocaron 100 pl de la dilucion

del anticuerpo de captura por pozo y se incubd durante toda una noche a temperatura ambiente
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(TA). Al dia siguiente se lavaron los pozos con una solucion de PBS y Tween 20 al 0.05 % y se
bloquearon con 300 pl de una solucién de PBS y albumina al 0.5 % (Research Organics Inc,
Cleveland, OH, EUA) durante 2 h. Después, se lavo la placa y se agregaron 100 pl de muestra por
pozo, y se incubo por 2 h a TA. Luego, se lavo y se afiadieron 100 pl de la dilucion del anticuerpo
de deteccion a cada pozo, y se incubo por 2 h a TA. Posteriormente, se realizaron lavados y se
agreg6 100 pl a cada pozo de la mezcla de estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano
(Streptavidin-HRP, por sus siglas en inglés) y se incubd por 20 min en obscuridad y a TA. Por
ultimo, se realizé un lavado de la placa, se le anadieron 100 pl del sustrato 3,3°5,5° tetrametil-
bencidina (TMB) y se incub6 por 20 min en obscuridad a TA. Para detener la reaccion se agrego
H>SO4 2N. La lectura se realizd dentro de los primeros 15 min. a 450 nm en un lector de

Microplacas BenchMark (Bio-Rad, Hércules, CA, EUA).

5.8. Cuantificacion de la Expresion Relativa de IL-10 e IL-12 por RT-qPCR

La cuantificacion de la expresion relativa de las citocinas se realizé mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR). El RNA se obtuvo utilizado TRIsure (Meridian Life
Science Inc, Memphis, TN, EUA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para determinar la
concentracion y pureza del RNA, se empled un NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, EUA). El RNA total se almacen¢ a -20°C hasta su posterior uso.

Las reacciones de RT-qPCR se realizaron por duplicado en un termociclador StepOne (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) empleando el kit Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QRT-
PCR Master Mix. (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). El volumen final de reaccion
fue de 20 pl, donde se anadi6 1.5 pul de RNA (15ng), 4.8 ul de H2O ultrapura, 0.25 pl de primer
sentido y antisentido (10 uM), 12.5 ul de la mix, 0.2 pl del gen constitutivo DDT y 0.5 pul de la
enzima. Los niveles de expresion relativa fueron determinados utilizando el método 224¢T, y se
emplearon los datos del gen constitutivo DDT, que codifica para la proteina D-dopacromo

tautomerasa, para la normalizacion de los mismos.
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5.9. Analisis Estadistico

Los experimentos se realizaron al menos por triplicado y de forma independiente. Para el andlisis
estadistico se utilizaron los softwares NCSS 2007 (NCSS, LLC, Kaysville, UT, EUA) y GraphPad
Prism version 6.1 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, EUA). Para esto, se realiz6 un analisis
descriptivo de los datos, encontrandose un comportamiento normal (Kurtosis). Ademads, se
buscaron efectos significativos mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA); para
determinar diferencias significativas entre los tratamientos, se utilizé el método de Fisher-LSD

para la comparacion de medias considerando como significativo p<0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Expresion de Proteinas de Superficie de Membrana

Las células presentadoras de antigeno (APCs, por sus siglas en inglés) se caracterizan por procesar
y presentar antigenos en conjunto con otras moléculas como son MHC de clase I y II, para que
puedan ser reconocidas en la superficie celular por receptores de células linfocitarias. Dentro de
las principales APC, se encuentran las células dendriticas, macréfagos y células B (Cruse et al.,
2004). Enfocandonos en las células dendriticas, encontramos que existen dos poblaciones
principales: las plasmocitoides (pDCs) y las convencionales o clasicas (cDCs). Para la
caracterizacion de células dendriticas, se utiliza la busqueda de moléculas de superficie, como son
el antigeno mielomonocitico SWC3 (CD172a), la proteina presentadora de antigeno de clase II
(MHCII) y la molécula de adhesion celular CADMI; en este sentido, en el trabajo realizado por
Parra-Sanchez y colaboradores (2018), caracterizaron los subtipos ¢cDC1 y ¢DC2 de células
convencionales en diferentes tejidos incluyendo ganglios mesentéricos en cerdo, encontrando los
siguientes fenotipos: cDCs (MHCII**CADM1%*°CD3"CD21°CD163"), cDC1
(MHCII**CADM12°CD172%%°) y ¢DC2 (MHCII#**CADM1%%° CD172%).

En el presente trabajo, se utilizo la estrategia de seleccion celular por tamano y complejidad,
posteriormente se eligieron las células con fenotipo CD3°CD21" seguido de la seleccion de la

poblacién celular con fenotipo CD172""CADM1, tal como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Estrategia de analisis de proteinas de membrana por citometria de flujo. Las graficas
muestran un ejemplo representativo de como se llevod a cabo la seleccion de la poblacion y el
analisis de cada molécula. P1: total de células adquiridas y &rea seleccionada; P2 y P3:
comprobacion de la poblacion seleccionada de acuerdo a tamafio y complejidad; P4: andlisis de
seleccion de CD3°CD21°; P5: andlisis de la poblacion CD172""CADMI".

El porcentaje de células dendriticas en el tratamiento sin estimulo fue de 16 %, mientras que las
concentraciones bajas del probidtico como 10*y 10° UFC/mL fueron de 11-12 %, en tanto la
concentracion de 10° UFC/mL fue de 9 %; estos tres tratamientos mantuvieron sin cambios
significativos el porcentaje de células dendriticas, comparados con el tratamiento sin estimulo (SE),
tal como se muestra en la Figura 3. Resultados similares se han encontrado en el trabajo de Baglatzi
y colaboradores (2015), donde se compar¢ el efecto de una dosis infantil que contenia una dosis
baja (10* UFC/g) del probiodtico Bifidobacterium lactis con una dosis regular (10’ UFC/g),
determinando que no se presentaba una diferencia significativa en parametros inmunoldgicos al
utilizarse una concentracion menor del probiodtico. Es importante no descartar la utilizacion de
concentraciones bajas de probidticos en las investigaciones, debido a que la microbiota que se
encuentra en el intestino delgado presenta una menor densidad (103-107) al compararse con la
microbiota encontrada en el colon (10''-10'%), ademas de que el sistema inmunoldgico asociado a
mucosas se encuentra localizado en el intestino delgado y de que las concentraciones bajas de

bacterias son consideradas como suficientes para interactuar con la mucosa y desencadenar
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acciones por parte del sistema inmune (El Aidy et al. 2015).

Por otra parte, los tratamientos del probiético utilizados en una mayor concentracion (107 y 108
UFC/mL) resultaron en una disminucion significativa (p<0.05) del porcentaje de células
dendriticas siendo 5 % y 2 % para cada uno de los tratamientos respectivamente, comparados con
el tratamiento sin estimulo (SE). Esto concuerda con los resultados obtenidos por Duarte-Gutiérrez
(2015), donde al estimular células de ganglios mesentéricos con una concentracion de 6x10°
UFC/mL observo, mediante citometria de flujo, una disminucion en la cantidad de células APCs

analizadas.
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Figura 3. Porcentajes de células dendriticas de ganglios mesentéricos estimuladas con diferentes
concentraciones del probidtico Bifidobacteroim animalis subsp. lactis Bb12 (10, 10°, 105, 107 y
10® UFC/mL) con respecto al tratamiento sin estimulo (SE). Los graficos representan las medias y
la desviacion estandar (n=4) del porcentaje inducido por los distintos tratamientos. Literales
distintas representan diferencias entre tratamientos (ANOVA, Fisher-LSD) p<0.05.

6.2. Analisis de la Expresion de miRNAs por RT-qPCR

Dentro de los mecanismos empleados por probidticos para ejercer sus efectos, se encuentran los
mediados por miRNAs. Estas pequefias secuencias de RNA no codificante, poseen una gran

cantidad de funciones dentro de los organismos, siendo la regulacion de la expresion génica una de
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sus principales funciones y una de las més estudiadas. Diferentes estudios han observado la
capacidad de probidticos para modular la expresion de miRNAs, siendo considerada de gran
importancia el tipo de moderacion hospedero-microbiota que cumplen estos elementos. Ademas,
se considera que los probidticos son reguladores o amplificadores en los niveles de expresion de
miRNAs, y se cree que estos elementos podrian ser una parte central dentro de los mecanismos
moleculares utilizados por probiodticos para mantener el equilibrio intestinal.

En el presente estudio, las células de ganglios mesentéricos se estimularon por periodo de 4 h con
una concentracion de Bbl2 de 10* y 10° UFC/mL y se utiliz6 una cuantificaciéon relativa,
empleando el gen de referencia U6. Se encontro la expresion de los tres miRNAs en las células de
ganglios mesentéricos: miR-21-5p, miR-26a-5p y miR-30b-3p. En comparacion con resultados
previos de nuestro grupo de trabajo, realizados en monocitos y células dendriticas derivadas de
monocitos de cerdo, nuestros resultados representan un hallazgo relevante y diferencial con
respecto a la expresion de estos elementos en diversos tipos celulares. Por otro lado, al estimular
con el tratamiento de 10* UFC/mL de Bb12, se observé una disminucién en la expresion de miR-
30b-3p entre tratamientos (p<0.05), pero no con respecto al tratamiento sin estimular (SE).
Asimismo, no hubo cambios en la expresion de miR-21-5p y miR-26a-5p al estimular las células
con la concentraciéon de 10° UFC/mL de Bbl12, tal como se muestra en la Figura 4. Nuestros
resultados difieren a lo reportado por Arenas-Padilla y colaboradores (2020), los cuales
encontraron la disminucion de miR-21-5p y el aumento de miR-26a-5p tras estimular monocitos
porcinos con el probidtico Bb12 en una relacion 1:100 (célula-bacteria). Esto contrasta con los
resultados de nuestro estudio, ya que miR-21-5p y miR-26a-5p demostraron no depender de
concentraciones bajas del probidtico Bb12 para proporcionar su expresion en células de ganglios
mesentéricos de cerdo; sin embargo, es muy probable que para generar una modulacién en su
expresion se necesiten cantidades mayores del probiotico a las empleadas. Asimismo, Bravo-Parra
y colaboradores (2020), encontraron el incremento de miR-30b-3p, miR-671-5p y miR-9858-5p en
moDCs provenientes de sangre periférica de cerdo, al estimularlos con una concentracion del
probidtico Bb12 en relacion 1:100 (célula-bacteria). Esto difiere con nuestros resultados, ya que
los niveles de expresion de miR-30b-3p se mantuvieron constantes con respecto al tratamiento sin

estimulo (SE).
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Figura 4. Expresion relativa de miR-21-5p, miR-26a-5p y miR-30b-3p en células de ganglios
mesentéricos de cerdo, estimuladas durante 4 h por los diferentes tratamientos del probiotico B.
animalis subsp. lactis Bb12 con respecto al tratamiento sin estimulo (SE). Los graficos representan

las medias y la desviacion estandar (n=3). Literales distintas representan diferencias entre
tratamientos (ANOVA, Fisher-LSD) p<0.05.

miR-21-5p se encuentra involucrado en una gran cantidad de procesos celulares, como
proliferacion celular, migracion y metastasis, por citar algunos. Ha sido ampliamente estudiado, y
es considerado como un onco-miRNA al encontrarse una relacion entre cambios en sus niveles de
expresion en tumores cancerigenos y el avance de la enfermedad en los pacientes; asimismo, se ha
observado su relacion con padecimientos cardiovasculares al incrementar la fibrosis e hipertrofia
cardiaca (Jenike y Halushka, 2021). Se considera que este miRNA es uno de los mas abundantes
siendo ademas expresado por la mayoria de las células; sin embargo, su expresion suele diferir
dependiendo del tipo celular (McCall et al., 2016; de Rie et al., 2017). En cerdo, se ha visto
implicado en la regulacién de la proliferacion, apoptosis y migracion de células del epitelio
endometrial, como modelo de estudio de disfunciones miocardiales y de implantaciéon embridnica
(Hua et al., 2020; Hinkel et al., 2020; Hong et al., 2019). Asimismo, se ha encontrado su expresion
en PBMC:s de cerdo, al ser estimuladas con lipopolisacarido (LPS) durante 8 h, determinando que
228 nuevos miRNAs que no habian sido enlistados en miRBase anteriormente, entre ellos miR-21,
habia sido ademads, uno de los miRNAs mas abundantes en la investigacion (Zhang et al., 2020).
De igual forma, también se ha reportado que en células del sistema inmunologico como

macrofagos, monocitos y células dendriticas, este miRNA presenta los mayores niveles de
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expresion (McCall et al., 2016; de Rie et al., 2017). Por otro lado, en investigaciones relacionadas
con probiodticos y miR-21, Nakata y colaboradores (2017), determinaron el rol clave de miR-21-5p
en la regulacion de la barrera intestinal al encontrar que las bacterias comensales indujeron la
expresion de este miRNA en células epiteliales intestinales (IEC, por sus siglas en inglés),
incrementando también la permeabilidad de la barrera intestinal. Rahbar Saadat y colaboradores
(2020), encontraron una funcién modulatoria del microorganismo Lactococcus lactis aislado de la
vagina, sobre los miRNAs miR-21 y miR-200b y el receptor tipo toll TLR4, al correlacionar la
disminucién en su expresion en células de cancer de ovario CAOV-4, con un incremento en la
induccion de apoptosis.

Por otro lado, miR-26a-5p es un miRNA involucrado principalmente en procesos de formacion de
tumores, actuando como un oncomiRNA y también como supresor de actividad tumoral, al verse
sobre expresada o disminuida su expresion. También, se ha determinado la participacion de miR-
26 en el crecimiento, desarrollo y diferenciacion celular de diferentes tejidos (Gao y Liu, 2011).
En cerdo se ha encontrado regulando el desarrollo de infeccion por Sal/monella, suprimiendo el
proceso de autofagia en células Sertoli, e impidiendo la replicacion del virus del sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (PRRS, por sus siglas en inglés) al activar la inmunidad innata,
especificamente la via de sefializacion del Interferén 1 (IFN-1) (Yao et al., 2016; Ran et al., 2018;
Li et al., 2015). En relacién con probidticos, Heydari y colaboradores (2019) analizaron el posible
mecanismo molecular de accion (mediante miRNAs) de dos probioticos: Lactobacillus acidophilus
y Bifidobacterium bifidum, en un modelo murino, para lo cual utilizaron 4 grupos: control, ratones
inducidos con cancer de colon con azoximetano (AMO, por sus siglas en inglés), L. acidophilus'y
B, bifidum, en estos dos tltimos grupos la cantidad de probiético utilizada fue de 1x10° UFC/g,
encontrando que la expresion de miR-26 disminuy6 en el grupo AMO y el consumo de los
probidticos incrementd su expresion. Demont y colaboradores (2016), utilizaron PBMCs de
humano y estimularon con el probidtico Lactobacillus paracasei en su forma viva o inactivada por
calor, encontrando una diferencia en la expresion de miRNAs, entre ellos miR-26a-5p.

Mientras tanto, miR-30b-3p es un miRNA implicado en una gran cantidad de patogénesis de
diversas enfermedades como son cancer, desordenes metabdlicos y enfermedades
cardiovasculares; otras de sus funciones también se relacionan con procesos celulares como
diferenciacion y desarrollo (Zhang ef al., 2021). De igual forma, se ha observado la participacion

de miR-30b en procesos inflamatorios, incluyendo la regulacion de la funcion fisiologica de células
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dendriticas y macréfagos, procesamiento de antigenos, produccion de citocinas y otras respuestas
del sistema inmune (Naqvi et al., 2016; Fordham et al., 2015; Naqvi et al., 2015). En cuanto al
estudio de miR-30b y probioticos, Arenas-Padilla (2018), estimulé monocitos de cerdo con el
probidtico B. animalis subsp. lactis Bb12 y analizé6 mediante un microarreglo la expresion de 407
miRNAs, de los cuales miRb-30b-3p present6 un incremento en sus niveles de expresion.

Las diferencias entre los trabajos mencionados anteriormente y nuestro estudio, radican en el tipo
celular, la concentracion de probidtico utilizada, tiempos de estimulacion, entre otros aspectos. Por
lo que, la expresion de los miRNAs estudiados, sin presentar algin aumento o disminucion
considerable con respecto al tratamiento control, en células de ganglios mesentéricos, pudiera estar
relacionado a que la expresion de miRNAs suele ser tejido e incluso célula especifica (del Pozo-
Acebo ef al., 2021). De igual forma, la concentracion de probioticos utilizada pudo ser un factor
determinante para la expresion de estos elementos, ya que se ha visto ligada a los cambios en los

niveles de expresion génica de miRNAs.

6.3. Cuantificacion de Citocinas en Sobrenadantes de Cultivos Celulares por ELISA

IL-10 es una citocina considerada de gran importancia en la regulacion de la funcion inmunolodgica,
siendo imprescindible su participacion en el control de las cascadas inflamatorias al suprimir la
expresion de citocinas proinflamatorias como IL-12. Ambeas citocinas son producidas por una gran
cantidad de células, principalmente APCs, como son macrdofagos, células B y células dendriticas.
Asimismo, se ha observado la estrecha relacion que posee la utilizacion de probiodticos con estas
citocinas, al promover la produccion de proteinas antinflamatorias como IL-10 y suprimir o limitar
la expresion de proteinas proinflamatorias como IL-6 o IL-12. Esto es uno de los principales efectos
que se estudia en las investigaciones relacionadas con probidticos, su capacidad modulatoria de la
respuesta inmune, mediante la produccion de citocinas.

Para la cuantificacion de las citocinas en sobrenadantes de cultivos celulares de ganglios
mesentéricos de cerdo, se utilizaron dos concentraciones del probidtico Bb12: 10*y 10° UFC/mL
(relacion célula:bacteria de 100:1 y 10:1, respectivamente) por un periodo de 24 h. No se

presentaron diferencias significativas en la produccion de IL-10, tal como se muestra en la Figura
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5. En contraste a nuestros resultados, se ha observado en diferentes investigaciones que una de las
caracteristicas principales del probidtico B. animalis subsp. lactis Bb12 es su capacidad de
incrementar la expresion de IL-10. Sheiki y colaboradores (2016) utilizaron los probidticos Bb12
y Lactobacillus acidophilus LA-5 inactivados mediante UV, en relaciéon 1:100 y 1:50 (célula-
bacteria) en células PBMCs provenientes de pacientes con colitis ulcerosa, encontrando un
incremento significativo de IL-10. Asimismo, Hepburn y colaboradores (2013), proporcionaron un
suplemento compuesto por tres probioticos: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis y
Bifidobacterium bifidum a personas sanas, y determinaron la produccién de citocinas ex vivo,

encontrando un incremento de IL-10 y TGF-p.
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Figura 5. Cuantificacion de IL-10 en sobrenadantes de cultivo celular. Las células de ganglios
mesentéricos de cerdo fueron estimuladas durante 24 h con las diferentes concentraciones del
probidtico B. animalis subsp. lactis Bbl2 y un tratamiento sin estimulo (SE). Los graficos
representan las medias y la desviacion estandar (n=3) de la concentracion inducida por los distintos
tratamientos. Literales distintas representan diferencias entre tratamientos (ANOVA, Fisher-LSD)
p<0.05.

De forma similar para IL-12, en los dos tratamientos del probidtico empleado en nuestro estudio
(10*y 10° UFC/mL), la producciéon de la citocina no presentd un cambio en su concentracion,
manteniéndose constante la produccion de IL-12, comparada con tratamiento sin estimulo (SE), tal
como se muestra en la Figura 6. Estos resultados son similares a los encontrados por Barcenas-
Preciado (2020), donde se estimularon moDCs porcinos con el probidtico Bbl2 en una

concentracion mayor (107 UFC/mL), sin cambios significativos en la concentracién de IL-12. Por
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otro lado, Falalyeyeva y colaboradores (2017), encontraron una disminucion en la produccion de
citocinas proinflamatorias como IL-1 e IL-12 y un incremento de citocinas antiinflamatorias en un
modelo murino estimulado con los probioticos Lactobacillus casei IMV, Bifidobacterium animalis
VKL y Bifidobacterium animalis VKB. Sin embargo, esto difiere con nuestros resultados ya que
la relacion IL-10/IL-12 se mantuvo constante sin presentarse una variacion en alguna de las dos
citocinas. Con base a lo mencionado anteriormente, es posible hipotetizar que son diversos los
factores que pueden intervenir en los ensayos de estimulacion con probidticos, tales como el estado
del probidtico (vivo, inactivo, entre otros), tipo celular, tipo del probidtico, la cantidad de células

y bacterias a utilizar, asi como los periodos de estimulacion.
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Figura 6. Cuantificacion de IL-12 en sobrenadantes de cultivo celular. Las células de ganglios
mesentéricos de cerdo fueron estimuladas durante 24 h con las diferentes concentraciones del
probidtico B. animalis subsp. lactis Bb12 y tratamiento sin estimulo (SE). Los graficos representan
las medias y la desviacion estandar (n=3) de la concentracion inducida por los distintos
tratamientos. Literales distintas representan diferencias entre tratamientos (ANOVA, Fisher-LSD)
p<0.05.

6.4. Cuantificacion de Citocinas por RT-qPCR

Para la cuantificacion de citocinas por RT-qPCR, se estimularon las células de ganglios
mesentéricos por un periodo de 4 h. Dentro de los resultados, se obtuvo que la expresion de IL-10

e IL-12, utilizando los dos tratamientos del probidtico (10* y 10° UFC/mL), fue similar al
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tratamiento sin estimulo (SE), tal como se muestra en la Figura 7. Esto difiere a los resultados
descritos en el estudio de Duarte-Gutiérrez (2015), donde se emplearon células de ganglios
mesentéricos estimuladas con una concentracion mayor de Bb12 (6x10% UFC/mL), encontrando un
incremento significativo en la expresion del RNAm de IL-10, a las 8 h de estimulacién con el
probidtico. De igual forma, en el trabajo realizado por Arenas-Padilla y colaboradores (2018),
emplearon la misma cantidad de Bb12 (6x10® UFC/mL) para estimular monocitos provenientes de
sangre periférica de cerdo, encontrando de forma similar, un incremento en la expresion de RNAm
de IL-10 tras estimular las células con el probidtico por un periodo de 4 h. Por lo tanto, es posible
hipotetizar que la cantidad de probioticos, la cantidad y tipo celular y el tiempo de estimulacion
utilizados, tienen un papel importante en los efectos presentados por el probiotico, eso explicaria

que no se presentara un incremento en los niveles de RNAm de IL-10 en nuestro estudio.
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Figura 7. Expresion relativa de las citocinas IL-10 e IL-12 en células de ganglios mesentéricos de
cerdo, estimuladas durante 4 h por los diferentes tratamientos del probidtico B. animalis subsp.
lactis Bb12 con respecto al tratamiento sin estimulo (SE). Los graficos representan las medias y la
desviacion estdndar (n=3). Literales distintas representan diferencias entre tratamientos (ANOVA,
Fisher-LSD) p<0.05.

Asimismo, en los resultados presentados, se puede observar una correlacion en el comportamiento
de las citocinas. Esto pudiera deberse a la naturaleza regulatoria de IL-10; se sabe que esta citocina
regula de forma negativa la expresion de IL-12 (D’ Andrea et al., 1993; Ma et al., 2015). El balance

en la expresion de IL-10/IL-12, en modelos de respuesta inmune ha sido considerado como un
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parametro valioso para la determinacién de propiedades modulatorias de los microorganismos
(Gad et al., 2011; Foligne et al., 2007; Christensen et al., 2002). Citar y colaboradores (2015),
encontraron un aumento en la expresion de IL-10 y una disminucion de IL-6 e IL-12 al utilizar el
probiodtico Bifidobacterium animalis subsp. animalis IM386 con presencia o ausencia de LPS en la
linea celular de humano THP-1. Por otro lado, las leves diferencias presentadas entre los
tratamientos de Bb12 utilizados (10*y 10° UFC/mL) también pudieran ser explicadas dado que los
efectos proporcionados por probiodticos estan ampliamente influenciados por la dosis empleada y
los efectos pueden variar de una concentracion utilizada a otra. En este sentido, es frecuente que
en investigaciones relacionadas con probidticos se excluyan comparaciones de diferentes dosis de
un mismo probidtico, debido a que el enfoque suele ser principalmente sobre al efecto que éste
posee empleando una sola concentracion del mismo. En este sentido, Wen y colaboradores (2012),
emplearon concentraciones bajas (10°-10°) y una alta (10°) del probidtico Lactobacillus
acidophilus en un modelo porcino gnotobidtico, encontrando diferencias en la respuesta inmune:
las dosis bajas promovieron la produccion de IFN-y, disminuyeron respuesta de células Treg y
produccion de IL-10; mientras que dosis altas incrementaron respuestas por parte de células Treg.
En el presente estudio se utilizaron concentraciones menores del probidtico puesto que se observo
una disminucién en la cantidad de células dendriticas, ademas de una perdida de viabilidad celular
al utilizar las concentraciones reportadas en trabajos previos; por tal motivo, se decidio cuidar tanto
el nimero como la viabilidad celular para los experimentos de estimulacion con el probidtico. Se
considerd que la concentracion de citocinas en otros trabajos, podria haber sido producto de una
sobreestimulacion que pudiera haber desencadenado un perfil de citocinas derivado del nimero de
bacterias mas que por el efecto de interaccion con la célula. En el caso de las células provenientes
de ganglios mesentéricos estimuladas con Bbl2, las concentraciones bajas del probidtico no
generaron una respuesta por parte del sistema inmune, al no presentarse una produccién ni
expresion de IL-10 e IL-12. Asimismo, se encontrd que las concentraciones bajas de Bbl2

resultaron en la expresion de los miRNAs estudiados, pero no generaron cambios en su expresion.
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7. CONCLUSIONES

En conclusion, las células de ganglios mesentéricos de cerdo estimuladas con el probidtico
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 expresan los miRNAs miR-21-5p, miR-26a-5p y miR-
30b-3p; no obstante, el probidtico no fue capaz de modular la expresion de dichos elementos ni de
las proteinas involucradas en la respuesta inmune (IL-10 e IL-12) al utilizarse en dosis bajas (10*
y 10° UFC/mL). En concentraciones mayores del probiético (107 y 103 UFC/mL) se gener6 una
modulacion al disminuir significativamente el porcentaje de proteinas de superficie celular. Por lo
tanto, la concentracion de probidticos utilizadas en investigaciones relacionadas con estimulacion
celular, es un factor determinante y a tomarse en gran consideracion sobre todo en estudios con
probidticos y miRNAs, por lo cual es de suma importancia la inclusion de ensayos con
concentraciones bajas y altas en este tipo de investigaciones. En el presente estudio, es muy
probable que la expresion de estos elementos y proteinas de respuesta inmune sea dependiente de
cantidades mayores a 10’ UFC/mL del probiético Bb12 en células de ganglios mesentéricos; sin

embargo, es necesario la realizacion de més investigaciones al respecto.
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