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RESUMEN

Los probidticos son microorganismos benéficos para la salud del huésped. Estos pueden ser
reconocidos por células dendriticas (DCs) a través de receptores de membrana, activando vias de
sefializacion intracelulares. El probiético Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb12 es capaz de
estimular a DCs a través de la via de sefializacion de TLR2, activando proteinas involucradas en la
cascada de sefializacion y finalmente a factores de transcripcion para producir citocinas. El objetivo
del estudio es analizar la expresion de las proteinas TRAF6, ERK1/2 y SOCS1 en DCs porcinas
estimuladas con Bb12. Primero se establecio un cultivo de monocitos que fue suplementado con
IL-4 y GM-CSF para derivar a DCs. Su fenotipo se comprob6 mediante tincion con los anticuerpos
anti-CD1, anti-MHC |1 y anti-CD14 y se analiz0 por citometria de flujo. Para la determinacion de
proteinas de sefializacion, se establecié un indculo de Bb12 y las moDCs se estimularon durante 0,
0.5, 1, 2 y 24 horas, adicionalmente, se bloque0 al receptor TLR2 previo a la estimulacién con el
probidtico. Posteriormente se extrajeron las proteinas celulares con buffer de lisis RIPA
enriquecido con una mezcla de inhibidores de proteasas, seguido de electroforesis SDS-PAGE, e
inmunodeteccién en una membrana de PVDF de las proteinas ERK1/2 y pERK 1/2, TRAF®,
SOCS1 y B-actina. Por ultimo, se cuantifico la produccion de las citocinas IL-10 e IL-12 en moDCs
estimuladas con el probiotico durante 24 h mediante el método de ELISA.

En los resultados de citometria de flujo, se obtuvo una poblacion celular que expresé un 73% de
los marcadores de superficie anti-CD1 y anti-MHC Il en células inmaduras, dichos marcadores
aumentaron a un 90% en células estimuladas con LPS. El anélisis de inmunodeteccion mostrd que
Bb12 induce la expresion constante de TRAF6 aun cuando se bloquea al receptor TLR2. A
diferencia de ERK, este aumenta su expresion a partir de las 2 h de estimulo y disminuye cuando
se bloguea TLR2. SOCS 1 se mantiene constante y también disminuye a partir de las 2 h al bloquear
el receptor. Bb12 induce principalmente a IL-10 y también se produce aun cuando se bloquea
TLR2, sin cambios en IL-12 en ninguno de los tratamientos. Estos resultados muestran que el
probidtico Bb12 modula la expresion de proteinas de sefializacién a través de la via de TLR2. A su

vez, se sugiere la activacion de vias alternas.

Palabras clave: Bb12, células dendriticas, proteinas de sefializacion, TLR2.
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ABSTRACT

Probiotics are microorganisms that result in benefits for the health of the host. They can be
recognized by dendritic cells (DCs) through membrane receptors, activating intracellular signaling
pathways. The probiotic Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb12 (Bb12) can stimulate DCs
through the TLR2 signaling pathway, activating proteins involved in the signaling cascade and
finally transcription factors to produce cytokines. The study aimed to analyze the expression of
TRAF6, ERK 1/2 and SOCSL proteins in porcine DCs stimulated with Bb12 at 0, 0.5, 1, 2 and 24
h. First, porcine monocytes were cultured in the presence of IL-4 and GM-CSF to derive to DCs.
Its phenotype was checked by fluorescence staining with anti-CD1, anti-MHC 11 and anti-CD14
antibodies by flow cytometry. For the determination of signaling proteins, moDCs were cultured
with Bb12 at different times. Subsequently, the cellular proteins were extracted with RIPA lysis
buffer enriched with a protease inhibitor cocktail, followed by SDS-PAGE electrophoresis, to
finally perform a semi-dry transfer to a nitrocellulose membrane to immunodetect with anti-ERK
1/2 and anti-pERK 1/2, TRAF6, SOCS1, in addition to the control of B-actin. Finally, the
production of the cytokines IL-10 and IL-12 was quantified in moDCs stimulated with the probiotic
at 24 h by the ELISA method.

The results showed a cell population that expressed 73% of the cell surface markers anti-CD1 and
anti-MHC Il in immature moDCs and 90% in mature moDCs. The presence of ERK 1/2 and pERK
1/2 was confirmed. The immunodetection analysis showed that TRAF6 remains constant during
all periods even when the TLR2 receptor is blocked. ERK increases its expression after 2 h of
stimulus and decreases when TLR2 is blocked and SOCS 1 remains constant and decreases after 2
h when blocking the receptor. IL-10 occurs even when TLR2 is blocked, without changes in IL-12
in no one of the treatments. In conclusion, it shows that probiotic Bb12 modulates the expression

of signaling proteins by the TLR2 pathway. However, this suggest the activation of other pathways.

Keywords: Bb12, dendritic cells, signaling proteins, TLR2.
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1. INTRODUCCION

Los probioticos son microorganismos vivos que cuando se ingieren en cantidades adecuadas,
proporcionan beneficios a la salud del huésped. Entre los efectos positivos en el huésped se han
descrito la estimulacién del sistema inmune de mucosas y la regulacion de la microbiota intestinal.
La elucidacion de los mecanismos por los cuales los probi6ticos modulan el sistema inmune puede
facilitar la implementacion de suplementos terapéuticos con propiedades inmunoreguladoras
(Borchers et al., 2009; Christensen et al., 2002).

El probidtico Bifidobacterium animalis ssp. lactis (Bb12) es capaz de estimular a células
dendriticas (DCs) a través de la via de sefializacion de TLR2 activando a factores de transcripcion,
como el factor nuclear kappa B (NF-xB) y AP-1, lo que lleva a la produccion de citocinas. Esto se
logra activando una cascada de sefializacion, donde estan involucradas proteinas como TRAF6
(factor 6 asociado a receptor de TNF), JNK (cinasas c-Jun N-Terminal) y ERK1 y ERK2 (cinasas
reguladas por sefiales extracelulares 1 y 2, respectivamente), asi como p38, las cuales estan
directamente involucradas en la produccion de proteinas de respuesta. Por otro lado, existen
proteinas que regulan esta via, tal es el caso de SOCS1 (Supresor de sefializacion de citocinas 1) el
cual es un regulador negativo en la produccion de citocinas, al bloquear moléculas necesarias en la
cascada de sefalizacion. Ademas, también estd implicado en la regulacion de proteinas que

participan en la via iniciada por TLR.

Se cree que Bb12 posee un efecto regulador sobre la expresion de proteinas involucradas en la via
de sefializacion de TLR2 en la activacién de células dendriticas porcinas. En este trabajo se estudio
la participacion de las proteinas de sefializacion TRAF6, SOCS1, ERK1/2 y fosfo-ERK 1/2 en
células dendriticas derivadas de monocitos porcinos estimuladas con Bb12 para elucidar su papel

en la produccién de citocinas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Probiéticos

Los probidticos, en su mayoria, son bacterias Gram positivas con capacidad de cambiar la actividad
metabdlica de la microbiota intestinal, modular el sistema inmune y regular positivamente la
homeostasis intestinal (Latvala et al., 2011). Algunos de los beneficios que confieren a la salud del
huésped, son la mejora de la funcion intestinal, modulacion de la respuesta inmune, reduccion del
colesterol sérico y la prevencion del cancer, los cuales varian segun la cepa y tienen diferentes
mecanismos. Estos beneficios se pueden dar directamente a través de las interacciones del

probidtico ingerido via oral con el huésped (Kechagia et al., 2013; Linares et al., 2017).

La suplementacion con probioticos en modelos animales puede proteger contra la colitis
espontdnea e inducida quimicamente mediante la regulacion negativa de las citocinas
proinflamatorias o por la induccion de mecanismos reguladores por una cepa especifica. En cuanto
a la sensibilizacion a alérgenos, asma y rinitis alérgica, los probioticos administrados por via oral
pueden disminuir de forma independiente la produccion de IgE especifica mediada en parte por la

accion de citocinas (Borchers et al., 2009).

Los probidticos son muy utilizados en la industria alimentaria, tanto por sus propiedades
tecnoldgicas en la fabricacion de productos lacteos como leches fermentadas, queso, y yogur, 0
afiadidos a estos y otros productos lacteos como leche en polvo o suero de leche. También se afiaden
a productos no lacteos como alimentos a base de soya, barras de cereales y jugos (Kechagia et al.,
2013). El aumento de la demanda del consumidor por la obtencion de beneficios adicionales en la
comida, en algunos mercados como EUA, Europa y Japdn, ha incentivado la produccion de
alimentos funcionales, que son productos alimenticios tradicionales con efectos benéficos
agregados (Linares et al., 2017). Dichos efectos se deben a las caracteristicas estructurales y

metabdlicas de los microbios (Veiga et al., 2010). Por lo tanto, se han utilizado varias cepas de
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probidticos para fabricar productos funcionales, enfocados a mantener la homeostasis

inmunologica del huésped (Kaji et al., 2010).

2.1.1. Bifidobacterium animalis ssp. lactis (Bb12)

El intestino humano esta colonizado por una amplia variedad de microorganismos de diferentes
especies, entre ellas las del género Bifidobacterium. Entre los efectos benéficos que le confieren al
huésped se encuentran, la disminucion de los niveles de enzimas carcinogénicas, producidas por
microbiota colonica, normalizando la permeabilidad intestinal y equilibrando la microbiota. Asi
mismo, la produccion de &cidos organicos anti-mutagénicos y mejoramiento del sistema inmune
(Fukuda et al., 2011; Kechagia et al., 2013).

El probidtico Bb12 es conocido por ser un producto comercial utilizado en diferentes alimentos,
entre ellos productos lacteos, y como suplemento (Ventura y Zink, 2002). Se adhiere con mucha
eficiencia al moco humano en comparacion con otras cepas de bifidobacteria, por lo cual su
capacidad de colonizacion es elevada y por esto, al suplementar con Bb12, incrementa su nimero
de células rapidamente y se reduce el de otras cepas patdgenas como Enterobacteriaceae y
Clostridium spp (Mohan et al., 2006).

Veiga et al., 2010, encontraron gque en ratones que consumieron un producto lacteo fermentado con
Bb12, redujo la inflamacién intestinal. Durante el consumo se presentaron algunos cambios
metabolicos como la disminucion del pH cecal, cambios en los perfiles de acidos grasos, aumento

de bacterias consumidoras de lactato y productoras de butirato.
Si bien se sabe que la ingesta de Bb12 aporta beneficios al consumidor, es interesante conocer

algunos de los mecanismos por los cuales este probiotico actta a nivel celular y molecular, para

ayudar a comprender como funciona la regulacion de la respuesta inmune.
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2.2. Sistema Inmune

El sistema inmune esta constituido por diferentes tipos de células y moléculas que otorgan
proteccion contra agentes enddgenos y exdgenos. La inmunidad innata y adaptativa estan
fuertemente vinculadas, pero cada una presenta caracteristicas distintivas, como los efectos
especificos y el tipo de células que participan, el tiempo de respuesta y su permanencia, etc. Son
también componentes del sistema inmune, una serie de barreras, que son el primer obstaculo contra
el patdgeno, estas son fisicas (piel), mecanicas (movimiento), bioldgicas (microbiota) y quimicas
(pH, acidez). Cuando el patogeno logra atravesar estas barreras, entra en juego la inmunidad innata
empleandose principalmente la fagocitosis y liberacion de sustancias tdxicas para eliminarlo, si no

lo logra, se inicia una respuesta adaptativa, mucho mas especifica (Abbas et al., 2018).

2.2.1. Inmunidad Innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra microorganismos. Es un conjunto de
mecanismos de defensa existentes antes de la infeccion y son de respuesta rapida, reaccionan con
los productos de los microbios y de las células dafiadas. Los mecanismos de la inmunidad innata
poseen especificidad a las estructuras que son comunes a grupos de microbios relacionados; sin
embargo, no pueden distinguir diferencias finas entre ellos (Abbas et al., 2018). Las células poseen
receptores que reconocen esas estructuras, entre ellos se encuentran los de tipo toll (TLR), lectinas,
receptores scavenger, etc. Algunos de los mecanismos que utilizan para atacar a agentes extrafos,
son la produccion de citocinas, 6xido nitrico, anticuerpos; esto lo hacen al reconocer dichas

estructuras.

Las células que cumplen funciones especializadas en las respuestas inmunitarias innatas y
adaptativas, son los fagocitos, las células dendriticas (DCs) y linfocitos. La mayoria de estas
derivan de células madre hematopoyéticas en la médula dsea, las cuales se diferencian a diferentes

linajes. Segun sus precursores comunes, las células inmunes se clasifican en células mieloides, que
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incluyen a los fagocitos y la mayoria de las DCs, o0 en células linfoides, que incluyen todos los
linfocitos (Abbas et al., 2018).

2.2.2. Reconocimiento de Microorganismos por TLR2

Los productos microbianos que estimulan la respuesta inmune innata son compartidos por
diferentes tipos de microbios y se les conoce como patrones moleculares asociados a
microorganismos (MAMPS). Estos, son expresados por virus, bacterias Gram positivas y Gram
negativas, hongos, etc. (Abbas et al., 2018). El reconocimiento se da por medio de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs), que se encuentran en la membrana celular o dentro de la célula
en vesiculas, los cuales estan conservados evolutivamente, y que son expresados por células
dendriticas, macrofagos y neutrofilos e incluyen diferentes tipos de receptores. Entre ellos se
encuentran los TLR (Mair et al., 2014).

El reconocimiento de bacterias Gram positivas es mediado por los receptores TLR1, TLR2 y TLR®.
Los ligandos de TLR2 son peptidoglicanos, acido lipoteicoico, lipoproteinas, lipoarabinomanano
y zimosano (Borchers et al., 2009; Li y Verma, 2002). Después de la union del ligando, los
receptores activan vias de sefializacion intracelulares como NF-xB y AP-1. La activacion de estas

vias conduce a la produccion de citocinas pro y antiinflamatorias (Latvala et al., 2011).

2.2.3. Efecto de probidticos en la Respuesta Inmune

Los efectos inmunoreguladores de los probidticos son variados y algunos han sido estudiados in
vitro e in vivo en modelos animales como ratones, cerdos y aves. Es importante identificar los
mecanismos moduladores entre los probioticos y el sistema inmune. El efecto inmunoregulador
que proporciona el consumo de probidticos se debe en parte a la produccion de citocinas

inflamatorias y otras moléculas como el 6xido nitrico (ON) y especies reactivas de oxigeno, las
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cuales tienen efectos toxicos sobre microorganismos patdgenos (Dos Santos et al., 2010). Al
reducir la concentracion de citocinas inflamatorias, el organismo regresa a una homeostasis, esto
se puede lograr a través de la produccion de las citocinas antiinflamatorias. La inflamacion cronica
se caracteriza por una sobreexpresion de mediadores inflamatorios y por un tiempo prolongado, la
ingesta de probidticos podria llegar a contrarrestar esta sobreproduccion.

Algunas bacterias asociadas al intestino pueden afectar a la inmunidad innata, humoral y celular
(Christensen, 2002). Asi, la manera en que los probidticos regulan la respuesta inmune involucra a
mecanismos moleculares y celulares. Entre ellos, el estimulo de células de la inmunidad innata y
adaptativa, induciendo fagocitosis, secrecion de IgA, mejorando las respuestas Thl y atenuando
las respuestas Th2 (Kechagia et al., 2013). Algunos probioticos estimulan a macrofagos y células
dendriticas para secretar proteinas mensajeras. Por ejemplo, la produccién de interleucina-10 (IL-
10) es critica en la regulacion de enfermedades inflamatorias, aunque la respuesta varia segun el
probidtico (Kaji et al., 2010).

Arenas-Padilla et al., 2018, encontraron que, al bloquear TLR2 antes de estimular monocitos de
cerdo con Bb12, el transcrito de IL-10 disminuyd significativamente. Estos resultados sugieren que
la expresion de IL-10 es inducida por Bb12 a través de TLR2. Ademas, se cuantifico la produccion
de IL-10 en monocitos y células de ganglio mesentérico de cerdo y se observd que aumento al

estimularla con Bb12.

Hay una interaccion sinérgica entre el epitelio intestinal y el sistema inmune que incluye a la
microbiota, considerada como un tercer factor indispensable para la correcta funcion
gastrointestinal (Figura 1). El interés por conocer la capacidad de los probidticos de modular el
sistema inmune es motivo de investigacion, asi como también la interaccion directa entre estas
bacterias y el epitelio gastrointestinal, por su efecto a nivel celular con impacto sistémico. Se ha
demostrado in vitro que distintas bacterias del sistema gastrointestinal con potencial colonizador
son capaces de estimular lineas celulares intestinales, generando un perfil de citocinas

caracteristico (Alarcén et al., 2016).
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Figura 1. Interaccion de probioticos con células epiteliales intestinales y con células dendriticas.
Los MAMPs son reconocidos por las células que se encuentran en el GALT. Las DCs son
importantes en la produccion de citocinas y la polarizacion de las células T efectoras. (Lebeer S et
al., 2010). GALT: Tejido linfoide asociado a intestino, MLN: ganglio linfatico mesentérico.

2.3. Células Dendriticas

Las células dendriticas (DCs) son un grupo heterogéneo de células que juega un papel importante
en el sistema inmune. Son células presentadoras de antigeno (APCs), cuya funcion principal es
capturar, procesar y presentar antigenos a linfocitos T, generando respuestas inmunes especificas.
Se han descrito subconjuntos de DCs que difieren considerablemente en ontogenia, localizacion,
produccién de citocinas y funcion inmunoldgica. Las DCs se encuentran en un estado inmaduro
(iDCs) y otro maduro (mDCs) (Vazquez et al., 2012; Mellman, 2013; Lannes y Summerfield, 2013;

Mildner y Jung, 2014). Otra de sus funciones es secretar moléculas, como las citocinas, por lo que

18



poseen la capacidad de regular las respuestas adaptativas e innatas. Las DCs reconocen MAMPs a
través de sus TLRs y otros PRRs, el estimulo de estos receptores puede inducir a la maduracion de
estas células y también la produccion de citocinas como 1L-10, IL-12, IL-13 e IFN-y, dependiendo

del ligando que sea reconocido y el PRR que lo reconozca (Summerfield y McCullough, 2009).

Las DCs se dividen en dos poblaciones celulares principales, DC convencionales (cDC) y DC
plasmocitoides (pDC). En el estado estacionario, los cDC presentan caracteristicas tipicas de DCs
(dendritas citoplasmaticas) y funcion (captacion, procesamiento y presentacion de Ag). Las DCs
convencionales/clésicas se pueden dividir en al menos dos subconjuntos principales caracterizados,
en humanos, por la expresion de CD8a y CD103 o CD11b. Ambas subpoblaciones se pueden
encontrar en el tejido linfoide, incluido el bazo, LN y la médula 6sea (BM), asi como en la mayoria
del tejido no linfoide (Mildner y Jung, 2014; Al-Ashmawy G, 2019)

Dentro de las DCs no convencionales se encuentran las DC plasmocitoides (pDC) que son un
subconjunto de DC precursoras que en estado estacionario poseen un fenotipo inmaduro y la
morfologia de células plasmaticas (carecen de dendritas). En la activacion, las pDC coinciden
estrictamente con las cDC en forma y funcion (Al-Ashmawy G, 2019). Como consecuencia de la
inflamacidn o infeccion, los 6rganos linfoides y no linfoides pueden albergar DCs que se originan
a partir de monocitos las cuales se han denominado DCs derivadas de monocitos (moDCs). Estas
son fenotipicamente dificiles de distinguir de los cDC porque comparten patrones de expresion
similares de MHC-II, CD11b y CD11c; sin embargo, las moDC expresan CD64, el receptor Fc-

gamma 1 (FcgRI), indicativos de su pasado monocitico (Mildner y Jung, 2014).

Sin embargo, los marcadores de superficie difieren segun especies de animales. Se observa una
considerable heterogeneidad sobre el uso de los términos monocito, macréfago o DC para describir
las células inflamatorias derivadas de monocitos. Por ejemplo, Los monocitos inflamatorios
humanos expresan CD13, CD33, CD11b, CD11c y CD172a. La evidencia de diferenciacion DC
esta respaldada por la expresion de CD1c, CD1a, FceR1, IRF4y ZBTB46 (Collin y Bigley, 2018).
Mientras que el fenotipo de DCs porcinas se caracteriza por poseer los marcadores
CD1'CD14CD16'CD80/86"CD172a" y MHC Il (Summerfield y McCullough, 2009).
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2.4. Balance de la Respuesta Thl, Th2

Las células dendriticas son un puente entre la inmunidad innata y adaptativa, activando a células T
CD4* mediante la produccién de citocinas, las cuales dirigen la polarizacion de las células T
virgenes a células T efectoras, es decir, las citocinas producidas son esenciales para el tipo de
respuesta. Tras la estimulacién ya sea por agentes infecciosos, alérgenos o diversas sefiales
inflamatorias, las DCs producen diversos tipos de citocinas como IL-1, IL-6, IL-10, IL-27, TNF-
a, etc, las cuales actian como sefial. Por ejemplo, IL-12 induce a la polarizacion a células Thl, en
cambio, IL-4 a Th2. La sefializacion de TLR promueve la induccién a la polarizacion de células
Thl o Th2, lo cual depende del tipo de estimulo, por ejemplo, LPS proveniente de Escherichia coli
induce una respuesta de tipo Thl, mientras que LPS de Porphyromonas gingivalis a una de tipo

Th2, es decir, la respuesta depende del tipo de microorganismo (Na et al.,2016).

2.4.1. Respuesta Thl

La diferenciacion de las células T CD4+ a células efectoras Thl es estimulada por bacterias
intracelulares, virus, y protozoos mediante la estimulacion propiciada por la respuesta inmune
innata, a través de las citocinas IFN-y e 1L-12, sus inductores mas potentes. La funcion principal
de estas células es la de activar macréfagos para incrementar la fagocitosis y eliminar microbios
en el fagolisosoma. También producen TNF-a el cual activa a neutréfilos y promueve la
inflamacion. Ademas, activan a células NK y T CD8" citotoxicas, estas UGltimas participan
principalmente en la defensa contra virus. EI IFN-y inhibe la diferenciacion de T CD4" en células
Th2 y Th17, es decir, esto promueve la polarizacién de la respuesta inmune en una direccion
(Abbas et al., 2018; Na et al., 2016).
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2.4.2. Respuesta Th2

Las células Th2 son el mediador de la defensa independiente de los fagocitos, en la que los
eosinofilos y los mastocitos juegan un papel central. Estas reacciones son importantes para la
erradicacion de las infecciones helminticas y en algunos casos para la eliminacién de otros
microbios en los tejidos de la mucosa. También son fundamentales para el desarrollo de
enfermedades alérgicas. Las células Th2 producen principalmente IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Los
receptores TLR también inducen respuestas de células Th2 a través de DCs. Por ejemplo, Pam3-
Cys4, un ligando sintético de TLR2, favorece la polarizacion de células Th2. A su vez, este ligando
activa a la proteina ERK, que posteriormente fosforila el factor de transcripcion c-Fos, lo que
conduce a la inhibicion de la produccion de IL-12p70 y por ende a la respuesta de las células Thl
(Na et al., 2016; Abbas et al., 2018).

2.5. Citocinas

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular (de 10 a 40 KD), secretadas por células del
sistema inmune en respuesta a estimulos de diversa naturaleza (bioldgicos, quimicos y fisicos), son
de accidn paracrina, endocrina y autocrina. Diferentes tipos de células secretan la misma citocina
0 una sola actua en diferentes tipos de células (pleiotropia). Las citocinas son redundantes en su
actividad, lo que significa que funciones similares pueden ser estimuladas por diferentes citocinas.
A menudo se producen en cascada, ya que una citocina estimula a las células blanco para producir
otras. También pueden actuar de forma sinérgica o antagonica (Zhang y An, 2009). Este trabajo se
basa en dos citocinas en particular: 1L-12 como precursora de la respuesta proinflamatoria e 1L-10

de la respuesta antiinflamatoria.
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2.5.1. Interleucina-10

La IL-10 es una proteina con efectos antiinflamatorios que juega un papel importante en la
prevencion de patologias inflamatorias y autoinmunes. Inicialmente, se describi6 como una
citocina de tipo Th2, sin embargo, estudios mostraron que también es producida por células Thly
T reguladoras (Treg). Ahora se sabe que la expresion de IL-10 no es especifica para linfocitos T,
sino que es una citocina que es ampliamente expresada. Es secretada por otras células del sistema
inmune adaptativo como Th17, T CD8" y linfocitos B y también por células del sistema inmune
innato como DCs, mastocitos, NK, eosinéfilos y neutréfilos. IL-10 es conocida como factor
inhibidor de sintesis de citocinas (CSIF), posee efectos pleiotropicos y es de accidn autocrina y
paracrina (Saraiva 'y O ‘Garra, 2010; Trinchieri, 2007; Verma et al., 2015).

Los monocitos y macrofagos secretan I1L-10 después de la activacion con diversos mediadores
enddgenos y exogenos, como el lipopolisacarido bacteriano (LPS), a través de la activacion de
TLR, TRAF3 y NF-xB (Sabat et al., 2010). Ademas, la interaccion con las DCs promueve la
produccion de IL-10 en células T reguladoras, células B y neutréfilos (Mittal y Roche, 2015).

En células dendriticas, la sefializacién autocrina de IL-10, en algunos casos de infeccién, puede
inhibir la produccion de quimiocinas y prevenir su traslado a los ganglios linfaticos (Couper et al.,
2008). Esta citocina regula el sistema inmune, es un potente supresor de las células NK y de
linfocitos al evitar que las APCs produzcan citocinas proinflamatorias como la IL-12. La mayoria
de las cepas de Bifidobacterium estimulan la produccion de niveles elevados de IL-10 (Wilbers et
al., 2017; Trinchieri, 2007; Borchers et al., 2009)

Una de las formas por la cual IL-10 controla los procesos inflamatorios es mediante la supresion
de la expresion de citocinas proinflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesidon, moléculas
presentadoras de antigeno y co-estimuladoras en monocitos, macréfagos, neutrofilos y células T.
La mayoria de estas proteinas inflamatorias estan controladas transcripcionalmente por NF-xB.
Una de las propiedades antiinflamatorias de 1L-10 es inhibiendo a este factor de transcripcion

(Asadullah et al., 2003). También, es un potente supresor de la expresidn génica inducida por TLR
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y la produccion de citocinas inflamatorias y puede suprimir las respuestas inducidas por IFN-y.
Muchos de los efectos supresores conocidos de IL-10 dependen de STAT3 (Hu et al., 2007).

De los mecanismos de regulacién, se ha sugerido que las células Thl producen IL-10 como un
medio de prevencién del dafio inmune colateral, es decir, un mecanismo de autocontrol. Por otro
lado, IL-10 actda directamente sobre macréfagos, disminuyendo la expresion de 1L-12 y por ende
la diferenciacion a celulas Thl (Trinchieri, 2007).

2.5.2. Interleucina-12

La IL-12 es una citocina inflamatoria producida principalmente por macréfagos, monocitos, células
dendriticas y células B y es responsable de la generacion de células Thl (Gee, 2009). A pesar de
ser inflamatoria, ha demostrado tener actividad inmunomoduladora, antitumoral y antiinfecciosa
de manera in vitro e in vivo (Wang et al., 2012). Posee capacidad protectora y se cree que es debido
a su interaccion con otras interleucinas. Es capaz de potenciar la proliferacion de células Ty NK 'y
aumentar su actividad citolitica, también estimula la produccion de otras citocinas. Desempefia un
papel importante en definir las respuestas inmunitarias durante la presentacion de antigeno
(Metzger, 2010; Sun et al., 2015).

IL-12, através de su receptor (IL-12R), induce la fosforilacion y la translocacion nuclear de STAT4
en células B primarias. La fosforilacion de la serina STAT4 dependiente de IL-12 es mediada por
la estimulacion de p38, y no por ERK1/2 o JNK. La fosforilacion de la serina es necesaria para la
actividad transcripcional completa de la produccion de STAT4 e IFN-y (Vogel et al., 1996). Una

funcion importante de esta interleucina es inducir la produccion de IFN-y (Yan et al., 2017).

Es importante esclarecer el balance de las células Thly Th2, ya que el tipo de citocinas que se
producen es esencial para dictaminar la respuesta de las células T efectoras. Por ejemplo, la IL-10
que es producida por las células Th2, es capaz de inhibir la activacion de las células Thl, a su vez,

la produccion de IL-4 por Thl inhibe la generacion de células Th2.
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2.6. Proteinas de Sefializacion Involucradas en la via TLR

Después de la unién del ligando con el TLR, el dominio TIR inicia la cascada de sefializacion
(Figura 2), a través de moléculas adaptadoras como MYD88 y TRAF6, a su vez dirigen la
activacion de proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y NF-kB (Saraiva y O ‘Garra,
2010), que son requeridos para la expresion de genes que codifican moléculas en las respuestas
inflamatorias, entre ellas, la produccion de citocinas pro y antiinflamatorias (Saraiva y O ‘Garra,
2010; Abbas et al., 2018). TRAF6 es una proteina adaptadora que media una gran variedad de
interacciones proteina-proteina a través de su dominio TRAF y RING (Really Interesting New

Gene) que tiene una actividad de ligasa de ubiquitina E3 no convencional (Walsh et al., 2015).

Los agonistas de TLR2 inician una cascada de sefializacion a través de MYD88, que se une con la
molécula adaptadora TIRAP y recluta a TRAF6 seguido de la asociacion con IRAK1 Y MYD88.
IRAK4 fosforilaa IRAK1 el cual se disocia del receptor junto con TRAF6, después, este interactia
con TAK1, TAB1y TAB2. Este complejo se asocia con UBc13 y Uev1A e induce la activacion de
TAK1, y este una vez activado, fosforila al complejo IKK permitiendo la activacion de NF-«B.

(Gonzéalez-Rascon y Mata-Haro, 2015; Hammer et al., 2005).

La cascada MAPK esta compuesta por tres grupos de proteinas: ERK1/2, INK 'y p38, su activacion
modula la expresion de citocinas (Saraiva y O Garra, 2010). La cascada ERK1/2 es iniciada en los
receptores de membrana como Tyr cinasas (RTKS), TLR, entre otros, los cuales reclutan a proteinas
adaptadoras y transmiten la sefial directamente o a través de un mediador cinasa (MAP4K) a nivel
MAPK cinasa cinasa (MAP3K). Esta cascada se caracteriza por transmitir principalmente sefiales
mitogénicas. (Wortzel y Seger, 2011). Después de la estimulacion de TLR en células dendriticas,
la activacién de ERK modula la expresion de IL-10 y en presencia de inhibidores quimicos o en

celulas deficientes en ERK, la produccion de IL-10 disminuye (Saraivay O ‘Garra, 2010).

Por otra parte, la sefializacion de IL-10R, involucra al complejo JAK/STAT. Esta inicia una
interaccion con la familia de las tirosinas cinasas (JAK) y Tyk2, a su vez, la IL-10 induce la

fosforilacion de las tirosinas y la activacion de los factores de transcripcion STAT 1y STAT 3.
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Este Gltimo esté fuertemente implicado como mediador de las respuestas de 1L-10 (Moore et al.,
2001).

Citocinas

Figura 2. Cascada de sefializacién iniciada por TLR2. Moléculas adaptadoras como MyD88 y
TRAF6 ayudan a la activacion de otras proteinas intracelulares como las MAPKs y NF-kB. Las
proteinas SOCS pueden actuar en diferentes niveles de la cascada (Adaptado de Yoshimura, 2007).

2.6.1. Supresor de Sefializacién de Citocinas (SOCS)

SOCS es una familia de proteinas regulada transcripcionalmente por un amplio rango de ligandos
extracelulares. Su funcion es regular negativamente la sefial de transduccion de citocinas y factores

de crecimiento. La familia estd formada por 8 tipos de proteinas con una region homéloga de 70
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aminoacidos llamada caja SOCS y por un dominio SH2. SOCS1 y SOCS2 poseen un dominio SH2
extendido a 12 aminoacidos llamado region inhibidora de cinasas (KIR) (Qasimi et al., 2005).
Ratones deficientes de SOCS1 son hipersensibles a LPS, llevando a una elevada produccion de IL-
12. Se ha propuesto un efecto directo de SOCS1 en la via TLR-NF-kB (Figura 2), en donde se une
a p65 facilitando su ubiquitinacién y degradacion. También puede activar a las proteinas JNK y
p38 mediante la union a la quinasa 1 reguladora de la sefial de apoptosis (ASK1), el cual es un
activador corriente arriba de ambas cascadas (Yoshimura et al., 2007). Por otro lado, IL-10 induce
fuertemente a SOCS3 y es uno de los principales factores que intervienen en el efecto
antiinflamatorio de IL-10 (Wilbers et al., 2017). Esta induccion ocurre probablemente via
JAK/STAT, la cual es una proteina transductora de sefial y activadora de la transcripcion
(Asadullah et al., 2003).

Se ha descrito el reconocimiento de Bb12 por TLR2 en DCs y se ha visto la produccion de 1L-10.
En este trabajo se pretende determinar las proteinas involucradas en esta sefializacion. Por una
parte, se buscard a TRAF6 que es una proteina comudn a varias vias tanto MAPK como NF-kB.
Ademas, se determinard a las proteinas ERK asi como SOCS1, para de esta manera tratar de

elucidar el mecanismo iniciado por Bb12 a través de la interaccion con TLR2.
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3. HIPOTESIS

El probidtico Bifidobacterium animalis ssp. lactis modula la expresion de las proteinas
TRAF6, SOCS1 y ERK, de la via de sefializacion del TLR2 en células dendriticas derivadas de

monocitos de cerdo.
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Determinar la expresion de las proteinas TRAF6, SOCS1, ERK1/2 y fosfo-ERK 1/2 de la via TLR2
en células dendriticas derivadas de monocitos de cerdo estimuladas con Bb12.

4.2. Especificos

1. Establecer condiciones para el cultivo de células dendriticas derivadas de monocitos y
determinar la expresion de los marcadores CD1, CD14 y MHC Il mediante citometria de flujo.

2. Analizar la expresion de las proteinas TRAF6, SOCS1, ERK1/2 y fosfo-ERK 1/2 mediante
western blot en células dendriticas derivadas de monocitos de cerdo estimuladas con Bb12 con
y sin bloqueo de TLR.

3. Cuantificar la produccion de IL-10 e IL-12 por ELISA en células dendriticas derivadas de

monocitos de cerdo estimuladas con Bb12 con y sin bloqueo de TLR2.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivo de Bacterias

El probidtico comercial Bifidobacterium animalis spp. lactis Bb12, fue cultivado en caldo Man-
Rogosa Sharpe (MRS, Merck, Alemania) suplementado con 0.05% de cisteina y se incub6 a 37°C
por 24 h en condiciones anaerobias. La siembra se realizé al 4% del inéculo. Una vez finalizado el
tiempo de incubacion, se realizo una lectura de absorbancia en un NanoDrop ONE para determinar

la turbidez del cultivo, y asi establecer una relacion con la concentracion de bacterias en cultivo.

5.2. Obtencién de Monocitos de Sangre Periférica Porcina

Se colectd sangre de la vena yugular de cerdos de linea de sacrificio de una planta tipo inspeccion
federal (TIF). Para la recoleccién se utilizaron frascos de 500 mL utilizando &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA, Sigma USA) como anticoagulante. Posteriormente fue
trasladada en hielo al Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de CIAD. Se aislaron células
mononucleares (CMN) mediante gradiente de densidad. Primero se coloco Ficoll-Paque (GE
Healthcare Bio-Sciences, Suecia) a una relacion 1:3 en tubos de 50 mL, después se vertio
cuidadosamente la sangre diluida en PBS (1:2), se centrifugd a 1600 rpm por 35 min. Se recolecto
la capa de células entre el Ficoll y el plasma. Se realizaron tres lavados con PBS a 1200 rpm por
10 min, y fueron resuspendidas en medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM, Invitrogen Co.,
USA) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB). Por ultimo, se realizé un conteo celular
con azul tripan en una camara de Neubauer con el fin de discriminar las células vivas de las muertas.
Para obtener la poblacién de monocitos, se realiz6 una separacion por adherencia en placa durante
24 h, para lo cual se colocaron 4x10° células en frascos de cultivo de 25 cm?, se incubaron a 37 °C

con 5% de CO.y se dejaron adherir por 24 h. Posteriormente, se descartaron las células no
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adheridas y las que quedaron adheridas al frasco después de 2 lavados con PBS, se emplearon para

derivar a células dendriticas.

5.3. Derivacion y Maduracion de Monocitos a Células Dendriticas

El cultivo de monocitos se suplementd con IL-4 (25 ng/mL) y GM-CSF (20 ng/mL) (Kingfisher
Biotech, Saint Paul MN USA) para derivarlas a células dendriticas. Se incubaron por cinco dias,
con suplementacion de citocinas al tercer dia. Para determinar marcadores de maduracion, en el
quinto dia, se agregé lipopolisacarido (LPS) (100 ng/ml) y se incubd por 24 h. Para determinar el
fenotipo de las células dendriticas derivadas de monocitos (moDCs), se tifieron con los anticuerpos
anti-CD1 conjugado con ficoeritrina (VMRD No. cat 7674), anti-MHC Il conjugado con
Alexa®488 (BD Pharmigen No. cat 553642) y anti-CD14 conjugado con Alexa®647 (BioRad No.
cat MCA1568A647T) y posterior analisis por citometria de flujo, en un equipo FACS Canto Il

(Becton Dickinson).

5.4. Estimulacion de Células Dendriticas con el Probidtico Bb12

Las moDCs con 5 dias de cultivo se despegaron del frasco utilizando PBS con 0.1% de EDTA y
se colocaron 2x10° células en 200 pL de medio DMEM en microplacas de 96 pozos, después se
agreg6 Bb12 en una proporcion 1:100 (moDCs:Bacterias). Transcurridas 24 h, se realizé un lavado

con PBS para remover a las bacterias.

5.5. Western Blot

Se analizaron las proteinas de sefializacion SOCS1, ERK1, ERK2, fosfo-ERK1, fosfo-ERK2 y
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TRAF6, ademés de B-actina como control. Para la obtencion de los extractos celulares se utiliz6
buffer de lisis RIPA y una mezcla de inhibidores de proteasas. Una porcién del extracto celular fue
combinada en partes iguales con buffer de Laemmli 2x y en condiciones desnaturalizantes y
reductoras se corrieron geles de poliacrilamida al 12%. Las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (GE HealthcareLifeSciences Co, Piscataway NJ), utilizando un sistema
de transferencia semi-seca (BioRad USA) por 15mina 25V.

Las membranas fueron bloqueadas en solucién al 5% de leche baja en grasa en buffer TBST
(Tween 20 0.1 %, Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) por 1 h a temperatura ambiente. Se
realizaron 4 lavados de 5 minutos cada uno en TBST. Después fueron incubadas con un anticuerpo
primario (dilucion 1:2000) toda la noche a 4 °C, seguido de 4 lavados con TBST. Los anticuerpos
utilizados fueron pERK 1/2 (No. cat MA5-15174, Thermo Fisher Scientific, Rockford USA), ERK
1/2 (No. cat MA5-15134, Thermo Fisher Scientific, Rockford USA), TRAF6 (No. cat
SAB2108734, Sigma, Saint Louis USA), SOCS1 (No. cat MBS8231121, MyBioSource, San Diego
California USA) y pB-actina (No cat A2228, Sigma, Saint Louis USA). Posteriormente, las
membranas fueron incubadas con un anticuerpo secundario (dilucién 1:2000) conjugado a
peroxidasa (HRP) (No cat A0545, Sigma, Saint Louis USA) por 2 h a temperatura ambiente,
seguido de 4 lavados con TBST. Finalmente, las bandas fueron visualizadas por exposicion de la
membrana utilizando el reactivo ECL (Bio-Rad USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El revelado se realizo utilizando el sistema de fotodocumentacion para quimioluminiscencia
ChemiDoc MP system (BioRad USA). Se utilizaron la proteina p-actina y ERK como referencia
de proteina constitutiva. Para lo cual las membranas analizadas para los anticuerpos anteriormente
mencionados, una vez revelados, se llevo a cabo un proceso de “stripping” en donde las membranas
se lavaron y se prosiguio con el mismo procedimiento de revelado esta vez para la deteccion de la
proteina constitutiva. Una vez obtenidas las bandas, se analizd la intensidad de las mismas
mediante el programa Image Lab (BioRad USA). Estas se graficaron y se presenta como la

proporcion de proteina de interés/Bactina o ERK.
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5.6. Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

El sobrenadante de los cultivos se recolect6 y fue utilizado para cuantificar la produccion de las
citocinas 1L-10 e IL-12, para lo cual se utilizaron los kits ELISA Duo Set para IL-10 (No. cat
DY693B) e IL-12 (No. cat DY912) , ambos de R&D Systems, USA, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Primero se colocd el anticuerpo de captura (4 pg/mL) y se dejo incubar durante toda
la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente se lavé 3 veces con buffer fosfato salino con
Tween 20 (PBST) para eliminar excesos. Después se bloque6 con Albimina de suero bovino
(BSA) durante 1 h a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados con PBST; después se afiadio la
muestra o estandar y se dejé incubar durante 2 h a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados con
PBST,; luego se afadio el anticuerpo de deteccion (IL-10: 50 ng/mL; IL-12: 162 ng/mL) y se dej6
incubar durante 2 h a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados con PBST. Después se afiadio la
enzima peroxidasa conjugada con estreptavidina (dilucién 1/200) y se dejo incubar durante 20 min
a temperatura ambiente en la oscuridad, seguido de 3 lavados con PBST y por altimo se revelo con
el sustrato 3,3',5,5"-Tetrametilbencidina (TMB) y se utiliz6 acido sulfarico para detener la reaccion.
Fue leido a 450 nm en un espectrometro de placas ELISA (BioRad, USA).

5.7. Andlisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa NCSS version 11. Primero se realizd un
estadistico descriptivo para comprobar la normalidad de los datos, para después realizar un analisis
de varianza de una via con un nivel de significancia de 0.05. Posteriormente, se realizd un analisis

de Tukey-Kramer para comparar medias y comprobar diferencias entre tratamientos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Establecimiento de un Cultivo de moDCs

Los monocitos son células que se encuentran en circulacion en sangre periférica y tienen la
capacidad de diferenciarse a DCs. Para obtener monocitos, células mononucleares de sangre
periférica porcina fueron adheridos en placa durante 24 h. Una vez obtenidos fueron tratados con
IL-4 y GM-CSF por cinco dias para su diferenciacién a células dendriticas. Se observaron cambios
morfoldgicos (Figura 3), como la formacion de un citoplasma lobulado y el desarrollo de dendritas,
similar a lo descrito por Berges et al., 2005. Para observar las diferencias entre células maduras e
inmaduras, se estimularon con LPS por 24 h. Esto concuerda con la bibliografia donde se ha
logrado obtener células dendriticas porcinas estimulando a monocitos con IL-4 y GM-CSF durante

3-7 dias (Summerfield y McCullough 2009), y de manera similar a humanos.
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Figura.3. Diferenciacion de monocitos a células dendriticas. Fotografias en microscopio dptico
invertido a 40x. (a) Monocitos sin diferenciar, al dia 0 de cultivo. (b) Células dendriticas derivadas
de monocito a los 5 dias de incubacion con IL-4 y GM-CSF.

Para validar la derivacion y maduracién de las moDCs se llevo a cabo un analisis por citometria de

flujo y se midieron los marcadores CD1, MHC II, y CD14 (Figura 4). Las moDCs inmaduras,
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tuvieron baja expresion de MHC 1l y CD1 (73%) (Figura 4a); en contraste, hubo una alta expresion
de CD14 (22%). EI marcador CD14 es especifico para monocitos y se puede encontrar en células
dendriticas inmaduras (Figura 4b). Sin embargo, al madurar pierden este marcador, como se aprecia
en las células estimuladas con LPS en donde CD14 disminuyé a un 4% (Figura 4d). En las células
maduradas con LPS, se observa un incremento a 90% en la expresion de MHC Il'y CD1 (Figura
4c). De acuerdo con la literatura, las moDCs porcinas presentan como fenotipo alta expresion de
CD1'CD14'CD16°CD80/86"CD172a" y MHC II* (Summerfield y McCullough, 2009). Esto
concuerda con los resultados, ya que en células estimuladas con LPS se observé una disminucién
de CD14 y un aumento en la expresion de CD1y MHC 1l . Una de las respuestas importantes por
la estimulacion de los receptores TLR es la maduracion de las células dendriticas, por ejemplo, con
LPS el cual tiene como receptor a TLR4, esta induccion en DCs presenta niveles elevados de MHC
I1'y CD80/86 (Summerfield y McCullough, 2009). En nuestro caso, se utilizd LPS solamente con
el fin de determinar diferencias en el fenotipo por citometria de flujo, pero se trabajé con células

dendriticas inmaduras para los experimentos con Bb12.
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Figura. 4. Andlisis de citometria de flujo de los marcadores de superficie en moDCs. (a)
Marcadores MHC Il y CD1 en células sin estimular. (b) Marcadores MHC Il y CD14 en células
sin estimular. (c) Marcadores MHC 1l y CD1 en células estimuladas con LPS. (d) Marcadores
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MHC 1l y CD14 en células estimuladas con LPS. Las gréficas son representativas de un
experimento, n=3.

6.2. Andlisis de las Proteinas

Gracias a los mecanismos de sefializacion que poseen las células, estas son capaces de interactuar
con otras células y con moléculas para poder llevar acabo funciones como regulacion,
proliferacion, apoptosis, supervivencia, etc. Las proteinas de sefializacion intracelulares juegan un
papel muy importante dentro de la transduccion de sefial. En este trabajo se analizaron las proteinas
TRAF6, ERK, pERK y SOCS1 por western blot, y debido a que estas proteinas estan ubicadas en
diferente lugar de la cascada de sefializacion, las moDcs se estimularon con el probiotico Bb12
durante 0.5, 1, 2 y 24 h. Para determinar el papel de TLR2, algunos cultivos de moDCs fueron

tratados con anti-TLR2 previamente al estimulo con Bb12, para bloguear dicha sefializacion.

Para la proteina TRAF6 no hubo diferencias (P<0.05) en la expresion de la proteina en los
diferentes tiempos, manteniéndose constante hasta las 24 h (Figura 5a). Este patron se mantuvo
incluso con el tratamiento con anti-TLR2 (Figura 5b), ya que no se presentaron cambios (P>0.05)
en los diferentes tiempos. TRAF6 al ser una molécula adaptadora, es una de las primeras en
activarse corriente abajo, por lo que su expresion constante es de esperarse. También es posible
que, en condiciones basales, en su mayoria se encuentre expresada, ya que es requerida en multiples
vias de sefializacion, lo que demuestra la importancia de esta proteina. Por ejemplo, se ha reportado
que TRAF6 es una molécula crucial en la supervivencia de ratones recién nacidos, también en el
metabolismo 0seo, en respuestas de inmunidad innata y en la sefializacion de citocinas (Dainichi
Teruki et al., 2019).
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Figura 5. Inmunodeteccién de TRAF6 de moDCs porcinas. (a) Células estimuladas con Bb12. (b)
Células tratadas previamente con anti-TLR2. (c) Expresion relativa de TRAF6 en comparacion de
B-actina en células estimuladas con Bb12. (d) Expresion relativa de TRAF6 en comparacion de f3-
actina en células tratadas previamente con anti-TLR2. Datos presentados como la media + DE de
n=3. Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) entre los tiempos.

Por otra parte, en el andlisis de las proteinas involucradas en la via de MAP cinasas, se observaron
cambios en la expresion de pERK (P<0.05) a partir de 1 h de estimulo con respecto al tiempo 0
(Figura 6a), en donde la expresion mas alta se observo a las 24 h. Es decir, la expresion de pERK
aumenta conforme transcurre el tiempo. Esta activacion es dependiente de TLR2, ya que al
bloquear este receptor con anti-TLR2 (Figura 6b), se observaron cambios en la activacion, la
expresion més alta se obtuvo a las primeras horas de estimulo, disminuyendo significativamente

(P<0.05) a las 24 h. Esto comprueba que, efectivamente, la expresion de la proteina pERK esta
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relacionada con la activacion por parte de TLR2 y en este caso es la respuesta que se obtiene al

estimular con Bb12. Es decir, que al bloquear TLR2, se disminuye la sefial de pERK.

Estudios sobre la activacion de ERK sefialan que existe una activacion transitoria de ERK que dura
aproximadamente 20 min y la activacion sostenida hasta 2 o0 3 h (Wortzel y Seger, 2011). Sin
embargo, la regulacion negativa de ERK no es menos importante que su activacion. ERK puede
ser activada por pequefias proteinas de unién a GTP o por moléculas adaptadoras como TRAF®G,
esta transmite la sefial directamente o mediante mediadores cinasas (Wortzel y Seger, 2011). Un
estudio realizado por Hacker et al., 2006 con ratones TRAF67- en macréfagos derivados de médula
0sea, al estimular con PamsCySs, un ligando de TLR2, se observo que no indujo a la fosforilacion
de pERK, es decir, la estimulacion de TLR requiere a proteinas adaptadoras, por lo que el
reclutamiento de TRAF6 es necesario para la activacion de ERK. Otro estudio realizado por Kaji
et al., 2010, en macrdfagos de ratdn, estimularon con diferentes cepas de lactobacilos, entre ellos
L. plantarum, L. casei y L. johnsonii, en donde observaron diferencias en la activacion de pERK
segun el probiotico, siendo L. plantarum el que indujo mas intensamente la fosforilacion de pERK.

Es decir, que la activacion de pERK depende del estimulo utilizado.

En un estudio realizado por Teixeira-Coelho et al., 2014, en macro6fagos derivados de médula 6sea
(BMMs) de raton, estimularon con PamsCSK4 y LPS para observar la diferencia en la produccion
de IL-10 entre estimular a TLR2 y TLR4 durante 6 h, en donde con el ligando de TLR2 obtuvieron
aproximadamente una concentracién de 1000 pg/mL, mientras que para TLR4 obtuvieron 4000
pg/mL; sin embargo, las dosis de los ligandos utilizadas correspondieron a la maxima de 1L-10 por
BMM estimulados. Este estudio sugiere que la produccion de IL-10 es mucho menor al estimular
con un ligando de TLR2. Adicionalmente, analizaron la expresion de pERK por inmunodeteccién
en membrana, estimularon con PamsCSKj4 durante 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min, en donde a los 30
min obtuvieron la expresion mas alta con una disminucién a partir de los 60 min. En ese mismo
estudio, se cuantifico la produccion de IL-10 con bloqueo de ERK al estimular con LPS durante 6
h en donde su produccion disminuy6 respecto al control. Estos datos sugieren que la produccion

de IL-10 esta relacionada con ERK y los receptores TLR.
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Figura 6. Inmunodeteccion de pERK de moDCs porcinas. (a) Células estimuladas con Bb12. (b)
Células tratadas previamente con anti-TLR2. (c) Expresion relativa de pERK en comparacion de
ERK en células estimuladas con Bb12. (d) Expresion relativa de pERK en comparacion de ERK
en células tratadas previamente con anti-TLR2. Datos presentados como la media + DE de n=3.
Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) entre los tiempos.

Para SOCS1 no se encontraron diferencias (P>0.05) en su expresion entre los diferentes tiempos
(Figura 7a). Sin embargo, en el tratamiento previo con anti-TLR2 (Figura 7b), si se observaron
cambios (P<0.05) a las 2 y 24 h de estimulo con Bb12, en donde hubo una disminucién en su
expresion. Esto comprueba que el estimulo de Bb12 es capaz de mantener una expresion constante
de SOCS1 en DCs a los diferentes tiempos y que la expresion d SOCS1 es dependiente de TLR2,
ya que al bloquear TLR2 se disminuye su expresion desde las 2 h de estimulo. Estos resultados
sugieren que Bb12 induce la expresion de SOCSL1 y esto podria explicar alguno de sus mecanismos

reguladores. También indica que la sefializacion iniciada por TLR2 es importante para la expresion
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de esta proteina. Sun et al., 2017, realizaron un estudio en células THP1 estimuladas con L.
paracasei, en donde la expresion relativa de SOCS1 maés alta se observo hasta las 12 h. SOCS1

juega un papel importante en la diferenciacion, maduracién y activacion de DCs (Sun et al., 2017).
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Figura 7. Inmunodeteccion de SOCS1 de moDCs porcinas. (a) Células estimuladas con Bb12. (b)
Células tratadas previamente con anti-TLR2. (¢) Expresion relativa de TRAF6 en comparacion de
B-actina en células estimuladas con Bb12. (d) Expresion relativa de TRAF6 en comparacion de -
actina en células tratadas previamente con anti-TLR2. Datos presentados como la media + DE de
n=3. Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) entre los tiempos.

Tomando nuestros resultados en conjunto, tenemos que al estimular con el probiético Bb12, la
expresion de TRAF6 y SOCS1 se mantiene constante, la expresion de ERK aumenta. Por otro lado,
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al bloquear el receptor TLR2, la expresion de TRAF6 también se mantiene constante, mientras que
la expresion de ERK y de SOCSL1 disminuyen.

6.3. Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas

Se cuantific la produccién de las citocinas IL-10 e IL-12 mediante el método de ELISA. Para ello,
las moDCs porcinas fueron estimuladas con el probidtico Bb12 durante 24 h. Se observd un
aumento en IL-10 (P<0.05) a las 24 h de estimulo en donde se obtuvo una concentracion de 236.5
pg/mL (Figura 8a). El cultivo de moDCs fue adicionado previamente con anticuerpo anti-TLR2,
en donde a las 24 h también se observo un aumento significativo (P<0.05) con una concentracion
de 321.7 pg/mL (Figura 8a). A su vez, se observo diferencia (P<0.05) entre la produccion de IL-
10 estimuladas solo con Bb12 en comparacion a la estimulacion de Bb12 + anti-TLR2 (Figura 8a).
Por otro lado, para la citocina IL-12, no se encontraron diferencias (P>0.05) en ninguno de los
tratamientos (Figura 8b) y se obtuvo una produccién menor (49 pg/mL) que 1L-10.
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Figura 8. Cuantificacion de la produccion de las citocinas en moDCs estimuladas con el probidtico
Bb12 por 24 h. (a) Produccion de IL-10 y (b) IL-12. Los datos son presentados como la media +
DE. Literales diferentes indican diferencias significativas P<0.05.
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Al tomar en conjunto los resultados de las proteinas de la sefializacion, tenemos que el probiotico
Bb12 estimula a células dendriticas, evidenciado por la produccion de IL-10. Sin embargo, la
sefializacion involucra otros receptores, no solo a nivel de receptor TLR2, ya que la produccién de
IL-10 se mantuvo incluso al bloquear este receptor. Esto se evidencia por la expresién de TRAF6
que se mantiene constante con y sin bloqueo de TLR2. La via que es dependiente de TLR2 son las
MAPK, ya que la expresion de ERK aumenta; sin embargo, al bloguear el receptor TLR2, su
expresion disminuye. Este mismo comportamiento se observa con la proteina SOCS1, al disminuir

cuando se bloquea a TLR2.

Cepas de bifidobacteria son capaces de inducir a la maduracion, la produccion de IL-10 y
prolongacion de la supervivencia de DCs. También se ha demostrado que en DCs TLR2” se
aumenta la produccion de IL-12 y disminuye la de IL-10 (Plaza-Diaz et al., 2019). Lo que sugiere
que, efectivamente, la produccion de IL-10 esta relacionada con TLR2 y siendo estimulado en este
caso por bifidobacteria. Lo que concuerda con los resultados de este trabajo ya que se obtuvo mas
produccion de IL-10 que de IL-12. Sin embargo, se sugiere un efecto regulador por parte de Bb12

ya que la concentracion mas alta de IL-10 se obtuvo al bloquear TLR2.

Arenas-Padilla et al., 2018 analizaron la expresion del transcrito de IL-10 en monocitos de cerdo
estimulados con el probidtico Bb12, se observo que a las 4 h hubo un aumento en su expresion
relativa (2). Adicionalmente, las células fueron tratadas con anti-TLR2 previo a la estimulacion
con el probiético, en donde hubo una disminucion en su expresion (1). Esto quiere decir, que Bb12
es capaz de estimular a las células a traves de la via TLR2 y producir IL-10, ya que al bloquear a
este receptor disminuye el transcrito de IL-10. Dichos resultados difieren a los nuestros en lo
obtenido con el bloqueo del receptor. Sin embargo, para observar una produccién de citocinas por
el método de ELISA es fundamental un tiempo de estimulo minimo de 12 h. Si bien, para la
activacion de proteinas de sefializacion son cruciales las primeras horas de estimulo, para observar

una secrecion de citocinas es necesario mas tiempo de estimulo.

Es importante establecer el perfil de citocinas, ya que, al ser mediadoras de respuestas inmunes,
estas pueden dictar la polarizacion de las células T efectoras. En este caso, la produccion de 1L-10

puede dirigir la polarizacion hacia células Th2, éstas se caracterizan por mediar respuestas
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antiinflamatorias ya que producen citocinas como IL-10 e IL-4. Debido a que, para que las TCD4"
se polaricen a Thl, es necesaria la produccion de IL-12 e IFN-y como inductores. Los resultados
muestran una produccion més elevada de I1L-10 en comparacion con IL-12, se sugiere que el
probidtico Bb12 dirige la respuesta hacia un proceso antiinflamatorio, sin haber obtenido una
sobreexpresion de esta citocina. Los niveles bajos de IL-12 pudieran deberse a que IL-10 es uno

de los reguladores negativos mas importantes en la produccion de 1L-12 inducida por TLR.

Por otro lado, la deficiencia en la expresion de IL-10 puede potenciar la respuesta inflamatoria al
desafio microbiano y también conducir al desarrollo de enfermedad inflamatoria intestinal y
enfermedades autoinmunes. Los niveles de IL-10 secretados dependen de la fuerza de activacion
de ERK en DCs y macrofagos. Se considera que IL-10 posee maltiples funciones en la regulacion
del sistema inmune. Se ha demostrado que inhibe la produccién de moléculas inflamatorias como
IL-12, MHC y moléculas co-estimuladoras de DCs y macrofagos. I1L-10 se considera un candidato
potencial para el uso de terapias contra enfermedades inflamatorias, infecciones cronicas, cancer y
autoinmunidad. Ademas, participa en la regulacion mediante un proceso de retroalimentacion en
respuestas Thl y Th2. Se ha reportado que los niveles de secrecion de IL-10 e IFN-y en células
Th1 es un factor decisivo entre la eliminacion y la persistencia de infecciones (Bhurani y Dalai,
2019).

La IL-12 se caracteriza por estar relacionada con la inmunidad innata y adaptativa ya que induce
la produccién de IFN-y y, por lo tanto, ayuda a polarizar a las células TCD4" a células Thl. Asu
vez, el IFN-y actia sobre las APCs para promover la secrecion de IL-12 en un proceso de
retroalimentacion positiva. Debido a sus propiedades pleiotropicas, esta citocina es utilizada en la
terapia contra tumores e infecciones. La mayoria de los efectos de I1L-12 estan mediados por IFN-
y. Contrario a una de las funciones de IL-10, la interleucina IL-12 actGa sobre las APC para
promover la presentacion cruzada del antigeno y mejorar la actividad citotdxica (Bhurani y Dalai,
2019)
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7. CONCLUSIONES

El probidtico Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb12 es capaz de estimular a moDCs
porcinas mediante el receptor TLR2, produciendo IL10 y activando la expresion de las proteinas
de sefializacion TRAF6, ERK y SOCS1. Sugiriendo posibles mecanismos reguladores por parte de
Bb12 ya que la expresion de ERK es importante para la produccion de IL-10, siendo esta Gltima
una citocina con potentes propiedades antiinflamatorias y la cual ayuda a dirigir la polarizacion de
las células T efectoras. Se sugiere también el efecto regulador por parte de la proteina SOCS1 al
ser importante en la sefializacion de TLR2 ya que, al blogquear este receptor, se disminuyo la
expresion de esta proteina. Sin embargo, otras vias también se ven activadas con Bb12, ya que la
produccion mas alta de IL-10 se obtuvo al bloquear TLR2.

El probidtico Bb12 modula la expresion de las proteinas SOCS1 y ERK, involucrando la via de
sefializacion de TLR2 en células dendriticas de cerdo. La interaccion de Bb12 con las células
dendriticas induce la produccion de la citocina antiinflamatoria IL-10, la cual no se inhibe al

bloquear la sefializacion de TLR2, por lo que otras vias pueden estar activadas.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar experimentos con mas tiempos de estimulo y utilizar otros controles como LPS.
Aumentar el perfil de citocinas.

Buscar otras proteinas de sefializacion involucradas en rutas alternas.

Utilizar otros bloguedadores de TLRs y PRRs.

Medir SOCS3 y otros reguladores de citocinas.
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